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ASSOCIACAO DE Bacillus subtilis 34 E
CONDICIONADOR DE SOLO NA
PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE
QUIABEIRO

RESUMO

Em regides aridas e semiaridas, as distribui¢des espaciais e
temporais dos recursos hidricos ndo sdo uniformes. Em fungio
desse aspecto e, principalmente, quando associado a temperaturas
elevadas o crescimento e a produgdo de hortalicas sdo afetados.
Assim, melhorar a eficiéncia do uso da agua é uma questdo
urgente para o cultivo em regides com as caracteristicas
mencionadas. O uso de hidrorretentores a base de celulose
associado as rizobactérias promotoras de crescimento podem
induzir a tolerancia das plantas ao déficit hidrico e promover
crescimento de plantas. Objetivou-se avaliar o efeito da aplicagéo
conjunta de B. subtilis-34 e polimero hidrorretentor na promogao
de crescimento do quiabeiro. B. subtilis-34 foi cultivado em meio
arroz com e sem hidrorretentor. O ensaio em casa de vegetagdo
foi montado em DBC com quatro tratamentos (B. subtilis-34 +
hidrorretentor, B. subtilis-34 e hidrorretentor e testemunha) e oito
repeticdes. Nao houve diferenca entre o crescimento de B.
subtilis-34 no meio arroz com e sem hidrorretentor (p>0,05).
Todas as varidveis analisadas foram maiores nas plantas que
receberam B. subtilis-34+hidrorretentor (p<0,05). A aplicagdo
conjunta de B. subtilis-34+hidrorretentor promove maior
desenvolvimento do quiabeiro.

Palavras-chave: Polimero hidrorretentor. Rizobactéria.
Sustentabilidade.

ASSOCIATION OF Bacillus subtilis-34
AND SOIL CONDITIONER IN
PROMOTING OKRA GROWTH

ABSTRACT

In arid and semi-arid regions, the spatial and temporal
distributions of water resources are not uniform. Due to this
aspect and, mainly, when associated with high temperatures, the
growth and production of vegetables are affected. Thus,
improving water use efficiency is an urgent issue for crops in
regions with the aforementioned characteristics. The use of
cellulose-based water retainers associated with growth-promoting
rhizobacteria can induce plant tolerance to water deficit and
promote plant growth. The objective was to evaluate the effect of
joint application of B. subtilis-34 and water retainer polymer in
promoting okra growth. B. subtilis-34 was cultivated in rice
medium with and without water retainer polymer. The test in a
greenhouse was set up in DBC with four treatments (B. subtilis-
34 + water retainer polymer, B. subtilis-34 only, water retainer
polymer only and control) and eight replications. There was no
difference between the growth of B. subtilis-34 in rice medium
with and without water retainer (p>0.05). All analyzed variables
were higher in plants that received B. subtilis-34+water retainer
(p<0.05). The joint application of B. subtilis-34+water retainer
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promotes greater okra development.

Keywords: Rhizobacteria. Sustainability. Water retainers
polymer

1. INTRODUCAO

O quiabeiro (Abelmoschus esculentus),
planta de cultivo anual, estd entre as olericolas
mais cultivadas em regides aridas e semiaridas
no mundo (ADEKYA et al., 2019). Essas regioes
sdo caracterizadas por distribui¢do irregular de
chuvas e solos pouco férteis (MEDEIROS et al.,
2018; QUEIROZ et al., 2018). Apesar de ser
cultivado em regides aridas e semiaridas, o
quiabeiro ¢ uma planta exigente em agua e
nutrientes (NANA et al.,, 2019). No Brasil, o
quiabo ¢ cultivado em 43.631 propriedades rurais
(IBGE, 2017), com produtividade média de 17,5
thal.

O cultivo de quiabo no Brasil ¢ realizado
por pequenos produtores que ndo dispdem de
recursos para suprir a demanda de irrigagdo e
adubagdes (KAMGA et al., 2016). Algumas
alternativas, como utilizagdo de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas e a
utilizacdo de hidrorretentores que possam reter a
maxima quantidade de agua, tém sido estudadas
e demonstrado bons resultados (ZOMERFELD et
al., 2021).

As rizobactérias sdo bactérias associadas
a raiz e formam relagdes simbidticas com as
plantas. Elas influenciam as caracteristicas do
solo e tém um papel vital na conversao de terras
aridas e de baixa qualidade em terras cultivaveis
e férteis (GOUDA et al., 2018). A introdugao das
rizobactérias melhora o crescimento das plantas
devido ao aumento da quantidade de raizes
secundarias o que proporciona maior absor¢do de

agua e de nutrientes (LIU et al., 2018).

Dentre as rizobactérias mais estudadas
destaca-se Bacillus subtilis (KOUA et al., 2020)
por apresentar varios mecanismos de promocdo
de crescimento de plantas e por produzirem
endosporos o que a torna desejavel para a
producdo de formulagdes. Lopes et al. (2019a,
2019b) observaram que a aplicagdo de B. subtilis
isolado 34 promoveu incrementos na matéria
fresca e seca de parte aérea e raizes de plantas de
tomate e no crescimento de plantas de alface.

Existem hidrorretentores de diversos
materiais, dentre eles o de celulose, que possui
vantagens como alta capacidade de retengdo de
dgua, baixo ~custo e biodegradabilidade
(RANGANATHAN et al, 2019). Esses
polimeros trazem vantagens de grande
importancia, como a obtengdo de maior
eficiéncia no uso da dgua, maior capacidade de
troca cationica e melhoria das propriedades
fisicas do solo (THOMBARE et al., 2018). O
uso de hidrorretentor aumenta a capacidade do
solo de reter agua, resultando em maior
crescimento da planta e no atraso até o ponto de
murcha no estresse hidrico (AHMED et al.,
2016)

Os hidrorretentores criam extensdes para
a rizosfera natural e mantém aporte de agua ao
longo do tempo o que leva a um aumento da
multiplicacdo de rizobactérias e aumento da area
de colonizacdo destes microrganismos benéficos
(KURREY et al, 2018). A aplicagio de
rizobactérias que favoregcam a disponibilizacdo
de nutrientes para as plantas aliada ao uso de
hidrorretentores que possam aumentar a

eficiéncia do uso da agua ¢ uma alternativa



ambientalmente sustentavel (MATHES et al.,
2020).

Até 0 momento ndo existem pesquisas
sobre o efeito da associagdo entre rizobactérias e
hidrorretentores no crescimento de plantas de
quiabeiro. Diante do exposto objetivou-se, com o
estudo, avaliar o efeito da aplicagdo conjunta de
rizobactéria e hidrorretentor na promog¢do de

crescimento de quiabeiro.

2. MATERIAL E METODOS

Viabilidade do isolado 34 de Bacillus subtilis
cultivado em meio com hidrorretentor

A rizobactéria promotora de crescimento
utilizada foi B. subtilis isolado 34 proveniente da
Bacterioteca do Laboratério de Fitopatologia /
Nematologia e Microbiologia da Unimontes.
Para verificar o efeito do hidrorretentor sobre
desenvolvimento bacteriano foi realizado teste in
vitro. Um volume de 100 pL da suspensdo
bacteriana armazenada em solugdo salina em
temperatura ambiente foi transferido para
erlenmeyers de 200 mL contendo 50 mL do meio
arroz (185 gramas de arroz, 185 g Ci2H»O11,
55,5 g de NaCl e 49,29 g KH,PO4 litro!)
(LOPES et al., 2019b), com e sem adi¢ao do
hidrorretentor Polyter® (0, 25 g 50mL").

Os erlenmeyers contendo os tratamentos
foram acondicionados em agitador orbital a 220
rpm a 28°C por 32 horas. Em seguida, o
tratamento  hidrorretentor +  bactéria  foi
submetido a banho de ultrassom (40 kHz-
Aparelho Unique- USC - 1400 / Familia USC-
1400A / USC-1450A) por 20 minutos. Logo apos
realizou-se a dilui¢do em série de 10! a 103. Um
volume de 100 microlitros da dilui¢do 10-5 foi

colocado em placa de Petri contendo meio TSA

(Trypic, Soy ¢ Agar) e espalhado com alga de
Drigalski. As placas foram acondicionadas a
28°C por 22 horas quando se realizou a contagem
do numero de unidades formadoras de colonia
(UFC).

O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos e 12 repeticdes. As médias foram
comparadas pelo teste F a 5% de probabilidade.
As analises foram realizadas no software R

versao 3.5.

Promociao de crescimento de mudas de
quiabeiro por Bacillus subtilis isolado 34 e
hidrorretentor

As sementes de quiabeiro ‘Santa Cruz”
foram semeadas em bandejas de plastico
contendo 60 células com substrato Bioplant®,
cada uma contendo um volume de 12,5 cm’.
Apoés 15 dias, as plantulas foram transplantadas
para vasos de 3 dm’ contendo substrato
Bioplant® e 50 gramas de hidrorretentor
Polyter® hidratado. Para a hidratagdo adicionou-
se a 5 gramas de hidrorretentor em 1 litro de
agua. Apés 24 horas o hidrorretentor absorveu o
maximo de agua conforme ensaios prévios.

Para o cultivo de B. subtilis isolado 34,
um volume de 100 pL da suspensdo bacteriana
armazenada em solugdo salina em temperatura
ambiente foi transferido para erlenmeyers de 200
mililitros contendo 50 mL do meio arroz
(LOPES et al.,, 2019). Os erlenmeyers foram
mantidos em agitacdo constante (220 rpm) em
agitador orbital a 28°C por 32 horas a fim de
atingir 6,14 x108 UFC/mL (LOPES et al,
2019b).

Ap6s sete dias do transplantio, as mudas

de quiabeiro receberam 150 mL da suspensdo



bacteriana cultivada em meio arroz, divididas em
trés aplicagdes de 50 mL (aos sete, nove e onze
dias). O tratamento testemunha recebeu 50 mL
de agua destilada aos sete, nove e onze dias. As
plantas foram irrigadas diariamente e a cada sete
dias foram adubadas com nitrogénio (Ca (NO3),)
-15% de N) e potéssio (K2SO4) - 51% de K). A
adubagdo com fosforo (Superfosfato Simples -
18% de P205) foi realizada no momento do
transplantio das mudas.

Sessenta dias apds o transplantio
avaliou-se: numero de folhas, aérea foliar, altura,
didmetro, indice SPAD, volume radicular, arca
radicular, didmetro radicular e massa seca de
parte aérea ¢ raiz. Determinou-se a area foliar
com auxilio de uma régua milimétrica (Faber
Castell®), mediu-se comprimento e largura da
terceira folha do quiabeiro x um fator de correcdo
(0,63) (Oliveira et al., 2014). A altura foi
avaliada com auxilio de uma fita métrica
(Stanley®). Obteve-se o didmetro das plantas
com auxilio de paquimetro digital (Leetools®).

O teor relativo de clorofila foi
determinado com auxilio de medidor portatil de
clorofila (SPAD-502 Minolta®) pela média de
trés repeticdes. O volume, area e didmetro de raiz
foram obtidos por meio de analises fotograficas
(Sony® Cyber-Shot DSC-W830 HD 20,1 MP)
pelo software Safira. A obtenc@o da massa seca
de parte aérea ¢ de raiz foi obtida em balanga de
precisdo apds as partes vegetais permanecerem
em estufa de circulagdo forcada 65 °C até peso
constante.

O experimento foi montado em blocos
casualizados com quatro tratamentos e oito
repeti¢oes, totalizando 32 unidades amostrais. Os
tratamentos consistiram de: B. subtilis-34 +

hidrorretentor, B. subtilis-34, hidrorretentor e

testemunha (sem  hidrorretentor e sem
rizobactéria). Os dados foram submetidos aos
pressupostos da analise de variancia pelo teste de
Bartlett (1937) e Shapiro e Wilk (1965) a 5% de
significancia. Os dados com distribuicdo normal
e variancias homogéneas foram submetidos a
andlise de varidncia. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As analises foram realizadas pelo

software R versdo 3.5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenca significativa no
crescimento de B. subtilis-34 no meio arroz com
ou sem hidrorretentor (p>0,05) (Tabela 1).

Todas as variaveis vegetativas analisadas
foram influenciadas pelos tratamentos (p<0,05).
A aplicagdo conjunta da bactéria + hidrorretentor
promoveu aumento do nimero de folhas em
48,87% em relagdo a testemunha. Todos os
tratamentos promoveram aumento na area foliar,
com exce¢do do tratamento testemunha. A
bactéria  +  hidrorretentor,  bactéria e
hidrorretentor ~ isoladamente  proporcionaram
incrementos de 234,53%; 161,20% e 131,06%
em relagdio a testemunha, respectivamente
(Tabela 2).

Com relagdo a altura de plantas, o
tratamento que proporcionou maior incremento
em relacdo a testemunha foi bactéria +
hidrorretentor (107,44%). Todos os tratamentos,
com exce¢do do tratamento testemunha,
aumentaram o didmetro do caule em relagdo a
testemunha, sendo que a aplicagdo conjunta de
hidrorretentor

bactéria  + proporcionou

incremento no didmetro em 86,92% (Tabela 2).



A aplicagdo de bactéria + hidrorretentor
promoveu aumento na matéria seca de parte
aérea e no teor relativo de clorofila, com
incrementos de 109,41% e 35,01%,
respectivamente. Com relagdo a matéria seca de
raiz, os tratamentos bactéria + hidrorretentor e
bactéria promoveram aumento significativo de
154,41% e 151,02%, respectivamente (Tabela 2).

O volume das raizes das plantas de
quiabeiro foi maior no tratamento bactéria +
hidrorretentor (418,18%) e nas plantas que
receberam somente a bactéria (318,18%) (Tabela
2) (Figura 1). A area superficial foi maior nas
plantas inoculadas com bactéria + hidrorretentor
(357,66%) em relacdo a testemunha.

A porcentagem de raizes finas foi maior
nas plantas que receberam bactéria +
hidrorretentor e menor no tratamento testemunha
(Figura 2). Pode-se verificar que a menor
variacdo de raizes finas foi encontrada nas
plantas que receberam apenas a bactéria. As
raizes finas colaboraram com 52,70% do sistema
radicular. A maior porcentagem de raizes médias
foi encontrada nas plantas que receberam
bactéria + hidrorretentor (Figura 2). O tratamento
testemunha apresentou maior quantidade de
raizes grossas (52%).

No presente trabalho, o hidrorretentor a
base de celulose utilizado no meio de cultura ndo
afetou o crescimento de B. subtilis-34, uma vez
que o numero de UFCs foi igual nos tratamentos
com ou sem adi¢ao do hidrorretentor ao meio. Os
resultados obtidos neste estudo (associagdo de
hidrorretentor a base de celulose e B. subtilis) sdo
inéditos ¢ abrem um novo caminho na area de
desenvolvimento de produtos.

Em pesquisa relacionada a tratamento de

efluentes municipais, o uso de hidrogéis a base

de  alcool polivinilico reticulado com
glutaraldeido foi compativel com a multiplicacao
de Bacillus pseudomycoides (Mehrotra et al.,
2020). Na area médica, onde existem problemas
de contaminagdo com bactérias em catéteres
intravasculares, Kolewe et al. (2015)
demonstraram que o nivel de rigidez de hidrogeis
a base de polietileno glicol dimetracrilato afeta a
fixagdo de bactérias, sendo que os mais rigidos
sdo menos favoraveis a fixa¢do de Escherichia
coli e Staphylococcus aureus.

Considerando  todas as  varidveis
agronOmicas avaliadas verificou-se que as
plantas de quiabeiro se desenvolveram melhor
quando cultivadas em ambiente onde foram
aplicados a bactéria + hidrorretentor (Tabelas 2, e
3 e figura 1). Pode-se sugerir que a presenga do
hidrorretentor proporcionou um microclima
favoravel para a planta e também para a
rizobactéria, visto que o hidrorretentor apos
hidratado libera agua parceladamente o que
promove aumento do volume radicular e maior
liberagcdo de exsudatos que contribuiram para a
multiplicacdo bacteriana. O maior
desenvolvimento das plantas cultivadas em
ambiente com hidrorretentor +  bactéria
provavelmente ocorreu devido ao maior
desenvolvimento do sistema  radicular
evidenciado pelas variaveis volume e area
superficial das raizes.

De acordo com Anghinoni e Meurer
(1999), a aquisi¢do de nutrientes pelas plantas no
solo ocorre através do crescimento das raizes e
por suas ramificagdes, ¢ a quantidade absorvida é
determinada pela area superficial total de raizes.
Raizes mais longas e mais finas, para a mesma
massa (mesmo consumo metabolico), resultam

em maior area superficial e, consequentemente,



mais aptas em absorver nutrientes, especialmente
0s pouco moveis no solo, como o fosforo. A
bactéria avaliada neste trabalho, Bacillus subtilis
isolado 34, ja se mostrou eficiente na promogao
de crescimento de olericolas, feijoeiro e
bananeira (LOPES et al, 2019a; LOPES et al.,
2019b; SANTOS et al., 2019; LOPES et al.,
2018).

A maioria dos estudos que empregam
rizobactérias e hidrorretentores sdo conduzidos
separadamente (BASYONY et al.,, 2018) e
negligenciam os potenciais efeitos sinergisticos
da aplicagdo de ambas as técnicas. A interagdo
entre o agente promotor de crescimento € o
condicionador de solo melhorou
significativamente o  desenvolvimento do
quiabeiro em condigdes controladas em casa-de-
vegetacdo. Entretanto, até o momento ndo se
investigou o potencial de coinoculagdo de ambos
0s materiais no contexto da produgdo agricola em
areas afetadas pela escassez de dgua na regido
norte de Minas Gerais. Otimizar o uso de
bioinoculantes requer quantificar o efeito isolado
do microrganismo, mas também seus efeitos
cooperativos (MOREIRA et al., 2020), como por
exemplo a unido com hidrorretentores.

Em relacio a espécie de rizobacteria
utilizada no presente estudo, B. subtilis, inlimeros
estudos mostram o grande potencial de uso da
mesma na promoc¢ao do crescimento, facilitando
a aquisicdo de recursos pelas plantas e
modulando os niveis de hormonios vegetais
(TRIVEDI et al.,, 2020). Melhora também a
absor¢do de macronutrientes como nitrogénio
(AINI et al., 2019), potassio (RAMAKRISHNA
et al., 2019) e foésforo (KALAYU, 2019) e
micronutrientes (HE et al., 2019). Sabe-se que

plantas mais bem nutridas se desenvolvem mais

do que plantas menos nutridas (VERMA;
MISHRA; ARORA, 2019).

Em nosso estudo observamos
importantes efeitos da associagdo entre a
rizobactéria e o hidrorretentor no sistema
radicular, como volume, 4area superficial
radicular e porcentagem de raizes finas. As raizes
liberam  constantemente  exsudados  que
promovem maior atividade dos microrganismos
como B. subtilis ¢ funcionam como agente
agregador das particulas do solo. Um sistema
radicular robusto promovera maior
desenvolvimento das plantas de quiabeiro. Nem
todas as partes das raizes sdo eficientes na
absor¢do de nutrientes. A zona de maior absor¢ao
de ions é a zona pilifera, a qual sé esta presente
em raizes novas (finas). Células desta zona ja se
expandiram, mas ainda ndo possuem crescimento
secundario, tendo, portanto, maior absor¢do de
solutos. A porcentagem de raizes finas foi maior
nas plantas que receberam a bactéria, bactéria +
hidrorretentor ou somente hidrorretentor. Isso
explica o maior desenvolvimento das plantas de
quiabeiro nessas condigdes.

Outra questdo relevante ¢ que a
velocidade de difusdo dos elementos no solo
tende a diminuir exponencialmente com o
aumento da distancia entre estes e o ponto de
absor¢do. Desse modo, os elementos proximos
das raizes se difundem até elas, mas ndo sdo
repostos pelos que estdo distantes, entrando em
deplecao. Portanto, para uma boa absor¢do de
nutrientes ¢ necessario que o vegetal tenha
crescimento radicular continuo. A continua
formagdo de raizes garante raizes mnovas
(absorventes) que alcangam areas do solo onde o

nutriente difundido ainda ndo entrou em

deplecio. E importante salientar que este é o



primeiro trabalho a demonstrar a eficiéncia da subtilis no cultivo de quiabeiro.

aplicagdo conjunta de hidrorretentores e Bacillus

Tabela 1 —Numero de Unidades Formadoras de Colonia (UFCs) de Bacillus subtilis-34 em meio arroz com e sem a
presenca do hidrorretentor Polyter®.

Tratamento Unidades Formadoras de Col6nia Desvio Padrio
Meio arroz com hidrorretentor 1,97x10°a +8,31
Meio arroz sem hidrorretentor 2,03x10%a 49,89
Cocficiente de Variagdo (%) 10,99

Meédias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre a 5% de significancia pelo teste F.

Tabela 2. Numero de folhas (NF), area foliar (AF), altura das plantas (AP), didmetro do caule (DC), matéria seca da
parte aérea (MSPA), teor relativo de clorofila, massa seca de raiz (MSR), volume (V) (cm?) e area superficial (AS)
(cm?) de plantas de quiabeiro (4. esculentus) em fungio da aplicagio de rizobactéria e hidrorretentor ao solo.

Tratamento NF AF AP (cm) DC MSPA  SPAD MSR Vv AS
(cm?) (mm) (2) (2) (cm’) (cm?)
B.subtilis-34+  7,25a 391,11a 136,12a 13,0la 44,50a 41,65a 18,75a 2,28a 28,97a
hidrorretentor
B. subtilis-34 7,25a  305,37a 112,00ab 9,99ab 32,37ab 35,39b 18,50a 1,84a 22,66ab
Hidrorretentor 6,12ab  271,25b  101,37b  9,93ab 26,62ab 32,84b 12,87ab 0,82b 9,79b
Testemunha 487b 11696¢c  65,62b 6,96¢ 21,25b  30,85b  7.37b 0,44b 6,33b
Coeficiente de 19,14 25,60 19,31 24,43 24,84 10,18 33,97 16,18 29,20

variaggo (%)
Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Tabela 3. Porcentagem de raizes finas, médias e grossas de quiabeiros (4. esculentus) submetidos a aplicagdo de
rizobactéria e hidrorretentor ao solo.

Tratamento % Raizes finas % Raizes médias % Raizes grossas
B. subtilis-34+ hidrorretentor 52,70a 42,73a 4,56a
B. subtilis-34 37,49ab 48,52a 11,10a
Hidrorretentor 26,00ab 53,04a 22,18a
Testemunha 20,29b 26,02b 52,43b
Cocficiente de varia¢ao (%) 20,40 19,80 21,43

Meédias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Figura 1 — Raizes de quiabeiros (4. esculentus) submetidos a aplicagdo de rizobactéria e hidrorretentor ao solo.

4. CONCLUSOES A presenga do hidrorretentor ndo afeta o

crescimento bacteriano de B. subtilis- 34 in vitro.



A aplicagdo conjunta de hidrorretentor e
rizobactéria promove maior desenvolvimento do

quiabeiro.
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