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RESUMO- A micropropagagdo vegetal representa uma técnica alternativa para a conservagdo de

espécies de plantas, como método bioinovador proporciona a producdo de mudas com seguranca
fitossanitaria. Este trabalho tem como objetivo mapear o estado biotecnologico relacionado a

micropropagacdo no panorama brasileiro e demonstrar com o experimento desenvolvido em casa de
vegetacdo a fase mais apropriada para a inoculagdo de rizobactérias em microplantas de sempre-viva
de Mucugg. Nos estudos conduzidos em casa de vegetagdo, a fase de enraizamento demonstrou ser o
melhor momento para aplicacao de Bacillus sp., na espécie, com destaque para os isolados IB4 e IB6. A
inoculacdo de rizobactérias benéficas representa uma importante etapa bioinovadora a ser incorporada
ao processo produtivo destas mudas no sentido de direcionar novos rumos para a geragao de patentes

em conjunto com cooperativas de preservacao estabelecidas nas comunidades.
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1 INTRODUCAO

Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis, ¢ uma planta ornamental da familia
Ericaulaceae, popularmente conhecida como sempre-viva de Mucugé por ser endémica do municipio
de Mucugé na Chapada Diamantina na Bahia, destacando-se como a sempre viva que apresenta
maior valor comercial (GIULIETTI et al., 1996; CERQUEIRA et al., 2008). Pesquisas relacionadas
a propagacao e conservagao desta espécie estio relacionadas a sua ameaca de extingdo, condi¢do que
esteve atrelada a excessiva exploragdo das comunidades locais por sua importancia para o comércio
de flores secas ornamentais. A micropropagacdo representa uma técnica alternativa ao sistema
convencional de propagagdo de espécies nativas e para a conservagao de espécies de plantas em perigo
de extingdo, como as sempre-viva de Mucugé (DONINI et al., 2008; BHATIA et al., 2015; LIMA-
BRITO et al., 2016).

A divulgacao sobre a bioinovagao neste campo de atuacdo favorece o avango para que a pesquisa
basica possa alcangar status de desenvolvimento tecnoldgico para aplicagdes de produtos ou processos
bioinovadores. Estudos de prospeccdo tecnologica atuam de forma sistematica no mapeamento do
desenvolvimento tecnoldgico e buscam agregar valor ao conhecimento na identificacdo de rumos ¢
oportunidades futuras.

O procedimento da micropropaga¢do realizado em condigdes assépticas, produz mudas com
qualidade genética e fitossanitario, em grande quantidade e em tempo reduzido (Read e Preece, 2014;
Carvalho et al., 2016). Contudo, o processo de micropropagacao, priva o explante de sua microflora
natural e benéfica ao crescimento vegetal (HAZARIKA, 2006), o que torna a muda mais vulneravel ao
ataque de patdgenos e a condicdes de estresse ambiental quando estabelecidas no campo.

A aclimatizagdo, fase em que as microplantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp.
mucugensis sao introduzidas no ambiente, pode representar para esta, assim como para algumas
espécies condigdo de estresse favorecendo baixas taxas de crescimento e mortalidade das mudas
micropropagadas quando transferidas para condi¢do ex vitro (BHATIA et al., 2015). De modo geral,
sdo escassos os trabalhos realizados com cultivo in vitro que relatam sobre as dificuldades e possiveis
solugdes para o processo de aclimatagdo em mudas de plantas ornamentais.

O tratamento de mudas com estes microrganismos pode resultar em efeito estimulador
no crescimento, especialmente na fase de germinacdao das sementes, e produtividade das plantas
(CARDOSO E ANDREOTE, 2016; SILVA et al., 2016). Desta forma, aplicacdo de Rizobactérias
Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCPs) produtoras de acido indol-acetico (AIA) em mudas
micropropagadas pode favorecer modificagdes no sistema radicular das plantas, como elongamento e
aumento de raizes laterais que melhoram a eficiéncia do processo de absor¢ao de 4gua e nutrientes pela
planta hospedeira (BORACIN et al., 2016; LARRABURU et al., 2010).

Neste sentido a biotecnologia vegetal tem contribuido para o desenvolvimento de tecnologias
voltados para a produgdo sustentavel, como a introdu¢do de inoculantes biologicos a base de
rizobactérias multifuncionais também conhecidas como rizobactérias promotoras do crescimento de

plantas (RPCPs), um grupo de microrganismos bioestimulantes capazes de colonizar a rizosfera, pode
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melhorar a saude do vegetal sem causar contaminacao ambiental (CALVO et al., 2014, KUMAR et
al., 2019, BASU et al., 2021).

Pesquisas envolvendo a inoculagdo de microrganismos em plantas ornamentais cultivadas in
vitro t€m recebido atengdo como uma forma de proporcionar melhorias no processo de producao
destas mudas na fase de multiplicacdo e aclimatizacio (MATOSO et al., 2017; BORACIN et al.,
2016; CARDOSO, 2010; JUNIOR,2009). O mecanismo de acdo referente a estes isolados reside na
capacidade de sintetizar o AIA durante a colonizagdo radicular e consequente aumentar a absor¢ao de
nutrientes que influenciam a fisiologia da planta, além de proporcionar maior protecao contra estresse
bioticos e abiodticos quando no campo (CALVO et al., 2014).

Considerando o exposto, este trabalho teve o objetivo realizar o levantamento sobre patentes
bioinovadoras no campo da micropropagacao de plantas e verificar o desempenho da inoculagao de
RPCPs (IB4, IBS5, IB6) em mudas micropropagadas de sempre-viva de Mucugé ndo enraizadas e

enraizadas e o potencial da microbiolizagdo para promog¢ao do crescimento destas mudas.

2 METODOLOGIA

2.1 Bioprospecciao

Para a pesquisa prospectiva foi realizado o recorte temporal 1996 a 2021, na base de dados
nacional do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI). Para a coleta foi utilizada como
descritor a palavra-chave “micropropagacdo”, “micropropagada”, para a base de dados do INPL
Os dados obtidos foram analisados priorizando a identificagdo da quantidade de documentos de
patentes depositadas, status legal, codigo de classificagdo IPC. Os resultados foram analisados de
forma descritiva simples e tabulados para discussdo das possibilidades tecnoldgicas apresentadas pela

pesquisa.

2.2 Isolados de rizobactérias

Trés isolados de rizobactérias do género Bacillus (IB4, IB5 e IB6) que fazem parte da colecdo de
microrganismos da Embrapa Mandioca e Fruticultura- Cruz das Almas/ BA, selecionados de amostras
coletadas da rizosfera de plantas sadias de bananeira (Musa sp.) cultivar Prata Comum foram utilizados
nos experimentos (tabela 1). Estes isolados do género Bacillus selecionados como produtores de acido
indolacético (AIA) apresentam por meio da técnica de RAPD padrao divergéncias genéticas entre si
(CARDOSO et al., 2010).

Além disso, ndo apresentam capacidade de inibir o crescimento reciproco, possibilitando a
formag¢ao de combinados sem qualquer restricio (CARDOSO, 2010). Os isolados foram reativados em
meio TS (15 g de Triptona, 5g de Peptona, S5g de NaCl em 1L de agua destilada), e incubados por 24
h a 28 °C. Posteriormente, uma aliquota de 1,0 mL foi retirada, para cada rizobactéria e semeada em
placas de Petri contendo meio TSA e com auxilio da alga de Drigalsky procedeu-se o espalhamento.
As culturas foram incubadas em BOD por 24 h a 28 °C.
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2.3 Preparo da suspensao de rizobactérias

Para a obtengdo da suspensdo, os isolados foram multiplicados em meio liquido TS (15 g
de Triptona, 5g de Peptona, Sg de NaCl em 1L de dgua destilada), e incubados por 24 h a 28 °C.
Posteriormente, uma aliquota de 1,0 mL foi retirada, para cada rizobactéria e semeada em placas de
Petri contendo meio TSA e com auxilio da alga de Drigalsky procedeu-se ao espalhamento. As culturas
foram incubadas em BOD por 24 h a 28 °C, e decorrido este intervalo as colonias foram ressuspendidas
em agua destilada e esterilizada. A concentragdo de cada suspensdo foi ajustada em espectrofotometro
para OD540 = 0,5, o que correspondia a 109 UFC. mL-1 (CARDOSO, 2010).

Tabela 1- Isolados bacterianos utilizados nos experimentos. Origem, tipo de bactéria e valores médios de AIA produzidos

por cada isolado

Isolado Origem Tipo de Bactéria AIA (ng mL-1)
1B4 Solo Rizosférico Rizobactéria 9,76
IB5 Solo Rizosférico Rizobactéria 8,65
1B6 Solo Rizosférico Rizobactéria 7,21

Fonte: Pedido Patente BR 102013 0281565

Microplantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis nao enraizadas inoculadas
com Bacillus sp. (IB4, IBS, 1B6)

As microplantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis utilizadas neste trabalho
foram disponibilizadas pelo laboratorio de cultura de tecidos vegetais (LCTV/UEFS). A inoculagao
das rizobactérias foi realizada em microplantas ndo enraizadas, por imersao em 60 mL de suspensao
aquosa de células a 10° UFC. mL-1 por 5 minutos. Trés isolados de rizobactérias compunham o
experimento com quatro tratamentos: T1 (IB4), T2 (IB5) T3 (IB6), TC (controle) com dez repetigdes
por tratamento.

Apos este periodo, os explantes foram plantados em vasos plasticos contendo 250g de substrato
composto de solotareia esterilizado (1:1) e cobertos com garrafas “PET” de 2L, as quais foram
destampadas aos 15 dias (Lima-Brito et al., 2016). A irrigacao foi feita diariamente e a porcentagem
de sobrevivéncia das plantas foi determinada aos 15 e 30 dias apds a transferéncia para a condi¢ao
ex vitro. Ao final de cada periodo, estabeleceu-se a contagem de microplantas sobreviventes. Apos a

aquisicao dos dados os mesmos foram tabulados, analisados e gerada uma tabela.

Microplantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis enraizadas inoculadas com
Bacillus sp. (IB4, IB5, IB6)

A inoculacao das rizobactérias foi realizada na fase de aclimatizagao, por imersao das raizes
em suspensdo aquosa (60 mL) 109 UFC. mL-1 durante 5 minutos. Trés isolados de rizobactérias
compunham o experimento com cinco tratamentos: T1 (IB4), T2 (IB5), T3 (IB6), T4 (IB4, IB5,1B6) ¢

TC (controle). As microplantas ja enraizadas foram a seguir transferidos para vasos plasticos contendo
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250g de substrato composto de solo+areia esterilizado na propor¢do 1:1, com dez repetigdes por
tratamento e cobertos com garrafas “PET” de 2L, as quais foram destampadas aos 15 dias e retiradas
aos 30 dias apo0s a transferéncia segundo metodologia de Lima-Brito et al., (2016), sendo a irrigacao
realizada diariamente.

Decorridos 30 dias as mudas foram pesadas em balanca analitica para avaliar a massa fresca da
planta e o numero de folhas verdes. Em seguida, colocadas em sacos de papel e encaminhadas para a
estufa a 72 °C até a obtencao de massa constante da parte aérea e do sistema radicular, sendo realizada
a pesagem do material em balanga analitica. Os dados foram analisados pelo programa estatistico
SASM-Agri (Sistema para Analise e Separagdo de Médias em experimentos Agricolas), seguido da
comparag¢do entre tratamentos pelo Teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (CANTERI et al.,
2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados pelo INPI demonstram a existéncia de 29 depodsitos de patentes
referentes ao método de micropropagacao (tabela 2). A primeira patente foi depositada no ano de 1996
e reconhecido aumento gradativo até o ano de 2021. Esses dados demonstram que os depositantes
apresentaram interesse em ter o produto ou processo protegido no territdrio brasileiro. Estes depositantes
variam entre individuos, empresas, Institui¢des de ensino superior nacional e estrangeira.

Com relacdo ao status legal do documento de patente depositada, tem-se 9 patentes concedidas,
7 patentes publicadas, 8 patentes indeferidas, 5 patentes arquivadas. As patentes publicadas estdo na
fase de aguardar resultado da andlise, as patentes indeferidas enquadram-se por fatores ja relatados por
Santos (2021) como reivindica¢des ndo fundamentadas e pedidos de patentes que ndo obedecem ao
conceito inventivo de patente. Enquanto que as patentes arquivadas por definitivo, seu objeto passa a
ser de dominio publico de acordo com o paragrafo unico do artigo 78 da Lei 9.279 de 14 de maio de
1996 (BRASIL, 1996).

Estes dados demonstram a relevancia do acesso ao conhecimento por parte de pesquisadores
sobre as temadticas relativas a Inovagdo e Propriedade Industrial para o avango das pesquisas em
tecnologia. A classifica¢do Internacional de Patentes (CIP) varia entre as secgdes A e C, com destaque
para AO1H que trata de processos para obtencao de novas plantas ou reprodugdo das plantas por tecido
e técnicas de cultura e C12N que se refere aos meios de cultura para plantas.

Faz-se necessario relatar, que entre as patentes em micropropagacao concedidas no Brasil apenas
uma patente concedida trata de obtencao de produto inoculante (bactérias endofiticas e rizobactérias)
e processo de microbioliza¢do (inoculagdo) em mudas micropropagadas de bananeira (Silva et al.,
2023).

Biologia em Pauta: Tépicos Atuais em Pesquisa

59



10.55811/integrar/livros/4289 Silva, 2024

Tabela 2: Documento de patentes depositadas com a palavra-chave micropropagacao/ micropropagadas no INPI

Patente Ano de deposito Status CIp

P19612217-0 1996 Indeferida CI12N 5/02

PP 1101128-9 1997 Concedida CI12N 1/21
P19804069-3 1998 Arquivada AO01H/4/00
PI10005185-3 A2 2000 Ativa CI2N 3/02
P10009112-0 2000 Indeferida AO1H 5/00
P10104400-1 2001 Arquivada AO1H 4/00
P10403642-5 2004 Concedida AO1H 4/00
MU 8500951-2 2005 Ativa A01G 31/02
MU 8501923-2 2005 Arquivada A01G 9/029
MU 8602201-6 2006 Concedida A01G 9/29

PI1 0721649-1 2007 Concedida AO1H 4/00
P10703625-6 2007 Arquivada AO1H 5/04
P10801454-0 2008 Indeferida C12M 3/02

PI 1002900-1 2010 Indeferida AO1H 4/00

BR 11 2012 017385 5 2011 Indeferida AO1H 4/00
BR 11 2012 020450 5 2011 Arquivada CI12N 5/00
PI1101326-5 2011 Indeferida AO1H 4/00
BR 202012 009158 0 2012 Ativa A01G 7/04
BR 202012 026715 8 2012 Concedida A01C 7/00
BR 102013 007727 5 2013 Concedida AO1H 4/00
BR 102013 028156 5 2012 Concedida AO01H 3/00
BR 11 2016 009894 3 2014 Concedida AO1H 4/00
BR 11 2016 024449 4 2015 Indeferida AO1H 4/00
BR 202017 008054 0 2017 Arquivada A01G 31/00
BR 102019 010581 0 2019 Ativa A61K 36/48
BR 10 2020 001563 0 2020 Concedida A01G 24/22
BR 202020 005513 0 2020 Ativa A01G 9/02
BR 102021 007975 4 2021 Ativa A01C 1/06
BR 11 2023 006959 9 2021 Ativa AO1H 4/00

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

3.1 Experimento: Sobrevivéncia das microplantas de sempre-viva de Mucugé nao enraizadas

inoculadas com Bacillus sp.

Ao inocular as microplantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis nao enraizadas
com as rizobactérias Bacillus sp. produtoras de 4cido indolacético, observou-se um grande nimero de

mudas mortas (tabela 2). As microplantas de sempre-viva de Mucugé nao enraizadas foram inoculadas
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com os isolados (IB4, IB5, 1B6) individualizados, ndo sendo possivel, contudo verificar a promog¢ao
do crescimento das plantulas devido a baixa taxa de sobrevivéncia tanto em microplantas tratadas com
as rizobactérias como no tratamento controle (30%) e para as microplantas inoculadas com os isolados
IB5 e IB6 (30%). A aplicacdo do isolado IB4 apresentou a maior porcentagem de sobrevivéncia entre
os isolados testados neste experimento (40%).

Neste contexto, a inoculagdo em microplantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp.
mucugensis, com espécies de Bacillus sp. sintetizadores de AIA, em diferentes fases do enraizamento,
representa uma tentativa de restabelecer a relacdo benéfica que ocorre entre plantas e micro-organismos,
auxiliando o estabelecimento e sobrevivéncia da microplanta durante a etapa de aclimatizagdo e
posterior desenvolvimento das plantas.

A fase de cultivo em que as microplantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis,
estdao ainda desenvolvendo seu sistema radicular (ndo enraizadas), apresentam-se como extremamente
sensiveis a quaisquer variagdes do ambiente, desta forma a transferéncia do meio de cultivo in vitro para
vaso com substrato, ou seja a transferéncia para a aclimatizagao, possivelmente provocou estresse ao
vegetal, devido ao déficit hidrico por transferéncia para condi¢do ex vitro, ja que as estas microplantas
possuem estomatos poucos funcionais (HAZARIKA, 2006; OLIVEIRA et al., 2010).

Estes elementos presentes nesta fase de desenvolvimento podem ter conduzido a ndo
sobrevivéncia da maioria das mudas de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis. Entre as
etapas de producao de mudas micropropagadas, a aclimatizacdo apresenta-se para algumas espécies
como uma fase muito delicada, pois, nesta as microplantas sdo retiradas dos frascos com meio nutritivo
in vitro e sdo transferidas para recipientes (vasos ou tubetes) com substrato ou solo (HAZARIKA, 2006),
essa mudanca de ambiente em muitos casos altera todo processo metabdlico do vegetal conduzindo a
baixas taxas de sobrevivéncia a depender da espécie.

Durante a aclimatizacao as plantas devem controlar a transpiracdo e aumentar a taxa
fotossintética, fatores que auxiliam a suportar o estresse de transferéncia para o solo (JUNGHANS;
SOUZA, 2016; OLIVEIRA et al., 2010). Além desses fatores, um sistema radicular desenvolvido ¢
de grande importancia para a sua sobrevivéncia e crescimento, tanto na etapa em que as plantas sao

aclimatizadas, como no transplantio para o campo.

Tabela 2- Sobrevivéncia das microplantas ndo-enraizadas de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis
inoculadas com isolados de Bacillus sp.

Tratamentos Inicio 15 dias 30 dias
TC 100% 50% 30%
T1-1B4 100% 70% 40%
T2-1B5 100% 70% 30%
T3-1B6 100% 60% 30%

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Analisando os resultados apresentados na tabela 2 para as microplantas de sempre-viva de
Mucugé, pode-se inferir que possuir raizes pouco desenvolvidas em tamanho e niimero associadas
as caracteristicas fisiologicas ja relatadas acima como, déficit hidrico, estdmatos pouco funcionais e
alteracdo metabolica possivelmente representaram as principais causas que resultaram altas taxas de
mortalidade quando estas microplantas foram aclimatizadas. A transferéncia do ambiente in vitro para
0 ambiente ex vitro requer modificagdes nestas microplantas na tentativa de reduzir o estresse causado
pelas diferencas entre as condi¢cdes ambientais como relatado por Jagadeesh et al. (2006).

Além dos fatores fisiologicos, a aplicacao de Bacillus sp. IB4, IB5, IB6 nas microplantas de
sempre-viva de Mucugé deve ser considerada. Primeiro, havendo estabelecimento dos isolados a alta
mortalidade pode ter sido influenciada pela quantidade de AIA produzido por cada isolado individual,
que em quantidades elevadas, no caso das microplantas ndo enraizadas, pode ter provocado efeito
deletério, inibindo o crescimento do sistema radicular, ja que isolados individuais podem flutuar de
promotores em baixas concentracdes do AIA até inibidores de crescimento conforme as condi¢des
ambientais e gendtipo do hospedeiro (Lambrecht et al., 2000; Nehl et al., 1996). Pode-se inferir, portanto,
que a quantidade do AIA produzido pelos isolados selecionados, adicionado aos fatores fisiologicos
caracteristicos da fase, pode ter contribuido para a morte dos explantes tratados com essas rizobactérias.
Os tecidos radiculares sdo sensiveis a flutuacdes da concentragdo de AIA e o elongamento do sistema
radicular pode ser afetado pela quantidade deste regulador de crescimento (JAGADEESH et al., 2006).

Nasegunda questao, ja que as microplantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis,
nao enraizadas apresentam poucas, pequenas € sensiveis raizes, tais caracteristicas podem ter também
interferido no estabelecimento das rizobactérias, ou seja, a quantidade dos exsudatos radiculares
disponibilizados nesta fase pelas microplantas ndo seriam suficientes para manter a colonizagdo na
rizosfera das microplantas. Os exsudatos disponibilizados em quantidade e qualidade variada podem
selecionar grupos funcionais especificos de¢ RPCPs (MOREIRA, 2006). Desta forma, as raizes nao
sendo colonizadas pelos isolados de Bacillus sp. produtores de AIA tornou inviavel a eficiéncia
do mecanismo de ag¢do que poderia atuar na indugdo do enraizamento radicular conduzindo a alta
mortalidade das microplantas que foi inevitavel.

O ajuste da suspensao bacteriana em 10° ufc mL"!, deve ser outra condigdo estabelecida no
experimento a se considerar quando analisamos os resultados, ja que nao foram realizados estudos
preliminares quanto a concentracao 6tima da suspensao para cada rizobactéria individualmente, antes
de ser introduzida por inoculagdo nas microplantas ndo enraizadas, considerando que cada isolado
apresenta valores médios diferentes para produgao de AIA. Este estudo se faz necessario, pois a literatura
apresenta resultados positivos para promog¢ao de crescimento utilizando rizobactérias em mudas
cultivadas in vitro na concentragdo de 10° e 103 UFC/mL-1 (BORACIN et al. 2016; LARRABURU et
al.,2010; MAFIA et al., 2009).

Ainda neste mesmo contexto, as condi¢cdes quimicas e fisicas do solo utilizados no experimento
podem ter prejudicado o estabelecimento das rizobactérias, pois a auséncia de nutrientes surge como
fator negativo a multiplicacdo e atividade das rizobactérias. A transferéncia para um solo pobre

nutricionalmente, pode também ter influenciado de forma negativa a atividade destes isolados.
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Inconsistentes performances por micro-organismos tém sido atribuidas a fatores abidticos como
composi¢ado fisica e quimica do solo (presenca ou auséncia de alguns nutrientes no solo) que como
consequéncia podem afetar no estabelecimento e atividade da RPCPs na rizosfera (CARDOSO;
ANDREOTE, 2016)

Desta forma, considerando a fase de producao das microplantas nao enraizadas, os resultados
verificam que a inoculagdo individual de Bacillus sp. produtores de A IA, ndo atribui e ste como o
melhor momento para aplicagao dos isolados, pois o desenvolvimento do sistema radicular apresenta-
se como essencial para a posterior transferéncia para a fase de aclimatizacdo das mudas. Assim sendo,

0s proximos experimentos serao conduzidos com microplantas ja enraizadas.

3.2 Promoc¢ao do crescimento da inoculacio em microplantas de sempre-viva de Mucugé

enraizadas inoculadas com Bacillus sp.

A analise da promogdo de crescimento (massa fresca da planta, massa seca da parte aérea
e do sistema radicular e numero de folhas) para a fase de aclimatizagdo para microplantas
enraizadas indica que a aplicacao individualizada de Bacillus sp. produtores de acido indolacético nos
tratamentos T1 (IB4) e T3 (IB6) apresentaram diferenca significativa no crescimento das
microplantas quando comparado ao tratamento controle.

O tratamento T1, inoculado com o isolado IB4 apresentou aumento de 72,2% para massa fresca
da planta, 62,7% massa seca da parte aérea, 260% na massa seca do sistema radicular e 48,9% para
o numero de folhas verdes, enquanto que o tratamento T3, inoculado com o isolado IB6 observou-se
aumento de 75% na massa fresca da planta, 88,3% massa seca da parte aérea, 320% na massa seca do
sistema radicular e 70,8% para o nimero de folhas verdes, quando comparados ao tratamento controle
(tabela 3).

Enquanto que no tratamento T4 a combinagao entre os isolados de Bacillus sp. (IB4, IBS,
IB6) apresentou para variaveis analisadas médias abaixo do controle (tabela 3). Apresentando assim
valores negativos, diminuindo as médias para massa fresca e massa seca da parte aérea, massa seca do
sistema radicular e nimero de folhas verdes respectivamente em 19,4%,13,9%, 20% ¢ 6,77% quando

confrontando o tratamento controle.

Tabela 3- Crescimento em microplantas de sempre-viva de Mucugé inoculadas com Bacillus sp. Valores médios para

massa fresca (MF), massa seca do sistema radicular (MSSR), massa seca da parte aérea ¢ nimero de folhas verdes (NFV)

Tratamentos MF(g) MSSR(g) MSPA(g) NFV
TC 0,36+0,11bc 0,005+0,002bc 0,043+0,009b 9,2+1,87cd
T1 0,62+0,09a 0,018+0,002a 0,070+0,004a 28,6+1,83b
T2 0,42+0,11b 0,008+0,002b 0,047+0,010b 21,3+1,94¢
T3 21,3+1,94¢ 0,021+0,002a 0,081+0,006a 32.8+1,81a
T4 0,29+0,08¢ 0,004+0,002¢ 0,037+0,011b 17,9+2,07d
C.V.% 21,2 20,5 15,6 7,9
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Valores médios estatisticamente significativos diferem nas letras, de acordo com o teste de Tukey a 5%. Plantas tratadas
por imersdo por 5 minutos com suspensdo de 109 UFC/mL-1. Os dados foram analisados 30 dias apos a inoculagao.

Fonte: Elaborado pela autora,2023

De forma geral, o tratamento de mudas micropropagadas com rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas (RPCPs) pode resultar em beneficios as culturas (Oliveira et al., 2014). Estudos
introduzindo micro-organismos previamente selecionados, que possam ser incorporados ao processo
de produgao tém sido realizados para melhorar a eficiéncia em mudas de plantas ornamentais cultivadas
in vitro como Rosaceae (LARRABURU et al., 2010), Handroanthus ochraceus (Llorente et al., 2016)
e H. impetiginosus (LARRABURU E LLORENTE, 2015).

As espécies de RPCPs mais utilizadas como inoculantes bioldgicos pertencem principalmente
aos géneros Pseudomonas e Azospirillum e, na maioria dos casos, um relevante efeito da inoculagao
com PGPR ¢ um aumento no nimero de flores por planta (Ruzzi e Aroca, 2015). No entanto,
espécies do género Bacillus tém demonstrado eficiéncia significativa quando inoculadas em mudas
micropropagadas de Orquidaceae (JUNIOR, 2009) e Zingiber spectabile (OLIVEIRA et al., 2010).

Desta forma, desenvolver tecnologias adicionais para a producao de mudas cultivadas in vitro
em escala comercial que assegurem beneficios para as plantas especialmente na fase de aclimatizagao,
representa mais uma estratégia economicamente viavel para a biotecnologia vegetal. A inoculagao
de mudas cultivadas in vitro com micro-organismos benéficos ao crescimento de plantas, durante o
processo de cultivo representa a introducao de mais uma etapa que pode contribuir de forma significativa
para o processo de producao de mudas mais vigorosas e sadias.

Além do método de inoculagdo dos isolados por aplicagdes no substrato € por imersao em
sementes em espécies vegetais, a imersao das raizes da planta em suspensao possivelmente favorece a
colonizagao radicular observados pelos resultados apresentados. Utilizando o método de imersao em
que as raizes entram em contato com a suspensdo de rizobactéria 37, inoculou-se Bacillus cereus, em
raizes de mudas de Brassica oleracea L., var. italica em suspensio ajustada na concentragdo de 108
CFU/mL em agua estéril por 60 min antes do transplante resultando no incremento do crescimento.

Do mesmo modo, a aplicacao de RPCPs em plantas ornamentais produzidas in vitro a exemplo,
Zingiber spectabile conhecida como gengibre ornamental inoculadas com Bacillus pumilus, sendo o sistema
radicular imerso em 10 mL da suspensao bacteriana correspondente a 108 UFC mL-1, por aproximadamente
10 minutos, sendo a suspensao restante vertida no colo das plantulas de acordo com o tratamento, a analise
dos resultados verificou aumento significativo na produgao de massa fresca e seca destas mudas (Oliveira et
al., 2010). Mudas micropropagadas ornamentais de Handroanthus ochraceus (ip€ amarelo) produzidas em
meio de cultivo 2WPM isento de auxina quando inoculados com Azospirillum brasilense RPCPs ja descrita
por produzir AIA, resultou no incremento de 55% do enraizamento, aumentando também a massa fresca
e seca da raiz em 45% e 77%, respectivamente Llorente et al., (2016). Espécies de Bacillus sp. EndW48 e
Enterobacter sp. EndW37 favoreceram maior porcentagem para promog¢ao do crescimento e sobrevivéncia
ex vitro, ap6s aclimatizagdo em casa de vegetacao por 90 dias quando plantulas de Cattleya walkeriana
(orquidea) foram inoculadas por meio da imersao do sistema radicular durante 30 minutos e infestagao do
substrato com 10 mL do indculo (JUNIOR, 2009).

Biologia em Pauta: Topicos Atuais em Pesquisa

64



10.55811/integrar/livros/4289 Silva, 2024

Linhagens de Azospirillum brasilense Cd e Sp7, sintetizadores de AIA foram utilizadas, em
combinacdo verificando a indugdo do enraizamento no inicio do brotamento de (Photinia X fraseri
Dress) Photinia planta com alto valor ornamental, além de aumentar a massa fresca da parte aérea
e massa fresca da raiz das plantas (Larraburu et al., 2007). Resultados semelhantes com as mesmas
estirpes de 4. brasilense foram observados na propagacao de Handroanthus impetiginosus (Larraburu e
Llorente, 2015). Estes autores apresentam evidéncias de que a inoculagdo com rizobactérias produtoras
de AIA em plantas cultivadas in vitro podem auxilia-las durante o crescimento na transferéncia para a
condicao ex vitro.

Os resultados obtidos neste experimento com a inoculagdo dos trés isolados de Bacillus sp.
(IB4, IBS5, IB6) em microplantas de sempre-viva de Mucugé pode ser devido a interagdo bem sucedida
das rizobactérias no estagio de desenvolvimento da microplanta utilizada para a aplicagdo. O efeito do
AIA nao depende apenas da quantidade produzida pela bactéria variando de acordo com o genotipo
e a idade da planta, que influencia no nivel enddégeno da substancia na planta (Teixeira et al., 2007).
Assim como, outros mecanismos mesmo nao sendo testados nestes isolados de Bacillus sp. podem
estar relacionados como a produgao de EPS (Almeida,2015) e a capacidade de captar nutrientes do solo
(TURAN et al., 2014).

Estes dados confirmam a nao especificidade entre espécie vegetal e espécie de RPCPs, pois
os isolados de Bacillus sp. utilizados na condugdo deste ensaio foram selecionados de plantas sadias
de Musa sp. como descrito na metodologia. A inoculagao com o isolado IB5 no tratamento T2 apesar
de apresentar médias acima do tratamento controle nao diferiu significativamente de TC quando
analisadas as varidveis propostas, além de apresentar médias abaixo dos tratamentos com os isolados
IB4 e IB6 (tabela 3). Pode-se inferir, portanto, que na colonizagdo do sistema radicular a quantidade
e composi¢ao dos exsudatos liberados pela microplanta, interferiu na competéncia rizosférica deste
isolado. Segundo Moreira e Siqueira (2006), compostos disponibilizados pela planta em quantidade
variada podem selecionar espécies de rizobactérias especificas.

A elevada quantidade do AIA disponibilizada pelo consércio (IB4,IB5,IB6) em T4, pode ter
prejudicado o crescimento da microplanta cultivadas in vitro, portanto, com sistema radicular sensivel,
o que pode ter inibido o crescimento das raizes e levado a morte de alguns destes individuos, como
explica Nehl ef al. (1996). Na fase de aclimatizagdao, as microplantas com sistema radicular mais
desenvolvido conseguem estabelecer-se no substrato com mais eficiéncia, proporcionando melhores
resultando frente a inocula¢ao com as rizobactérias produtoras de acido indolacético (AIA) de Bacillus
sp.

Os resultados deste experimento demonstram que para microplantas enraizadas tratadas com
Bacillus sp. a promog¢ao do crescimento possivelmente ndo dependeu apenas da quantidade de AIA
produzido pela rizobactéria inoculada, mas também da fase de desenvolvimento da muda ja que a
liberacao de exsudatos pela planta varia de acordo com o crescimento do vegetal. A comunidade
microbiana na rizosfera de plantas pode ser afetada pela composicao dos exsudatos liberados de acordo
inclusive com o estagio de desenvolvimento da planta (AUNTOUN E PREVOST, 2005).

Neste ensaio com mudas de sempre-viva de Mucugé enraizadas os resultados validam que os
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isolados de Bacillus sp. IB4, IB5, IB6 apresentaram rizocompeténcia para estabelecer-se na rizosfera
apods a inoculagdo por imersao das raizes das microplantas em suspensao tanto com isolados individuais

e em combinacao.

4 CONCLUSAO

O cendrio nacional fundamenta a elaboracdo de novas diretrizes relativas a Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovagao (PDI) no Brasil sobre a tematica da micropropagagao de plantas e portanto,
revela que faz-se primordial direcionamentos para a geragao de pesquisas com foco na bioinovagao para
geracdo de patentes que possam ser desenvolvidas com o envolvimento de cooperativas e associagdes
de agricultores familiares por incentivo de politicas publicas.

A inoculagdo com Bacillus sp. (IB4, IB5, IB6) em microplantas de Comanthera mucugensis
Giul. subsp. mucugensis nao enraizadas ndo mostrou-se eficiente, devido a reduzida sobrevivéncia das
mudas nesta fase, sendo a inoculagdo em microplantas enraizadas, a fase mais indicada para a introdugao
de isolados de Bacillus sp. Em microplantas enraizadas, as rizobactérias inoculadas individualmente
sdo eficientes para melhorar a massa fresca da microplanta, massa seca do sistema radicular, massa
seca da parte aérea e nimero de folhas, com destaque para IB6.

Estes estudos podem contribuir para o conhecimento das interagdes que existem entre plantas e
rizobactérias e produzir avangos biotecnologicos para otimizar a producdo de plantas micropropagadas
em risco de extin¢do e economicamente importantes.

A comprovada melhoria no crescimento das microplantas demonstra o potencial de Bacillus
sp. como inoculante biolodgico na producao das microplantas de sempre-viva de Mucugé e o potencial
bioinovador de ser incluido no processo de produciao em escala comercial desta espécie ornamental de

grande importancia econdmica, ambiental e social.
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