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RESUMO

As Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP) sdo um grupo de microrganismos
capazes de melhorar o crescimento das plantas. E a quitosana é um biopolimero amplamente
difundido na natureza com propriedades particulares benéficas e extremamente Uteis no
desenvolvimento vegetal. O uso desses produtos “verdes” na agricultura tem se mostrado uma
alternativa sustentavel e viavel, pois sao eficazes no melhoramento de culturas e ndo agridem o
meio ambiente. Sendo assim, o presente estudo se prop0s a avaliar o efeito da inoculagdo com
trés espécies de BPCP (Bacillus subtilis, Priestia megaterium e Priestia aryabhattai) e da
aplicacdo de quitosana via semente nos aspectos morfoldgicos e bioquimicos de Gossypium
hirsutum L. (algodoeiro). Dois experimentos distintos foram realizados. No primeiro, sementes
de algodoeiro foram inoculadas separadamente com suspensdes bacterianas de B. subtilis, P.
megaterium e P. aryabhattai. As sementes foram semeadas e o crescimento das plantas foi
acompanhado por 60 dias em casa de vegetacdo. Ao final, as plantas foram coletadas e
analisadas quanto aos aspectos morfologicos e bioquimicos. No segundo experimento,
preparacdes de quitosanas nativas e modificadas, de diferentes massas moleculares, foram
utilizadas para embeber as sementes, que também foram semeadas em casa de vegetacdo e
seguiram-se 0s mesmos passos do primeiro experimento para as analises morfolégicas e
bioquimicas. Os resultados encontrados no primeiro experimento mostraram que sementes
inoculadas com P. aryabhattai apresentaram melhorias significativas nos parametros de massa
fresca, altura da planta, didmetro do caule e nimero de folhas e nos teores de clorofila (a, b e
total), nitrogénio (N) e proteinas em relacéo as plantas do tratamento controle. Plantas tratadas
com P. megaterium também obtiveram melhorias na massa fresca, no didmetro do caule e nos
teores de N e proteinas. Esses resultados indicam que essas BPCP séo capazes de promover o
crescimento de plantas de algodoeiro, demonstrando um potencial para utilizagdo no
beneficiamento dessa cultura no setor agricola, podendo ser empregadas na elaboracédo de
bioestimulantes. Os resultados encontrados no experimento com as quitosanas mostraram que
esse biopolimero possui a capacidade de beneficiar plantas de algoddo, melhorando parametros
morfologicos de crescimento da parte aérea, da raiz e didmetro do caule. Evidenciando que

quitosanas também podem ser utilizadas no beneficiamento dessa cultura.

Palavras-chave: Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP); algodéo;

biopolimero.
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ABSTRACT

Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) are a group of microorganisms capable of improving
plant growth. And chitosan is a biopolymer widely spread in nature with particular beneficial
properties that are extremely useful in plant development. The use of these “green” products in
agriculture has proven to be a sustainable and viable alternative, as they are effective in
improving crops and do not harm the environment. Therefore, the present study aimed to
evaluate the effect of inoculation with three species of PGPB (Bacillus subtilis, Priestia
megaterium and Priestia aryabhattai) and the application of chitosan via seed on the
morphological and biochemical aspects of Gossypium hirsutum L. (cotton). Two distinct
experiments were carried out. In the first, cotton seeds were inoculated separately with bacterial
suspensions of B. subtilis, P. megaterium and P. aryabhattai. The seeds were sown and plant
growth was monitored for 60 days in a greenhouse. Finally, the plants were collected and
analyzed for morphological and biochemical aspects. In the second experiment, native and
modified chitosan preparations, of different molecular masses, were used to soak the seeds,
which were also sown in a greenhouse and the same steps as in the first experiment were
followed for morphological and biochemical analyses. The results found in the first experiment
showed that seeds inoculated with P. aryabhattai showed significant improvements in the
parameters of fresh mass, plant height, stem diameter and number of leaves and in the contents
of chlorophyll (a, b and total), nitrogen (N) and proteins in relation to plants in the control
treatment. Plants treated with P. megaterium also achieved improvements in fresh mass, stem
diameter and N and protein content. These results indicate that these BPCP are capable of
promoting the growth of cotton plants, demonstrating a potential for use in the processing of
this crop in the agricultural sector, and can be used in the preparation of biostimulants. The
results found in the experiment with chitosans showed that this biopolymer has the ability to
benefit cotton plants, improving morphological parameters of growth of the shoot, root and

stem diameter. Showing that chitosans can also be used to benefit this crop.

Keywords: Plant Prowth-Promoting Bacteria (PGPB); cotton; biopolymer.
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FUNDAMENTACAO TEORICA
1. Bactérias promotoras de crescimento de plantas

As bactérias sao um grupo dominante na comunidade de microrganismos do solo.
Mesmo sendo um ambiente complexo, competitivo e com uma alta diversidade microbiana,
elas sdo os seres mais comuns, se multiplicando rapidamente com altos niveis de atividade
metabolica (PATHANIA et al., 2020). Um grama de solo pode conter aproximadamente entre
108 e 10° bactérias (RUGHOFT et al., 2016). Seu metabolismo diversificado e capacidade de
utilizar uma ampla gama de diferentes substancias como fontes de nutrientes e energia, faz das
bactérias um grupo influente na rizosfera (fina camada de solo ao redor das raizes das plantas),
atuando em diversos processos e participando de interagdes importantes (OLENSKA et al.,
2020).

As bactérias que estabelecem interagdes com plantas podem gerar efeitos prejudiciais
(geralmente consideras como fitopatogenos), ou efeitos neutros (essas sdao chamadas de
bactérias comensais) e, ainda, efeitos benéficos (GLICK, 2020). Dentre estas que sao benéficas,
encontram-se as Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP), termo introduzido
por Kloepper e Schroth (1978) para denominar bactérias que sdo capazes de estabelecer relacbes
benéficas com plantas e promover direta ou indiretamente o seu crescimento. Essas bactérias
podem viver livremente na rizosfera, podem se ligar a superficie das raizes ou podem viver
dentro da planta formando uma relacdo endofitica. Uma bactéria endofitica pode residir em
certos tecidos como raizes e caules, dispersar-se por toda a planta ou até formar estruturas
particulares como nodulos (OKAZAKI et al., 2016; AFZAL et al., 2019). Contudo, a raiz é o
sitio de interacdo mais efetivo entre essas bactérias e a planta hospedeira, onde a maioria delas
conseguem efetuar a colonizacao e se estabelecer. Essa colonizacao das raizes, em muitos casos,
é precedida pela colonizacdo das sementes. Quando uma semente comeca a germinar, a bactéria
se estabelece nela e comeca a se proliferar e colonizar as raizes em crescimento no solo
(PATHANIA et al., 2020).

1.1. Mecanismos de promocéao de crescimento

As BPCP podem influenciar o crescimento e o desenvolvimento das plantas por uma
série de mecanismos diretos e indiretos. Mecanismos diretos incluem estimular o crescimento
vegetal através da producdo de fitohormdnios como auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e
acido abscisico; aumentar a biomassa da planta através da fixagdo de nitrogénio, solubilizacdo
de fosforo e potéssio, absor¢do de ferro por sider6foros bacterianos, dentre outros processos;

melhorar a germinacdo das sementes; e atuar também na producéo de metabolitos secundarios.
1



Mecanismaos indiretos referem-se a caracteristicas bacterianas que inibem a a¢éo de organismos
fitopatogénicos, sejam eles fungos ou outras bactérias; incluem também a producdo de
antibioticos e enzimas de degradacao; e aumentam a tolerancia da planta a uma ampla gama de
estresses ambientais (p. ex., sal, inundacdo, seca, temperaturas extremas, contaminantes
organicos e inorganicos do solo) (OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017; GLICK;
GAMALERO, 2021)

1.1.1. Fitohormoénios

Os fitohormonios atuam como reguladores de crescimento vegetal, influenciando a
forma da planta, o tempo de floracdo e senescéncia foliar, o desenvolvimento das sementes e
varios processos fisioldgicos e celulares, como expressao génica, divisdo celular e respostas a
estresses bioticos e abidticos (TSEGAYE; ASSEFA; BEYENE, 2017). Eles sdo sintetizados
pelas plantas, mas muitas BPCP também sdo capazes de sintetiza-los e disponibiliza-los. As
principais e mais estudadas classes de fitohormonios s&o as auxinas, citocininas, giberelinas,
etileno e &cido abscisico.

Auxinas como o &cido indolacético (AlA), por exemplo, influencia a divisdo e
diferenciacdo celular, estimula a germinacdo de sementes e tubérculos, inicia o0
desenvolvimento radicular, medeia o fototropismo, influencia a fotossintese e biossintese de
diferentes metabdlitos e a tolerancia a varios fatores ambientais (TSUKANOVA et al., 2017).
Existem muitas estirpes de BPCP capazes de sintetizar AlA e disponibiliza-lo para a planta,
estimulando, principalmente, o desenvolvimento de raizes secundarias, 0 que aumenta a area
da superficie da raiz e promove uma melhor nutricdo da planta e, consequentemente, resulta em
melhor crescimento e rendimento (WAGI; AHMED, 2019). Yousef (2018) identificou seis
isolados bacterianos como produtores eficientes de AlA, dos quais o isolado CW-2 de Bacillus
subtilis se destacou como altamente eficiente na producgéo desse fitohormdnio em uma ampla
faixa de pH e até sob condigdes de estresse salino, demonstrando o potencial dessa BPCP
(Figura 1).
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Figura 1. Producdo média de &cido indolacético (IAA), antioxidante total (TAO) e densidade
Optica (OD600) de 6 isolados bacterianos selecionados. Fonte: Yousef (2018).

Citocininas e giberelinas estimulam a germinacdo de sementes, divisdo e expansao
celular, formacdo de pelos radiculares, alongamento do caule, floracdo, frutificacdo e
senescéncia retardada (AMARA; KHALID; HAYAT, 2015). Muitas estirpes de BPCP séo
capazes de sintetizar citocininas. O isolado AE016877 de B. subtilis, por exemplo, foi capaz de
inocular raizes de Platycladus orientalis e aumentar o nivel de citocininas, aumentando a
producdo de biomassa e melhorando a condutancia estomatica das mudas (LIU et al., 2013).
Além da sintese direta, algumas BPCP séo capazes de alterar as concentracdes de fitohormonios
por outros mecanismos, como a estirpe SYST2 de B. subtilis, que foi capaz de aumentar a
expressdo dos genes de sintese de citocinina e giberelina e, consequentemente, aumentar o nivel
de producéo desses fitohormdnios pela prépria planta (TAHIR et al., 2017).

O etileno é um importante hormdnio vegetal natural que esta envolvido em varios
processos fisioldgicos, incluindo a promocdo da abscisdo foliar, amadurecimento de frutos,
funcionamento dos meristemas apicais da raiz e da parte aérea e crescimento de pelos
radiculares (TSUKANOVA et al., 2017). Ele também é sintetizado em resposta a varios
estresses bidticos ou abidticos, como seca, metais pesados, encharcamento, salinidade do solo
e patogenicidade (PATHANIA et al., 2020). No entanto, um aumento desregulado nos niveis
de etileno endogeno pode afetar negativamente a planta. Por exemplo, uma alta concentragédo
de etileno estimula a desfolha e outros processos celulares que podem levar a diminuicdo do
rendimento da cultura e até a morte celular (CHANG, 2016). O controle dos niveis de etileno
nas plantas pode ser alcangado com o auxilio de BPCP, que influenciam a homeostase do etileno
vegetal afetando a expressao dos genes que codificam as enzimas de sintese desse fitohormonio
(TSUKANOVA et al., 2017). Diferentes estirpes de BPCP podem afetar o nivel de etileno na
planta, aumentando ou diminuindo sua concentracdo a depender das necessidades e condic¢oes

ambientais em que a planta se encontra.



O é&cido abscisico (ABA) é um horménio vegetal sintetizado principalmente em
resposta a estresses abioticos como seca, frio, salinidade e polui¢do do solo, ativando os genes
responsaveis pela resisténcia da planta, além de ser capaz de induzir a senescéncia foliar,
promover o fechamento estomatico e afetar a arquitetura do sistema radicular (SAH; REDDY;
LI, 2016). Plantas inoculadas com a BPCP Azospirillum brasilense, produtora de ABA,
aumentou o contetido interno desse fitohormdnio em Arabidopsis thaliana que se mostrou mais
resistente ao estresse hidrico (COHEN et al., 2015). Sendo assim, compreende-se que as BPCP
afetam a homeostase desses e de outros horménios vegetais importantes para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Elas podem sintetiza-los, metaboliza-los, bem como estimular ou
inibir a sua sintese. Uma vez que essas substancias tendem a ter maltiplas fun¢des na planta, as

alteragBes na sua quantidade e localizag&o resultam em vérios efeitos associados.

1.1.2. Nutrientes essenciais

Dentre 0s nutrientes essenciais as plantas, o nitrogénio (N), o fésforo (P) e o potéssio
(K) séo conhecidos pela grande influéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas e por
estarem envolvidos em diversos processos fisioldgicos e bioguimicos. Por exemplo, N €
necessario para a producdo de clorofila, proteinas, aminoacidos e &cidos nucléicos; P é
indispensavel para a diviséo celular, metabolismo energético e cascatas de transducao de sinal;
e K é necessario para a atividade de enzimas, resisténcia da planta a estresses e também é um
regulador de vias metabdlicas (BAKHSHANDEH et al., 2020). As BPCP possuem Varios
mecanismos que regulam o fluxo de nutrientes e através desses mecanismos, elas sdo capazes
de promover o crescimento das plantas.

O nitrogénio € um dos macronutrientes mais importantes para o crescimento das
plantas. Apesar de sua abundancia na atmosfera terrestre (aproximadamente 79%), ele precisa
primeiro ser reduzido a amonia antes de ser metabolizado pelas plantas para se tornar um
componente integral de proteinas, acidos nucléicos e outras moléculas bioldgicas (GLICK,
2020). Essa conversao requer uma grande quantidade de energia, porque a ligacéo tripla que
mantém as duas moléculas de nitrogénio juntas para formar o gas dinitrogénio (N2) €
extremamente estavel. Microrganismos diazotroficos transformam a molécula de N trivalente
diatbmica em amodnia (NHs), util e disponivel para a maioria dos organismos, usando um
complexo enzimatico composto por nitrogenase e dinitrogenase redutase, esse processo €
chamado de fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) (MAHMUD et al., 2020). Bactérias
diazotrdficas produzem anualmente cerca de 60% do nitrogénio recém-fixado da Terra e muitas

delas séo alvos de estudos que visam lancar mdo de seu potencial na agricultura, como, por



exemplo, 0s géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia e Herbaspirillum (GLICK, 2020; GOMEZ-
GODINEZ et al., 2023).

Contudo, existem outras maneiras pelas quais as BPCP podem aumentar a
biodisponibilidade de nitrogénio indiretamente. Por exemplo, aumentando a area de superficie
da raiz e sua morfologia para efetuar uma maior absorcéo de nitrogénio ou afetando os sistemas
de transporte de nutrientes da raiz. Calvo et al. (2019) observaram que misturas de Bacillus spp.
desencadearam a expressdo de genes que determinaram a absorcdo e o transporte de nitrato
(NO3’) e ambnio (NH4+"), aumentando o crescimento e o desenvolvimento da planta hospedeira
A. thaliana (Figura 2). Jang et al. (2018) também demonstraram que a inoculacéo da estirpe JS
de B. subtilis aumentou significativamente a concentragdo de nitrogénio foliar, a taxa
fotossintética e a biomassa de Populus euramericana, provando o potencial dessa BPCP no

melhoramento da acessibilidade e aquisicao desse nutriente pela planta.

A 8 DAT 12 DAT 14 DAT 16DAT 19DAT
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Figura 2. Efeitos de misturas de BPCP em &reas de roseta durante o crescimento a longo prazo
de plantas de A. thaliana. Fotografias representativas de rosetas de A. thaliana de plantas
expostas as diferentes misturas de BPCP aos 8, 12, 14, 16 e 19 dias apds o transplante (DAT).
Fonte: Calvo et al. (2019).

O fésforo, assim como o nitrogénio, € um macronutriente essencial para as plantas, ele
atua em diversos processos metabolicos como a fotossintese; constitui moléculas como 0 DNA,
RNA, ATP e fosfolipidios; estd envolvido na transducdo de sinais; € essencial para o
crescimento e desenvolvimento normal das plantas; e influencia positivamente a floragéo e
amadurecimento das sementes (OLENSKA et al., 2020). Além disso, também melhora a
resisténcia a doencas, aumenta a rigidez da parte aérea e estimula o desenvolvimento do sistema
radicular (RAZAQ MUHAMMAD AND ZHANG, 2017). Entretanto, a maior parte do fosforo

presente no solo é encontrado em sua forma inorganica (Pi), que, normalmente, é insoltvel para
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as plantas. Apenas cerca de 4% do fosforo total no solo esté disponivel para as plantas em sua
forma de ortofosfato, que é a mais acessivel as plantas (ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017).

Nesse sentido, as bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico (BSPi) s&o de grande
importancia, pois elas podem solubilizar fosfatos inorganicos de varias maneiras. Uma delas é
através da liberacdo de H* para a superficie externa das células bacterianas em troca da absor¢éo
de cations. Acidos organicos produzidos em conjunto com seus ions carboxila e hidroxila
quelam cations ou reduzem o pH resultando na liberacdo de fosfatos (OLANREWAJU;
GLICK; BABALOLA, 2017). Por exemplo, Costa et al. (2015) avaliaram a capacidade das
estirpes PSB UFLA 04-21 (Burkholderia sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis), UFPI
B5-6 (Enterobacter sp.) e UFPI B5-8A (Pseudomonas sp.), todas consideradas BSPi, em
melhorar o crescimento e o acimulo de nutrientes em plantas de arroz (Oryza sativa) e
observaram um aumento na matéria seca da parte aérea, radicular e total, no numero de perfilhos
e na absorcdo de P, N, Ca, Mg, S e B. Pereira e Castro (2014) também observaram a capacidade
de BSPi do género Pseudomonas em aumentar o crescimento de milho (Zea mays) em um solo
agricola deficiente em fosforo, que foi capaz de causar um aumento na producdo de biomassa
e na concentracao de fosforo nas raizes e na parte aérea.

O potéssio é outro macronutriente essencial para o crescimento das plantas. As
concentracOes de potéssio solivel no solo sdo geralmente muito baixas e sem quantidades
adequadas desse nutriente, as plantas terdo raizes pouco desenvolvidas, crescerdo lentamente,
produzirdo sementes pequenas e terdo rendimentos mais baixos, pois ele é exigido em muitos
processos vegetais, como regulacao da taxa de fotossintese, transporte de dgua e nutrientes por
toda a planta e sintese de amido (KAUR et al., 2021). Um agravante, nesse contexto, é que
devido as aplicagBes desequilibradas de fertilizantes nos solos agricolas, a deficiéncia de
potassio esta se tornando uma das principais restricbes ao crescimento e produtividades de
muitas culturas (YADAV, 2017). Sendo assim, a utilizacdo de BPCP solubilizadoras de
potassio € uma alternativa viavel, pois elas conseguem, através da secrecdo de varios acidos
organicos, transformar o potassio insoltvel em uma forma soltvel para as plantas. Kaur et al.
(2021) relataram um aumento na concentracdo de potassio e na promogéo de crescimento em
Hordeum vulgare L. inoculadas com a estirpe EU-LWNA-25 de Pseudomonas gessardii,
evidenciando o potencial de BPCP solubilizadoras de potassio em superar os desafios de uma

agricultura sustentavel.

1.1.3. Protecao contra patogenos

Um dos métodos indiretos pelos quais BPCP promovem o crescimento saudavel e



sobrevivéncia das plantas ¢ a sua capacidade de atuar como um agente de biocontrole
suprimindo fitopatdégenos. As BPCP sdo capazes de produzir metabdlitos antimicrobianos sob
estresse biotico, respondendo a competicdo rizosférica por nutrientes e exclusdo de nicho
(NGALIMAT et al., 2021). Ali et al. (2020) demonstraram o potencial das estirpes FB2 de
Pseudomonas aeruginosa, RMB5 e NS4 de B. subtilis em produzir varios antibioticos como
surfactinas, fenazina, iturina, sendo eficaz no controle da infestacdo de Pythium em raizes de
racula (Eruca vesicaria) e capaz de promover o crescimento saudavel dessa planta (Figura 3).
Flury et al. (2017) também relataram estirpes de Pseudomonas ssp. capazes de produzir cianeto
de hidrogénio e diferentes tipos de lipopeptideos ciclicos que foram capazes de inibir o

crescimento de insetos patdgenos.

Figura 3. Crescimento vegetal e salde radicular de plantas de rucula cultivadas em solo
infestado por Pythium inoculado com vérios tratamentos, nomeadamente dgua destilada (DW),
fertilizante organico (OF), fosfonato (P; pesticida quimico), P. aeruginosa FB2, B. subtilis
RMBS5 e B. subtilis NS4. Fonte: Ali et al. (2020).

Algumas BPCP também produzem enzimas liticas como celulases, quitinases e
proteases que degradam a parede celular de muitos fitopatégenos (GOMEZ-GODINEZ et al.,
2023). Algumas outras podem prover um sistema de defesa antioxidante para as plantas,
produzindo espécies reativas de oxigénio, que estdo relacionadas ao dano celular oxidativo.
Pseudomonas fluorescens, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus licheniformis, por exemplo,
produzem enzimas antioxidantes como catalase e superdxido dismutase que atuam nesse
mecanismo de defesa (CHIAPPERO et al., 2019). Outro mecanismo importante na protecao
das plantas contra patogenos é a resisténcia sistémica induzida, uma estratégia de defesa
iniciada por BPCP que utilizam vias de sinalizacdo de fitohormonios, como &cido salicilico,
acido jasmonico e etileno para induzir respostas imunes rapidas e poderosas contra invasoes de
patogenos (YU et al., 2022).



Patdgenos e pragas sdo problemas sempre presentes nos agroecossistemas produzidos
pelo homem. As préticas classicas de manejo que utilizam pesticidas quimicos, embora
parcialmente eficazes, resultam em instabilidade de doengas, surtos, poluicdo e degradacéo
ambiental. Sendo assim, 0 uso de BPCP como agentes de biocontrole é uma estratégia viavel e

sustentavel para amenizar esse problema sem danos maiores ao meio ambiente.

1.1.4. Remediacdo de estresses abioticos

Estresses abidticos sdo condi¢des ambientais adversas que prejudicam o crescimento
e desenvolvimento das plantas, resultando em perdas consideraveis de rendimento. Esses
estresses incluem seca, alta salinidade, toxicidade de metais pesados, temperaturas extremas,
dentre outros. As plantas possuem diversos mecanismos de tolerancia a estresses abioticos em
niveis fitoquimicos, bioquimicos, morfoldgicos e moleculares. Nesse contexto, as BPCP sdo
capazes de fortalecer, mediar e induzir muitos desses mecanismos, aumentando a resisténcia e
a tolerancia da planta hospedeira (LASTOCHKINA et al., 2019).

A seca, por exemplo, é um dos estresses abidticos mais severos que afeta
negativamente o crescimento e a producao de plantas cultivadas, principalmente nas regies
aridas e semiaridas. Aproximadamente, um terco das terras agricolas do mundo séo afetadas
pelo estresse hidrico, que representa um grande desafio a producdo vegetal (SINGH et al.,
2018). Geralmente, as plantas se aclimatam a deficiéncia de agua no solo desenvolvendo
sistemas radiculares profundos e extensos para aumentar a extracdo desse solvente sob
condicGes de seca. No entanto, essa aclimatacéo afeta o crescimento da parte aérea e a biomassa,
resultando em varias mudancas nos estagios fisiologicos da planta (ABDELAAL et al., 2021).
Nesse sentido, a aplicacdo de BPCP pode melhorar a resisténcia e aclimatacdo ao estresse
hidrico em muitas plantas. Por exemplo, o biocondicionamento de sementes de quinoa com as
estirpes MN54 de Bacillus sp. e MN17 de Enterobacter sp. resultou em melhor
desenvolvimento da planta em solos com restricdo hidrica, provavelmente devido a producéo
de exopolissacarideos como celulose e alginato, que sdo usados como uma barreira para
protecdo das raizes e promovem um melhor desenvolvimento da planta em condig¢bes de
estresse (TALEBI ATOUEI; POURBABAEE; SHORAFA, 2019).

A promocéo do crescimento sob estresse hidrico também pode ser devido ao fato de
que certas BPCP expressam ACC-desaminase, uma enzima que aumenta a absorcdo dos
principais nutrientes, como N, P e K e, consequentemente, promovem um melhor crescimento
da planta sob condicdes de estresse (VAISHNAV et al., 2016). A atividade das BPCP

Herbaspirillum seropedicae e A. brasilense melhorou a tolerancia a seca no milho devido aos



aumentos da eficiéncia do uso da gua e da atividade de enzimas antioxidantes (CURA et al.,
2017). A producdo de hormonios de crescimento vegetal, como AIA e citocininas, também
auxiliam as plantas a melhorarem suas taxas de crescimento em ambientes estressantes, pois
promovem aumento da fixacdo de nitrogénio e melhoria na absor¢éo de nutrientes (TIWARI et
al., 2020). Sendo assim, € notorio que as BPCP atuam em diversos mecanismos que melhoram
o crescimento das plantas e atenuam os efeitos do estresse hidrico.

Outro estresse abiotico que tem se configurado uma ameacga aos ecossistemas agricolas
em todo o mundo é a salinidade elevada dos solos. Muitos ambientes sdo afetados pela
salinidade e a produtividade das culturas é severamente diminuida. As atividades antrdpicas
que levam a degradacdo das terras agricolas também aceleraram a taxa de salinizagdo nas
regides aridas e semiaridas. A presenca de sais sollveis em excesso no solo afeta negativamente
os processos fisiologicos das plantas, incluindo a germinacdo de sementes, fotossintese,
transporte de membrana e producéo de etileno (MISHRA; MISHRA; ARORA, 2021). Sob alta
salinidade, para prevenir a perda de dgua é necessario manter o equilibrio osmético na celula
vegetal, e as BPCP podem produzir osmélitos (solutos de baixo peso molecular, eletricamente
neutros e altamente soltveis) que melhoram o potencial hidrico e a condutividade hidraulica,
afetando positivamente a abertura estomatica e a taxa de transpiracdo na planta
(ILANGUMARAN; SMITH, 2017). A aplicagdo de BPCP tolerantes aos altos niveis de
salinidade tem se mostrado um sucesso notavel no aumento da produtividade agricola em solos
salinos. Saberi-Riseh, Fathi e Moradzadeh-Eskandari (2020), por exemplo, mostraram que
plantas de pepino inoculadas com estirpes de Pseudomonas sp. e Bacillus sp. possuiam niveis
maiores de prolina, aglcares sollveis e compostos fenolicos totais sugerindo que 0 uso dessas
estirpes bacterianas superou o efeito prejudicial da salinidade.

Temperaturas extremas potencialmente causadas por mudancas climaticas podem se
tornar uma grande ameaca a agricultura global devido aos seus efeitos na germinacdo das
sementes, no crescimento das mudas e no metabolismo da planta (IPEK et al., 2019). Altas
temperaturas também danificam a membrana celular e algumas proteinas, inativa as principais
enzimas e altera a sintese de biomoléculas (MITRA et al., 2021). Como uma alternativa para
esse problema, existem algumas BPCP (Rhizobium, Azospirilum, Pseudomonas e Bacillus, por
exemplo) que além de serem resistentes a temperaturas extremas, auxiliam as plantas contra
esse estresse. Bactérias formadoras de esporos, por exemplo, podem resistir a condi¢fes
adversas de estresse térmico formando enddsporos que se dispersam e permanecem Viaveis no
ecossistema até que surjam condicdes favoraveis (VILLARREAL-DELGADO et al., 2018).
Algumas bactérias podem secretar exopolissacarideos e lipopolissacarideos ou modificar a

proporcéo de lipidios de membrana para suportar os problemas de temperatura elevada, e
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algumas produzem proteinas de choque térmico que regulam a forma de proteinas que foram

desnaturadas durante condicdes estressantes (MITRA et al., 2021).

2. Biofertilizantes

O potencial das BPCP em beneficiar o crescimento e o desenvolvimento das plantas
tem chamado especial atencdo no setor agricola, representando uma alternativa sustentavel e
promissora para mitigar muitos dos problemas e desvantagens da agricultura atual e dos
métodos convencionais (UMESHA; SINGH; SINGH, 2018). Segundo Barea (2015), espera-se
que a demanda pela producdo agricola aumente em cerca de 70% até 2050. A conscientizagdo
das pessoas em relacdo as praticas agricolas sustentaveis e a seguranca alimentar é fundamental
para assegurar o futuro da agricultura e do fornecimento de alimentos no planeta.

O uso prolongado de pesticidas, fertilizantes artificiais e estimulantes quimicos leva a
efeitos adversos nos ecossistemas. A reducdo sistematica da fertilidade do solo e da producéo
de biomassa vegetal; 0 aumento da erosdo e contaminacdo de aguas subterraneas; a reducdo da
biodiversidade e a perda de servigos ecossistémicos, sdo consequéncias atuais que refletem um
problema global urgente (OLENSKA et al., 2020). Sendo assim, promover uma agricultura
sustentavel com a diminui¢cdo gradual no uso de agroquimicos sintéticos e utilizagdo mais
proeminente de biofertilizantes e substancias menos nocivas ao meio ambiente, langando mao
do potencial biolégico e genético das BPCP € uma estratégia eficaz para combater a rapida
degradacdo ambiental (BASU et al., 2021).

Um biofertilizante pode ser definido como um produto que contém componentes
ativos ou substancias organicas, obtido de microrganismos ou a partir da atividade destes, bem
como seus derivados de origem vegetal e animal, capaz de atuar direta ou indiretamente sobre
o0 todo ou parte das plantas cultivadas, no aumento de sua produtividade ou na melhoria de sua
qualidade, incluidos os processos e tecnologias derivados dessa definicdo (BRASIL, 2021). Os
biofertilizantes séo amplamente utilizados para acelerar processos importantes da germinacao,
crescimento e saude das plantas, além de melhorar a fertilidade do solo através da fixagdo do
N2 atmosférico, solubilizacdo de fosfatos insolUveis e produgédo de substancias promotoras de
crescimento vegetal (MAZID; KHAN, 2014).

Os biofertilizantes possuem varias vantagens sobre os seus homoélogos quimicos. Eles
sdo ecologicamente corretos, sdo capazes de prover 0s nutrientes necessarios para as plantas
sem deteriorar 0 solo, exibem atividade antagbnica contra varios patdégenos e combatem
estresses abioticos (BASU et al., 2021). Varios géneros microbianos, como por exemplo,

Azotobacter, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter, Arthrobacter, Burkholderia, Pseudomonas,
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dentre outros, tém sido comercialmente utilizados na formulacdo de biofertilizantes e
inoculantes, com base em sua capacidade de obter nutrientes do solo, fixar N> atmosférico,
solubilizar nutrientes de baixa mobilidade no solo e atuar como agentes de biocontrole
(SCHUTZ et al., 2018; SINGH et al., 2019). Diversas tecnologias agricolas inovadoras,
inteligentes e sustentaveis baseadas no estudo das BPCP vém sendo desenvolvidas e diferentes
abordagens microbianas, na forma de biofertilizantes, bioestimulantes e biopesticidas, séo
atualmente propostas como alternativas para melhorar o rendimento das culturas ao passo que
ndo agridem nem oferecem riscos eminentes a0 meio ambiente e a saude humana ((BARGAZ
etal., 2018).

3. Quitosana

A quitosana é um biopolimero modificado, derivado da desacetilacdo parcial da quitina
que, por sua vez, é um biopolimero amplamente difundido na natureza e principal componente
das cuticulas de insetos, paredes celulares de fungos e leveduras, presente também em cascas
de caranguejo e camardo (DIVYA; JISHA, 2018). A quitosana, ao contrario da quitina, pode
ser dissolvida em é&cidos e possui aplicacdes em variadas areas. Na engenharia de tecidos, é
utilizada devido a sua biocompatibilidade, propriedades antimicrobianas, hemostéaticas e
biodegradaveis. Da mesma forma, pode ser usada como material de base para a fabricacdo de
fibras eletrofiadas, esponjas, hidrogéis e membranas. Também é utilizada em embalagem de
alimentos devido a sua atividade antimicrobiana, bactericida, permeabilidade e propriedades
mecanicas (ROMAN-DOVAL et al., 2023).

No setor agricola, a quitosana possui varias aplicacdes, pois sua versatilidade e
propriedades antipatogénicas sdo eficazes na protecdo das plantas contra fungos, bactérias e
virus; ela pode ser usada como material de revestimento de sementes de cereais, nozes, frutas e
vegetais; € capaz de alterar a permeabilidade da membrana plasmatica da semente, aumentando
as concentracdes de acUcares e prolina; aumenta as atividades de enzimas como peroxidase,
fenilalanina amonia-liase e tirosina; atua como carreadora promovendo a liberacdo lenta dos
fertilizantes; melhora a retencdo de &gua do solo; e é capaz de remover metais pesados e
corantes (PANDEY; VERMA,; DE, 2018).

Além das aplicacbes, a extracdo da quitosana também representa uma solucdo
ecoldgica para a poluicdo causada pela industria de processamento de frutos do mar. Todos 0s
anos, 60.000 a 80.000 toneladas de residuos de conchas sdo produzidas globalmente e sua
degradacéo é um processo lento e uma preocupacdo ambiental. A conversao desses residuos em

quitosana é uma solucao eficaz para esse problema, gerando muitas possibilidades de aplicacdes
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(DIVYA; SHARREL; JISHA, 2014).

3.1. Aplicagdes
3.1.1. Antimicrobiana

Devido as suas propriedades antibacterianas e antifungicas, a quitosana € considerada
um agente antimicrobiano promissor e ja é utilizada em inimeras atividades agricolas. Ela é
um 6timo indutor de respostas de defesa da planta e possui funcdo antimicrobiana direta contra
patdgenos, sendo capaz de permear a parede celular de bactérias interrompendo seu
metabolismo fisioldgico ou afetando diretamente sua genética, floculando e degenerando
componentes intracelulares, inibindo a reproducéo bacteriana e, finalmente, causando a morte
do microrganismo (XING et al., 2015). Os efeitos antifungicos da quitosana também ja foram
documentados em varias fases do desenvolvimento do patgeno, incluindo esporulagéo,
crescimento micelial, germinaco e viabilidade de esporos (ROMAN-DOVAL et al., 2023).
Marei, Rabea e Badawy (2018) observaram atividade antimicrobiana da quitosana contra
importantes bactérias patogénicas de plantas (Erwinia carotovora) e fungos (Aspergillus niger
e Rhizopus stolonifer) que tiveram seu crescimento consideravelmente inibido. Meng et al.
(2020) também relataram que a quitosana pode afetar o crescimento e desenvolvimento de
Aspergillus ochraceus, inibindo significativamente a germinacao de esporos e o crescimento de

micélios.

3.1.2. Promocdao de crescimento vegetal

A quitosana pode atuar como promotora de crescimento vegetal em algumas culturas
como feijdo, rabanete, maracuja, batata, repolho, soja e outras. Ela aumenta a producéo vegetal
e tem um efeito significativo nas taxas de crescimento de raizes, brotos, floracdo e nimero de
flores sendo capaz de influenciar processos fisioldgicos da planta, como absorcao de nutrientes,
divisdo celular, alongamento celular, ativacdo enziméatica e sintese de proteinas
(CHAKRABORTY et al., 2020) (Figura 4). Choudhary et al. (2017) observaram que plantas
de milho (Zea mays L.) tratadas com quitosana exibiram promogéo acentuada de crescimento
em termos de altura da planta, didmetro do caule, comprimento da raiz, nimero de raizes e teor
de clorofila em experimentos com vasos, além de também exibir maior altura da planta,
comprimento da espiga, peso da espiga/parcela, e rendimento de graos/parcela em experimento

de campo.
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Figura 4. Uma visdo geral da regulacdo do crescimento vegetal mediado pela quitosana. Fonte:
Chakraborty et al. (2020).
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3.1.3. Remediacao de estresses abioticos

A quitosana tem sido utilizada nas plantas para conferir resisténcia contra estresses
abioticos, como déficit hidrico, salinidade, estresse térmico e toxicidade de metais pesados
(MALERBA; CERANA, 2015). No estresse por seca ou desidratagcdo, o tratamento com
quitosana alivia o efeito do estresse hidrico pelo aumento da producdo de enzimas
antioxidantes, fortalecendo a capacidade de absorcdo de agua por meio do aumento do
crescimento das raizes e das atividades fotossintéticas (HIDANGMAYUM et al., 2019). A
quitosana também contribui para 0 aumento do teor de acucar soltvel, como glicose e frutose,
gue sdo importantes nas estratégias de mitigacdo da seca por meio da transducdo de sinal,
modulacdo de respostas ao estresse e aumento do crescimento e desenvolvimento da planta
(HIDANGMAYUM; DWIVEDI, 2022).

O estresse salino modula a reacdo bioguimica e acumula espécies reativas de oxigénio,
que interrompem a maquinaria celular e causam estresse oxidativo. No entanto, ha relatos
significativos em que a quitosana ou derivados de quitosana regulam e aliviam o estresse
induzido pelo sal. O pré-tratamento com quitosana durante o estresse salino resultou em
aumento das atividades das enzimas antioxidantes e menor nivel de contetdo de malondialdeido
(MDA), o que reduz o efeito negativo causado pelo estresse salino em Zea mays (AL TAWAHA
et al., 2018). O estresse térmico é frequentemente considerado uma questdo complicada, pois
geralmente coincide com o estresse hidrico e e dificil monitorar esses dois estresses. Ja foi

relatado que a pulverizacao foliar de quitosana em combinacdo com zinco e acido humico em
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Phaseolus vulgaris L. ajuda na tolerancia a estresse térmico sob plantas semeadas tardiamente
(IBRAHIM; RAMADAN, 2015).

3.1.4. Modificagdes quimicas da quitosana

Existem inumeras modificacbes quimicas da quitosana importantes de serem
exploradas, pois tem o potencial de aumentar suas aplicacdes. A quitosana possui propriedades
unicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade, porém, apesar de ter muitas vantagens, sua
baixa solubilidade em &gua, baixa &rea superficial e porosidade sdo os principais fatores
limitantes em sua utilizacdo. Este problema é provavelmente o principal fator limitante da
utilizacdo de quitosana (WANG; XUE; MAO, 2020). A modificacdo quimica é uma maneira
eficaz de melhorar sua solubilidade e, ao mesmo tempo, melhorar suas propriedades fisico-
quimicas, como estabilidade térmica, resisténcia a oxidacdo e propriedades antibacterianas
(AZMY et al., 2019). Assim, a aplicacdo da quitosana é ampliada em varios campos. Existem
muitos métodos de modificacdo da quitosana: por carboxilagdo, alquilacéo, acilacdo, reacao de

quaternizacdo, copolimerizacao do enxerto, dentre outras (WANG; XUE; MAO, 2020).

4. Algodao
4.1. Producéo de algodao no Brasil

A cultura do algodao vem ganhando cada vez mais destaque no agronegacio brasileiro.
No ano de 2018, o Brasil registrou uma producdo de aproximadamente 7 milhdes de toneladas
(Figura 4). Isso coloca o pais como o quarto produtor mundial, ficando atras apenas da China,
india e dos Estados Unidos (ALCANTARA; VEDANA; VIEIRA FILHO, 2023). As
exportacdes de algoddo em pluma geraram divisas externas, em 2019, de R$ 10,6 bilhGes
(FAOSTAT, 2021). O Produto Interno Bruto (PIB) do agronegdcio da cadeia do algodéo,
calculado pelo Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada, foi de R$ 16,1 bilhdes
em 2017 (CEPEA, 2020). Esse & um cenario promissor, pois 0 pais se encontra entre 0s

principais produtores e também um dos maiores consumidores desse produto.
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Filho (2023).

Entretanto, essa crescente de produgdo vem acompanhada de um aumento significativo
no uso de agroquimicos. A cultura do algodéo ja é responsavel por aproximadamente 10% do
total de agrotoxicos utilizados no Brasil, com aplicacdo média de 28 litros por hectare de area
cultivada, sendo a quarta cultura que mais consome agrotdxicos no Brasil (BOMBARDI, 2017)
(Figura 5). Essa perspectiva é preocupante e evidencia a necessidade de uma viséo
ecologicamente correta, o que faz do uso de biofertilizantes e BPCP uma alternativa

interessante.
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4.2. Producéo de algod&o no semiarido nordestino

No semiarido nordestino, o algoddo possui uma grande importancia socioeconémica,
seja devido ao beneficiamento de suas fibras para a industria téxtil, ou do caroco, que é utilizado
na producdo de 6leo e racdo animal. Além disso, suas folhas também servem como uma
importante fonte de proteina para a alimentacdo dos animais na época seca (ALVES et al.,
2019). O cultivo dessa oleaginosa enfrenta varios desafios na regido, que apresenta elevadas
temperaturas diurnas e baixas temperaturas noturnas, alta radiagéo solar, baixa umidade do ar
e baixa precipitacdo pluviométrica. Os solos em sua grande maioria sdo rasos, com baixa
capacidade de armazenamento de agua, apresentam pH acidos, drenagem insuficiente e
escarces de nutrientes. Todas essas caracteristicas limitam o cultivo das plantas e a criagdo de
animais nessa area, com reflexo na economia regional e na qualidade de vida dos habitantes
(ALVES et al., 2016).

Apesar disso, o semiarido nordestino esta vivenciando um processo de renascimento
da cultura do algoddo. Uma conjuncdo de fatores tem proporcionado esse novo ciclo que,
embora ainda timido em extensao territorial, apresenta um engajamento consistente ao longo
de sua cadeia produtiva na regido. Dentre esses fatores, pode-se incluir: a evolugéo do sistema
de producdo baseado nos principios da agroecologia; as inovacdes nos servicos de assisténcia
técnica e extensao rural; o aumento da sensibilidade de pesquisadores de centros de pesquisa,
como Embrapa e universidades em buscar solugdes acessiveis a agricultura familiar; as
mudancas na legislacdo de certificacdo de produtos organicos; e um crescente interesse pela
fibra de algodao orgéanico por parte de empresas ligadas as industrias téxteis, de confec¢des e
as redes de comércio (MATTOS et al., 2020).
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Nesse sentido, uma abordagem sustentavel e economicamente vidvel baseada em
métodos ecologicamente corretos e acessiveis se faz relevante e necessaria. O investimento em
pesquisas com foco nos biofertilizantes e nas BPCP pode ser uma alternativa viavel nesse
cenario. Ahmed, Mona e Yehia (2020) observaram melhoria significativa no crescimento,
rendimento e propriedades da fibra produzida por plantas de algoddo egipcio inoculadas com
estirpes de Priestia (Bacillus) megaterium. Estes autores relatam incremento no crescimento da
planta, nmero de ramos de frutos, nimero de capulhos por planta, peso dos capulhos,
rendimento de algoddao em pluma e propriedades da fibra. Dados como este sugerem que a
inoculacdo pode ser uma abordagem interessante para o cultivo do algodoeiro nas condicdes do

semiarido brasileiro.
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Priestia spp.: bactérias que promovem o crescimento sustentavel da cultura do

algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)

Priestia spp.: bacteria that promote sustainable growth of cotton crops (Gossypium

hirsutum L.)

Resumo

Estudos envolvendo bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) vém
chamando cada vez mais atencdo no setor agricola, devido ao seu potencial para melhorar o
crescimento, producdo e proteger as plantas dos estresses bi6ticos e abioticos. O presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito de trés espécies de BPCP (Bacillus subtilis, Priestia
megaterium e Priestia aryabhattai) no crescimento e nos aspectos morfoldgicos e bioquimicos
de plantas jovens de Gossypium hirsutum L. (algoddo). O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo com quatro tratamentos (controle e trés inoculagfes) e cinco repeticdes por
tratamento. As sementes foram inoculadas por imersdo em suspensdes bacterianas (10°
UFC/mL) e entdo semeadas em vasos. As plantas foram acompanhadas por 60 dias. Na coleta,
as plantas foram mensuradas quanto a massa fresca das raizes e da parte aérea, a altura da parte
aerea, didmetro do caule e nimero de folhas. Amostras foliares foram submetidas as analises
bioguimicas. Os resultados obtidos mostraram que sementes tratadas com P. aryabhattai
tiveram melhorias significativas nos parametros de massa fresca, altura da planta, diametro do
caule e numero de folhas e nos teores de clorofila (a, b e total), nitrogénio (N) e proteinas em
relacdo as plantas do tratamento controle. Plantas tratadas com P. megaterium também
obtiveram melhorias na massa fresca, no didmetro do caule e nos teores de N e proteinas. Esses
resultados indicam um potencial dessas BPCP para utilizacdo em culturas do algodéo, podendo

ser empregadas na elaboracgdo de bioestimulantes e biofertilizantes.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP); algodéo; Bacillus

subtilis, Priestia megaterium, Priestia aryabhattai.
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Abstract

Studies involving plant growth-promoting bacteria (PGPB) are attracting increasing
attention in the agricultural sector, due to their potential to improve growth, production and
protect plants from biotic and abiotic stresses. The present study aimed to evaluate the effects
of three species of PGPB (Bacillus subtilis, Priestia megaterium and Priestia aryabhattai) on
the growth and morphological and biochemical aspects of young Gossypium hirsutum L.
(cotton) plants. The experiment was conducted in a greenhouse with four treatments (control
and three inoculations) and five replications per treatment. The seeds were inoculated by
immersion in bacterial suspensions (10° CFU/mL) and then sown in pots. The plants were
monitored for 60 days. During collection, the plants were measured for the fresh mass of the
roots and shoots, the height of the shoots, stem diameter and number of leaves. Leaf samples
were collected and used in biochemical analyses. The results obtained showed that seeds treated
with P. aryabhattai had significant improvements in the parameters of fresh mass, plant height,
stem diameter and number of leaves and in the contents of chlorophyll (a, b and total), nitrogen
(N) and proteins in relation to plants in the control treatment. Plants treated with P. megaterium
also achieved improvements in fresh mass, stem diameter, N and protein content. These results
indicate the potential of these PGPB for use in agriculture in crops such as cotton and can be
employed in the preparation of biostimulants and biofertilizers.

Key words: Plant growth-promoting bacteria (PGPB); cotton; Bacillus subtilis, Priestia

megaterium, Priestia aryabhattai.
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1. Introducéo

As bacteérias constituem um dos mais diversos e dominantes grupos de microrganismos
presentes no solo. O metabolismo diversificado e a capacidade de utilizar uma ampla gama de
substancias como fontes de nutrientes e energia, torna as bactérias importantes parceiras na
interagdo com as plantas (Olenska et al., 2020). Essas interacdes benéficas incluem o
fornecimento de nutrientes, estimulacdo do crescimento, producdo de fitohormonios,
biocontrole de patdgenos, melhoria na estrutura do solo, bioacumulacdo de compostos
inorgénicos e biorremediacgdo de estresses bioticos e abidticos (Singh et al., 2017).

Bactérias que beneficiam, direta ou indiretamente, o crescimento das plantas, sdo
comumente chamadas de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP). As BPCP
tém chamado particular atencdo no setor agricola, devido ao seu potencial para substituir ou
reduzir o uso dos agroquimicos toxicos e mitigar seus efeitos nocivos ao meio ambiente e a
salide humana. Nas Ultimas duas décadas, os termos biofertilizante ou bioinoculante vém sendo
comumente utilizados devido ao progresso alcancado nos estudos sobre a associagdo entre
microrganismos e plantas (Basu et al., 2021).

Dentro desse grupo de bactérias, algumas espécies se destacam devido ao seu potencial
para originar muitos produtos importantes para as industrias alimenticia, farmacéutica,
ambiental e agricola. As espécies Bacillus subtilis, Priestia megaterium e Priestia aryabhattai
sdo capazes de produzir uma vasta gama de moléculas biologicamente ativas e Uteis na
promocdo de crescimento de plantas e melhoramento de parametros bioguimicos,
demonstrando grande potencial para serem comercializadas como biofertilizantes e
bioinoculantes (Nascimento et al., 2020; Sun et al., 2020; Sultana et al., 2021).

O uso de BPCP busca introduzir uma perspectiva sustentavel as atividades agricolas
do semiarido brasileiro, regido onde se destaca o cultivo do algodoeiro. O Brasil € o terceiro
maior produtor e o segundo maior exportador de algoddo do mundo e a regido Nordeste € a
segunda maior produtora de algodao do pais, contribuindo com 26% da producéo (Alves et al.,
2019). O avanco do setor agricola nessa regido traz consigo preocupacdes inerentes
relacionadas a degradacdo dos solos e aos riscos que 0s agroquimicos téxicos trazem para a
salde Unica. Alternativas sustentaveis nesse setor sdo urgentes para a conservacdo da
biodiversidade e para a manutencdo da saude unica. Sendo assim, o presente estudo se propde
a avaliar a eficiéncia de trés espécies bacterianas (B. subtilis, P. megaterium e P. aryabhattai)
no crescimento e nos parametros biogquimicos de plantas de algodoeiro (Gossypium hirsutum
L.).
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2. Material e métodos
2.1. Origem das sementes e das linhagens bacterianas

As sementes de algodoeiro (G. hirsutum L.), cultivar BRS 286, utilizadas no
experimento n&o possuiam nenhum tipo de tratamento prévio e foram gentilmente cedidas pela
produtora de sementes de algod&o Josefa Maria Francieli da Silva situada no Crato-CE (Brasil).
As espécies Bacillus subtilis (estirpe EKO700), Priestia (Bacillus) megaterium (estirpe
EKO701) e Priestia (Bacillus) aryabhattai (estirpe EKO703) foram gentilmente cedidas pela
Ekoa Life Sciences (Brasilia, DF, Brasil).

2.2. Preparo do indculo bacteriano e inoculacédo das sementes

Para a inoculagéo das sementes, as linhagens bacterianas foram ativadas e crescidas
separadamente em caldo nutriente a 30 °C por 48 horas. Em seguida, todas as suspensées foram
ajustadas para 10° UFC/mL. Antes da inoculacdo, as sementes foram descontaminadas por
imersdo em hipoclorito de sédio a 2% por trés minutos, seguida de trés lavagens com agua
destilada para remogé&o do hipoclorito de sodio residual. Em seguida, a inoculacéo foi realizada
por imersédo das sementes em um Erlenmeyer contendo uma suspensao de cada bactéria ajustada

a 10° UFC/mL, permanecendo sob agitacdo em agitador rotatério a 130 rpm por 30 minutos.

2.3. Montagem do experimento em casa de vegetacao

Foram estabelecidos quatro tratamentos, sendo um controle (sementes nao
inoculadas); tratamento | com sementes inoculadas com B. subtilis; tratamento 11 com sementes
inoculadas com P. megaterium; tratamento 11 com sementes inoculadas com P. aryabhattai.
Apbs a inoculacdo, as sementes foram levadas para casa de vegetacdo e entdo semeadas em
sacos de polietileno de 30 por 20 cm contendo uma mistura de area fina, substrato vegetal e
composto organico na proporc¢do de 3,5:1,5:1, totalizando 5 kg de solo em cada repeticdo. A
analise bioquimica do solo utilizado no experimento encontra-se na Tabela 1. Para cada
tratamento foram estabelecidas cinco repeti¢Ges e em cada saco de polietileno (repeti¢do) foram
semeadas cinco sementes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Sete dias
apos a semeadura (DAS), com as plantulas ja emergidas, foi realizado o desbaste mantendo-se
uma planta por saco (unidade experimental). Todos os tratamentos receberam irrigacao diaria
padronizada pela capacidade de campo do substrato. Medicdes da altura de cada planta foram

realizadas a cada sete dias e 0 experimento foi conduzido até os 60 DAS.
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Tabela 1. Analise bioquimica do solo utilizado no experimento.

pH Ca Mg Al Na K P CO. M. H+Al

R I —— cmolc/dm3------------ mg/dm?® ---g/kg--- cmol¢/dm?®
Substrato 585 32 21 0315 0,24 0,09 43,83 18,33 31,60 4,20

Ca: célcio; Mg: magnésio; Al: aluminio; Na: sodio; K: potassio; P: fosforo; C.O.: carbono

orgénico; M.O.: matéria organica; H+Al: acidez potencial.

Amostra

2.4. Analises morfométricas

Aos 60 DAS, as plantas foram coletadas e mensurou-se a altura de cada planta, o
diametro do caule (medido com paquimetro 2 cm acima do solo), o numero de folhas, a massa
fresca da parte aérea e da raiz e a massa fresca total. Amostras de folhas de cada repeticéo dos
tratamentos também foram coletadas, trituradas em nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer (-18 °C) até 0 momento das andlises bioquimicas.

2.5. Andlises bioguimicas

Para a realizacdo das analises bioquimicas, amostras foliares trituradas em nitrogénio
liguido foram maceradas em etanol a 80% e centrifugadas a 5.000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente para a obtencdo do extrato etandlico. A partir desse extrato, quantificou-
se as concentracBes de clorofila a e b pelo método espectrofotométrico de Arnon (1949) e
carotenoides pelo método espectrofotométrico de Lichtenthaler e Wellburn (1983). As leituras
foram realizadas nos comprimentos de onda de 645 nm, 663 nm e 470 nm, respectivamente e
os resultados foram expressos em mg/g de massa fresca (MF). A quantificacdo de proteinas
soltveis foi realizada pelo método espectrofotometrico de Bradford (1976) utilizando uma
curva-padrdo com albumina de soro bovino (BSA), as leituras realizadas a 595 nm e 0s
resultados foram expressos em mg/g de MF.

Para determinacdo do conteudo total de nitrogénio (N), amostras secas das folhas
foram digeridas em &cido sulfdrico P.A. e as medices feitas com base no método colorimétrico
proposto por Baethgen e Alley (1989). As leituras espectrofotométricas foram feitas no
comprimento de onda de 650 nm e os resultados expressos em mg/g de massa seca (MS). Para
as determinacdes de fosforo (P) e potassio (K), amostras secas das folhas foram submetidas a
extracdo com acido cloridrico P.A. As medicdes de P foram feitas pelo método
espectrofotométrico (670 nm) do vanadato-molibdato e as medicGes de K foram feitas por

fotometria de chama (Miyazawa et al., 2009).

2.6. Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos ao teste de homoscedasticidade (Levene) e ao
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teste de normalidade (Shapiro-Wilk). Aos dados que se mostraram normais aplicou-se a analise
de variancia (ANOVA) e a posteriori o teste de comparacao de médias de Duncan para detectar
diferengas significativas entre os tratamentos no nivel de significancia de 5%. Para os dados
gue ndo se mostraram normais aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis e posteriormente o teste de
Dunn ajustado por Bonferroni no nivel de significancia de 5%. Foi realizada uma analise de
componentes principais (PCA) com todos os dados obtidos para determinar a associagéo e a
correlacdo entre os tratamentos e 0s parametros analisados. Uma andlise de variancia
multivariada permutacional (PERMANOVA) baseada no indice de Bray-Curtis foi utilizada
para confirmar os grupos formados na PCA. E uma andlise de correlacdo de Pearson foi
realizada para buscar correla¢fes entre os parametros analisados (no nivel de significancia de
5%). As anédlises estatisticas univariadas foram realizadas no software RStudio (versdo

2022.07.2+576) e as andlises multivariadas foram realizadas no software Past (versao 4.14).

3. Resultados e discussao
3.1. Crescimento vegetativo

O acumulo de biomassa avaliado através da quantificacdo da massa fresca total das
plantas de algodao coletadas 60 DAS evidenciou valores significativamente maiores nos
individuos tratados com Priestia aryabhattai em relacdo a todos 0s outros tratamentos,
principalmente em relagio ao tratamento controle, apresentando 49,3% mais biomassa do que
plantas sem nenhuma inoculagdo (Figura 1b). Um investimento significativamente maior no
crescimento radicular também foi observado em plantas inoculadas com P. aryabhattai,
apresentando valores 94,2% maiores do que em plantas ndo inoculadas (Figura 1a). A massa
fresca da parte aérea evidenciou um maior incremento em plantas tratadas com P. aryabhattai
e P. megaterium, com 52,5% e 48,6%, respectivamente, mais biomassa do que plantas ndo
inoculadas (Figura 1a). Além disso, também houve um incremento significativo na altura das
plantas tratadas com P. aryabhattai, que foram 15,7% maiores do que as plantas do tratamento
controle (Figura 1c) e na quantidade de folhas, que foram 36,8% maiores (Figura 1e). O
didmetro do caule também foi maior em plantas tratadas com P. aryabhattai e P. megaterium,
que foram 15,5% maiores do que no tratamento controle (Figura 1d).
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Figura 1. Massa fresca da raiz e da parte aérea (a), massa fresca total (b), altura (c), didmetro
do caule (d) e numero de folhas (e) em plantas de G. hirsutum 60 dias ap6s semeadura. Letras
distintas representam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Duncan (p<0,05).

Os efeitos positivos de P. aryabhattai e P. megaterium na biomassa das plantas de
algoddo podem ser atribuidos a muitos fatores interligados, como uma maior disponibilidade e
acumulo de nutrientes, maior eficiéncia no metabolismo primario vegetal e na producdo de
fitohormonios e melhor aclimatacdo das plantas ao ambiente (Mendes et al., 2020; Munns et
al., 2020). A capacidade das BPCP em promover o crescimento e aumento de biomassa nas
plantas é conhecido e ja foi relatado em muitas culturas vegetais economicamente importantes,
estudos anteriores relataram efeitos positivos no crescimento de cana-de-agUcar, milho e soja
promovidos por espécies dos géneros Bacillus e Priestia (Antunes et al., 2017; Breedt et al.,
2017; Bavaresco et al., 2020).

As raizes geralmente sdo mais responsivas aos efeitos das BPCP e um melhor
crescimento radicular influencia diversos outros fatores importantes para o crescimento e
rendimento das plantas (Bavaresco et al., 2020). Ja foi relatado que o aumento de biomassa das
raizes promovido por BPCP ocorre, principalmente, devido ao aumento do numero de pelos
radiculares, que sdo extremamente importantes para a absor¢éo de agua e nutrientes (Sousa et
al., 2021). E provavel que as BPCP em questdo tenham empregado uma combinacio de
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mecanismos diretos e indiretos para aumentar o crescimento radicular, como sintese de acido
indolacético, um fitohormdnio diretamente relacionado com o alongamento celular, e
solubilizacéo de fosfato (Mendes et al., 2020).

Incrementos na altura da parte aérea e no diametro do caule também podem estar
relacionados a producdo de fitohormonios. Tahir et al. (2017) relataram que BPCP podem
induzir alteragGes na expressao génica do metabolismo dos fitohormdnios nos tecidos vegetais,
aumentando assim, os niveis enddgenos desses hormonios e influenciando as respostas de
crescimento das plantas. O diametro do caule esta relacionado com a sustentacdo da planta e
com 0s processos de transporte de dgua e nutrientes. A translocacdo de fotossintatos, por
exemplo, ocorre através do floema e é necessaria para manter o crescimento das plantas. Sendo
assim, caules mais grossos nos estagios iniciais da planta permitem um transporte mais eficiente
desses fotoassimilados, resultando em maior crescimento vegetal (Lemoine et al., 2013).

P. aryabhattai foi relatada como promotora de crescimento vegetal pela primeira vez
por Lee et al. (2012) que identificaram a promogéo de crescimento em Xanthium italicum
provocada por diferentes estirpes bacterianas dessa espécie, principalmente devido a
solubilizacdo de fosfato e producéo de fitohorménios. Estudos recentes, relataram que estirpes
de P. aryabhattai podem atuar em diversos mecanismos de crescimento vegetal, como fixacdo
de N, producdo de &cido indolacético, solubilizacdo de fosfato, producdo de siderdforos,
atividade de 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase e producéo de exopolissacarideos
(Farahat et al., 2020); além disso, por ser uma bactéria halotolerante, ela também é capaz de
agir na aliviacdo de estresse salino (Sultana et al., 2021). Estirpes de P. megaterium também ja
foram relatadas como promotoras de crescimento de plantas, melhorando varios aspectos
morfolégicos, atuando na solubilizacdo de nutrientes (como fosforo, potéssio e zinco) e na
producdo de fitohormonios (Nascimento et al., 2020; Miljakovi¢ et al., 2022). No presente
estudo, foi possivel observar que a inoculacdo de plantas de algoddo com P. aryabhattai e P.
megaterium resultou em incrementos significativos nos parametros de crescimento vegetativo
dessa cultura, corroborando com resultados encontrados por Bataeva et al. (2022) e Ahmad et
al. (2023) que observaram o potencial dessas BPCP na promogéo de crescimento e melhora no

rendimento da cultura do algodao.

3.2. Pigmentos fotossintéticos

O tratamento das plantas de algoddo com as BPCP afetou significativamente a
concentracéo de pigmentos fotossintéticos. Os contetidos de clorofilas a, b e total foram maiores
(16,3%, 17,2% e 16,5%, respectivamente) nas plantas inoculadas com P. aryabhattai do que
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em plantas nédo inoculadas (Figura 2a). Os contetdos de carotenoides (Figura 2b), bem como a

razdo clorofila a:clorofila b (Figura 2c) ndo apresentaram diferencas significativas entre os

tratamentos.
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Figura 2. Conteudos de clorofilas a, b e total (a), carotenoides (b) e razéo clorofila a:clorofila b
(c) em plantas de G. hirsutum 60 dias apds a semeadura. Letras distintas representam diferencas
significativas entre tratamentos pelo teste de Duncan (p<0,05).

A concentracdo de clorofila € um importante parametro fisioldgico, pois esta
diretamente relacionado a taxa fotossintética e, consequentemente, ao crescimento das plantas.
A clorofila a é o pigmento mais importante no processo da fotossintese e 0 aumento do seu teor
nas folhas pode evidenciar que a planta esta tendo uma maior oferta de nitrogénio, principal
nutriente necessario para a sintese da molécula de clorofila (Costa Neto et al., 2017). A clorofila
b atua como pigmento acessorio, contribuindo para ampliar a faixa de luz utilizada no processo
de fotossintese e, consequentemente, melhorando a taxa fotossintética e aumentando o
crescimento e produtividade da planta (Peres et al., 2016). O aumento significativo no teor de
clorofilas em plantas inoculadas com P. aryabhattai sugere a capacidade dessa BPCP em
aumentar a assimilacdo de nutrientes essenciais como 0 nitrogénio, potencializar a atividade
dos transportadores de elétrons relacionados a fotossintese e melhorar a condutancia estomatica
(Lima et al., 2019; Silva et al., 2019).

3.3. Macronutrientes e proteinas

Em relacdo aos principais macronutrientes da planta (N, P e K) apenas o teor de N foi
significativamente afetado pela inoculacdo bacteriana em plantas de algoddo. Nos trés
tratamentos com BPCP foram observados valores maiores em comparag¢do com as plantas do

tratamento controle, sendo que P. aryabhattai, P. megaterium e B. Subtilis foram responsaveis,
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respectivamente, por um aumento de 270,9%, 248,9% e 243,1% no teor de nitrogénio em
relacdo as plantas ndo inoculadas (Figura 3a).

40 { ab

5]
L
o
<
L

[
L
o]
(=]
L

Nitrogénio (g/'g MS)
[Se]
Fosforo (mg/g MS)

Potassio (mg/g MS)
o
Proteinas (mg/g MF)

Figura 3. Teor de nitrogénio (a), fésforo (b), potassio (c) e proteinas em plantas de G. hirsutum
60 dias ap6s a semeadura. Letras distintas representam diferencas significativas entre
tratamentos pelo teste de Duncan (p<0,05).

Depois do carbono, o nitrogénio é o elemento mais abundante nas plantas e um dos
nutrientes fundamentais na formacdo de proteinas, acidos nucleicos, clorofilas e horménios
(Taiz e Zeiger, 2017). O nitrogénio esta diretamente relacionado ao crescimento, metabolismo
e produtividade de uma cultura vegetal, sendo exigido em grandes quantidades pelas plantas.
Para evitar perdas e potencializar a produgéo, o setor agricola faz uso da aplicacéo de altas
doses de fertilizantes nitrogenados. No entanto, o uso intensivo desses fertilizantes tem causado
a poluicdo, acidificacdo e degradacdo dos solos, resultando em perdas tanto para o meio
ambiente como para a propria produtividade das culturas (Aquino et al., 2021). Nesse sentido,
a acao de BPCP na disponibilizacdo de N para a planta é relevante para a agricultura, tendo em
vista que essas bactérias sao capazes de afetar positivamente o metabolismo do N nas plantas,
beneficiando uma cadeia de mecanismos importantes, melhorando a absorcdo de N pelo
aumento da biomassa radicular, atuando na biossintese de fitohorménios, incrementando a taxa

fotossintética e a translocagdo de fotossintatos e auxiliando na produgdo de macromoléculas
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como as proteinas (Bloom, 2015; Zeffa et al., 2019).

A quantificacdo de proteinas sollveis evidenciou que as plantas tratadas com P.
aryabhattai e P. megaterium foram capazes de produzir quantidades maiores dessas moléculas
(13,8% e 20,4%, respectivamente), em relacdo as plantas do tratamento controle (Figura 3d).
As proteinas estdo entre as moléculas mais abundantes nas plantas, desempenhando uma
diversidade de funcdes e estdo envolvidas em diversos aspectos do metabolismo vegetal,
inclusive em mecanismos de aclimatacdo e adaptacdo a condigdes de estresse (Santos et al.,
2018). A quantidade de proteina que uma planta possui esta diretamente ligada a quantidade de
nitrogénio que ela consegue assimilar (Soumare et al., 2020). No presente estudo, a quantidade
de proteinas totais e o teor de N se mostraram positivamente correlacionados em plantas tratadas
com P. aryabhattai e P. megaterium, evidenciando uma maior eficiéncia no metabolismo do
N.

3.4. Anélise de componentes principais (PCA) e correlacéo entre os parametros

Através da PCA verificou-se os efeitos da inoculacdo em todos os parametros
morfoldgicos e bioquimicos avaliados. Assim, essa analise destacou as diferencas encontradas
entre as plantas inoculadas e ndo inoculadas em relacdo a todos os parametros avaliados e
explicou 67,3% da variagdo total (Figura 4a). O primeiro componente principal (PC1)
apresentou correlacao positiva com a massa fresca da raiz (MFR), a massa fresca da parte aérea
(MFPA), a massa fresca total (MFT), a altura da planta (ALT), o diametro do caule (DC), o
namero de folhas (NF), o teor de nitrogénio (N), o teor de proteinas (PRO) e o teor de clorofila
total (CLOR). Negativamente, PC1 correlacionou-se apenas com teor de P e K. J& o0 segundo
componente principal (PC2) apresentou correlac@es positivas com MFR, MFT, ALT, DC, NF,
P e K. E negativamente, PC2 correlacionou-se com MFPA, N, PRO e CLOR.
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Figura 4. Anélise de componentes principais (PCA) mostrando a distribuicdo de todas os
parametros analisados (a) e correlograma elaborado com base na correlacdo de Pearson
(p<0,05) para todas os parametros analisados (b). MFR: massa fresca da raiz; MFPA: massa
fresca da parte aérea; MFT: massa fresca total; ALT: altura da planta; DC: didmetro do caule;
NF: numero de folhas; N: nitrogénio; P: fosforo; K: potassio; PRO: proteinas; CLOR: clorofila
total.

A analise PERMANOVA confirmou que as plantas tratadas com P. aryabhattai e P.
megaterium formaram grupos distintos entre si e diferentes do grupo controle e do grupo tratado
com B. subtilis, estes dois ultimos ndo apresentaram diferencas significativas entre si (Tabela
2). A correlacdo de Pearson mostrou que todas as variaveis morfométricas se correlacionaram
positivamente entre si, exceto DC e MFR. Essa analise também mostrou que o N esta
positivamente correlacionado com a MFR, a MFPA e com o NF. As proteinas se
correlacionaram positivamente com MFPA, DC, NF e N. E a clorofila apresentou uma
correlagéo positiva com MFR, MFPA, MFT, DC e NF (Figura 4b).

Tabela 2: Analise de variancia permutacional (PERMANOVA) baseada no indice de Bray-
Curtis para confirmar os grupos formados na PCA (F = 9,566; p = 0,0001). Valores de p para
variancia entre os grupos (nivel de significancia de 5%).

Controle B. subtilis P. megaterium  P. aryabhattai
Controle 0,08 0,0221 0,0092
B. subtilis 0,08 0,0086 0,0112
P. megaterium  0,0221 0,0086 0,0155
P. aryabhattai  0,0092 0,0112 0,0155

A formag&o de um grupo significativamente distinto do grupo controle e positivamente

correlacionado com todas os parametros morfométricos nas plantas tratadas com P. aryabhattai
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comprova o potencial dessa BPCP em promover o crescimento vegetativo na cultura do
algodao. A correlacdo positiva entre os parametros também é importante, pois evidencia um
equilibrio no crescimento das plantas e no particionamento de nutrientes entre os O0rgaos
vegetais (Bloom, 2015). Essa juncéo de evidéncias fortalece o potencial dessa BPCP em ser
utilizada como bioinoculante na agricultura, especialmente na cultura do algodao. P.
megaterium também formou um grupo distinto do tratamento controle e positivamente
correlacionado com parametros de crescimento, sendo que a correlagdo mais forte nas plantas
desse tratamento, considerando os parametros bioquimicos, deu-se nos teores de N e proteinas.
Como o N é um nutriente fundamental na formacéo de proteinas, é importante que esses dois
parametros apresentem uma forte correlacdo para que a planta também apresente crescimento

e produtividade aumentados (Diaz et al., 2019).

4. Conclusotes

Surpreendentemente, a linhagem de B. subtilis avaliada neste trabalho ndo demonstrou
efeitos positivos no crescimento de G. hirsutum, diferentemente do que € relatado na literatura
para outras linhagens. Por outro lado, as BPCP P. aryabhattai e P. megaterium se mostraram
capazes de beneficiar plantas de algoddo, melhorando véarios parametros morfolégicos e
bioquimicos, sugerindo atuar por mecanismos diretos e indiretos na promocgéo de crescimento
e manutencdo do metabolismo vegetal. Além disso, a capacidade em produzir metabdlitos e
formar esporos resistentes podem aumentar a viabilidade das suas células em produtos
formulados comercialmente. Portanto, é possivel propor que essas espécies possuem potencial
para serem utilizadas na formulacdo de bioinoculantes e bioestimulantes na cultura do
algodoeiro e configuram uma alternativa ecologicamente sustentavel e economicamente viavel

na agricultura.
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CAPITULO 2

Influéncia de quitosana na promogao de crescimento sustentavel da cultura do

algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)

Observacao: os dados do capitulo 2 serdo melhor trabalhados posteriormente com a intencéo
de se formar um segundo artigo para publicacéo, tendo em vista que os resultados obtidos néo

foram satisfatoriamente conclusivos.
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1. Introducéo

A agricultura sustentavel ¢ uma questédo essencial no presente seculo. Ao longo dos
anos, o setor agricola tem dependido extensivamente de fertilizantes quimicos para o
beneficiamento de culturas no mundo todo. Porém, o uso desses produtos resulta em numerosos
efeitos prejudiciais, como eroséo e perda de fertilidade do solo, perda de biodiversidade,
contaminacdo de ecossistemas e impactos negativos no meio ambiente e na sadde Unica
(AHMED et al., 2020). Nesse cenario, é urgente diminuir a utilizacdo de praticas agricolas
convencionais baseadas em produtos quimicos e técnicas ndo sustentaveis e aumentar o foco
na utilizacdo de substancias biogénicas e bioestimulantes.

Substancias bioestimulantes sdo conhecidas e descritas como moléculas de origem
bioldgica com efeitos positivos no crescimento e desenvolvimento de diferentes culturas,
aumentando a resisténcia aos parametros de estresses bidtico e abidtico e melhorando a
qualidade e o rendimento das culturas (SUN et al., 2023). Elas s&o capazes de melhorar a taxa
de germinacdo, auxiliar no crescimento de raizes, promover um estabelecimento mais acelerado
das culturas, melhorar a tolerancia a estresses abidticos, promover prote¢do contra patdégenos,
aumentar a taxa de absorcdo de nutrientes e melhorar o rendimento e a produtividade das
culturas (SUN et al., 2023).

Dentre essas substancias bioestimulantes, destaca-se a quitosana, um polissacarideo
derivado da desacetilacdo da quitina, um dos polimeros naturais mais abundantes, facilmente
obtidos e renovaveis da natureza (KATIYVAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015). A
quitosana tem gerado grande atencdo em diversas areas devido as suas importantes
caracteristicas bioldgicas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade (AHMED et al.,
2020), além do seu potencial em gerar novos derivados, uma vez que a sua alteracdo quimica
pode aumentar significativamente seus efeitos na promoc¢éo de crescimento vegetal, melhorar
as suas caracteristicas quimicas e fisicas e aumentar a sua aplicabilidade (CHAKRABORTY et
al., 2020). No setor agricola, ela tem emergido como uma alternativa potencial para o progresso
da agricultura sustentavel devido a sua acdo no crescimento vegetal e no manejo de doengas,
sendo relatada por promover o crescimento de diversas culturas agricolas, como feijdo, milho,
soja, dentre outras (CHAKRABORTY et al., 2020).

Atualmente, a utilizacdo da quitosana e de outros bioestimulantes ainda é modesta e
limitada, pois sua atividade bioldgica em plantas ainda ndo foi completamente elucidada. A
exploracdo do potencial dessa molécula em culturas economicamente importantes no cenario
brasileiro € essencial para introduzir uma perspectiva sustentavel as atividades agricolas do

pais. E uma das culturas que se destaca nesse cenario € a do algod&o. O Brasil é o terceiro maior
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produtor e o segundo maior exportador de algodao do mundo e a regido Nordeste é a segunda
maior produtora de algod&o do pais, contribuindo com 26% da producéo (ALVES et al., 2019).
O avanco do setor agricola nessa regido traz consigo preocupacdes inerentes relacionadas a
degradacdo dos solos e aos riscos que 0s agroquimicos toxicos trazem para a saude Unica.
Alternativas sustentaveis nesse setor sdo urgentes para a conservacao da biodiversidade e para
a manutencdo da saude Unica. Sendo assim, o0 presente estudo se propde a avaliar a eficiéncia
de diferentes tipos de quitosanas nativas e modificadas no crescimento e nos parametros

bioquimicos de plantas de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.).

2. Material e métodos

As sementes de algodoeiro (G. hirsutum L.), cultivar BRS 286, utilizadas no
experimento ndo possuiam nenhum tipo de tratamento prévio e foram gentilmente cedidas pela
produtora de sementes de algoddo Josefa Maria Francieli da Silva situada no Crato-CE (Brasil).
As quitosanas de baixa e média massa molecular foram adquiridas pela Sigma-Aldrich, Sdo
Paulo, Brasil. A modificacdo quimica da quitosana foi realizada por meio de uma conjugacéo
molecular com &cido galico (AG), seguindo a metodologia proposta por Cho et al. (2011), na
qual 0,5 g de quitosana foi dissolvida em 50 mL de acido acético 2 % (v/v) com posterior adicdo
de 1 mL de H202 1 M, contendo 0,054 g de &cido ascérbico a solugdo. A quantidade de AG
utilizado na reacdo foi de 0,1:1 (mol AG:mol de unidades repetitivas de quitosana). Apés a
adicdo do AG, a solucdo foi mantida a temperatura ambiente por 24 horas e depois dialisada
com agua destilada por 48 horas para remover 0 AG nao reagido. A solucdo final, denominada
“Quitosana-AG”, foi entdo liofilizada e armazenada para utilizagdo nos tratamentos.

Foram estabelecidos cinco tratamentos, sendo um controle (com sementes ndo
embebidas); tratamento | com sementes embebidas em quitosana de baixa massa molecular;
tratamento 11 com sementes embebidas em quitosana de média massa molecular; tratamento 111
com sementes embebidas em quitosana AG de baixa massa molecular; tratamento IV com
sementes embebidas em quitosana AG de média massa molecular. Apds os tratamentos, as
sementes foram levadas para casa de vegetacao e entdo semeadas em sacos de polietileno de 30
por 20 cm contendo uma mistura de area fina, substrato vegetal e composto orgéanico na
proporcao de 3,5:1,5:1, totalizando 5 kg de solo em cada repeticdo. A analise bioquimica do
solo utilizado no experimento encontra-se na Tabela 1. Para cada tratamento foram
estabelecidas cinco repetices e em cada saco de polietileno (repeticdo) foram semeadas cinco
sementes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Sete dias apo0s a

semeadura (DAS), com as plantulas ja emergidas, foi realizado o desbaste mantendo-se uma
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planta por saco (unidade experimental). Todos os tratamentos receberam irrigacdo diaria
padronizada pela capacidade de campo do substrato. Medic¢des da altura de cada planta foram
realizadas a cada sete dias e o experimento foi conduzido até os 60 DAS.

Tabela 1. Analise bioguimica do solo utilizado no experimento.

pH Ca Mg Al Na K P C.0. M.0. H+Al

1.25  -eeeeeeee- cmolo/dm3------------ mg/dm? ---g/kg--- cmolc/dm?3
Substrato 585 32 21 0315 0,24 0,09 43,83 18,33 31,60 4,20

Ca: célcio; Mg: magnésio; Al: aluminio; Na: sodio; K: potassio; P: fosforo; C.O.: composto

organico; M.O.: matéria organica; H+Al: acidez potencial.

Amostra

Aos 60 DAS, as plantas foram coletadas e mensurou-se a altura de cada planta, o
didametro do caule (medido com paquimetro 2 cm acima do solo), o nimero de folhas, a massa
fresca da parte aérea e da raiz e a massa fresca total. Amostras de folhas de cada repeticdo dos
tratamentos também foram coletadas, trituradas em nitrogénio liquido, maceradas em etanol a
80% e centrifugadas a 5.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente para a obtencdo do
extrato etanolico. A partir desse extrato, quantificou-se as concentracoes de clorofila a e b pelo
método espectrofotométrico de Arnon (1949) e carotenoides pelo método espectrofotométrico
de Lichtenthaler e Wellburn (1983). As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de
645 nm, 663 nm e 470 nm, respectivamente e os resultados foram expressos em mg/g de massa
fresca (MF). A quantificacdo de proteinas solluveis foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Bradford (1976) utilizando uma curva-padrdo com albumina de soro
bovino (BSA), as leituras realizadas a 595 nm e os resultados foram expressos em mg/g de MF.

Para a determinacdo do conteudo total de nitrogénio (N), amostras secas das folhas
foram digeridas em &cido sulfdrico P.A. e as medic¢des feitas com base no método colorimétrico
proposto por Baethgen e Alley (1989). As leituras espectrofotométricas foram feitas no
comprimento de onda de 650 nm e os resultados expressos em mg/g de massa seca (MS). Para
as determinacGes de fésforo (P) e potassio (K), amostras secas das folhas foram submetidas a
extracdo com acido cloridrico P.A. As medicdes de P foram feitas pelo método
espectrofotométrico (670 nm) do vanadato-molibdato e as medi¢Ges de K foram feitas por
fotometria de chama (MIYAZAWA et al., 2009).

Todos os resultados foram submetidos ao teste de homoscedasticidade (Levene) e ao
teste de normalidade (Shapiro-Wilk). Aos dados que se mostraram normais aplicou-se a analise
de variancia (ANOVA) e a posteriori o teste de comparacao de médias de Duncan para detectar
diferengas significativas entre os tratamentos no nivel de significancia de 5%. Para os dados
gue ndo se mostraram normais aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis e posteriormente o teste de

Dunn ajustado por Bonferroni no nivel de significancia de 5%. Foi realizada uma anélise de
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componentes principais (PCA) com todos os dados obtidos para determinar a associacdo e a
correlacdo entre os tratamentos e os pardmetros analisados. Uma andlise de variancia
multivariada permutacional (PERMANOVA) baseada no indice de Bray-Curtis foi utilizada
para confirmar os grupos formados na PCA. As andlises estatisticas univariadas foram
realizadas no software RStudio (versdo 2022.07.2+576) e as analises multivariadas foram

realizadas no software Past (versao 4.14).

3. Resultados e discussao

O acumulo de biomassa avaliado através da quantificacdo da massa fresca total das
plantas de algodao coletadas 60 DAS evidenciou valores significativamente maiores nos
individuos tratados com quitosana de baixa massa molecular (QBM) e quitosana AG de média
massa molecular (QAGMM) em relacdo a todos os outros tratamentos, principalmente em
relagdo ao controle, apresentando, respectivamente, 87,1% e 52% mais biomassa do que plantas
néo tratadas (Figura 1b). Um investimento significativamente maior no crescimento radicular
também foi observado em plantas de todos os tratamentos em relagdo ao controle, assim como
no crescimento da parte aérea (Figura 1la). Em relacdo a altura das plantas, ndo foram
observadas diferengas significativas (Figura 1c). Por outro lado, plantas tratadas com QBM
apresentaram diametros dos caules significativamente maiores do que plantas do controle

(Figura 1d). N&o houve diferencas nas quantidades de folhas entre os tratamentos (Figura 1e).
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Figura 1. Massa fresca da raiz e da parte aérea (a), massa fresca total (b), altura (c), didmetro
do caule (d) e nimero de folhas (e) em plantas de G. hirsutum 60 dias apds a semeadura. Letras
distintas representam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Duncan
(p<0,05%).

A Andlise de Componentes Principais (PCA) evidenciou os efeitos positivos dos
tratamentos com quitosanas em todos os parametros morfoldgicos das plantas de algodéo,
explicando 74,15% da variacdo total (Figura 2). A analise PERMANOVA confirmou que as
plantas tratadas com quitosanas formaram grupos distintos do grupo controle e que o tratamento

com QBM se mostrou o0 mais eficiente, sendo distinto de todos o0s outros grupos (Tabela 2).
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Figura 2. Andlise de componentes principais (PCA) mostrando a distribuicdo de todos os
parametros morfologicos analisados. QBM: quitosana de baixa massa molecular; QMM:
quitosana de média massa molecular; QAGBM: quitosana AG de baixa massa molecular;
QAGMM: quitosana AG de média massa molecular; MFR: massa fresca da raiz; MFPA: massa
fresca da parte aérea; MFT: massa fresca total; ALT: altura da planta; DC: didmetro do caule;
NF: nimero de folhas.

Tabela 2. Anélise de variancia permutacional (PERMANOVA) baseada no indice de Bray-
Curtis para confirmar os grupos formados na PCA (F = 7,78; p = 0,0001). Valores de p para
variancia entre os grupos (nivel de significancia de 5%).

Controle QBM QMM QAGBM QAGMM
Controle 0,0079 0,0077 0,0091 0,008
QBM 0,0079 0,032 0,0224 0,008
QMM 0,0077 0,032 0,9006 0,1143
QAGBM 0,0091 0,0224 0,9006 0,018
QAGMM 0,008 0,008 0,1143 0,018

O efeito no crescimento vegetal promovido pela quitosana ja foi relatado (em termos
de comprimento da raiz, altura da parte aérea, vigor de plantulas, biomassa) em culturas de
trigo, milho e soja (SHAO et al., 2005; NO et al., 2013; MA et al., 2015). Sugere-se que ela
atua nas plantas de maneira semelhante aos fitohorménios na regulacdo da morfogénese,
crescimento e desenvolvimento de raizes e da parte aérea (HIEN, 2004). Um aumento
significativo na biomassa das raizes pode ser explicado pela capacidade da quitosana em
promover a divisdo celular pela ativacdo de hormdnios vegetais, como auxinas e citocininas,
que levam ainda ao aumento da absor¢do de nutrientes (DZUNG; KAHNH; DZUNG, 2011).
Além disso, ela também é capaz de aumentar a disponibilidade e absor¢éo de agua através do
ajuste da pressao osmatica celular (GUAN et al., 2009).
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Nas analises de pigmentos fotossintéticos ndo foi possivel observar resultados
significativamente melhores nas plantas tratadas em relagéo ao controle. As concentragdes de
clorofila a e b e carotenoides nos tratamentos com quitosanas ndo se mostraram maiores do que
o controle (Figura 4). Em relacdo aos principais macronutrientes da planta (N, P e K) observou-
se um aumento apenas no teor de N das plantas tratadas com QMM e QAGBM em relacdo ao
controle. Nos teores de P e K ndo foi possivel observar melhorias significativas nas plantas
tratadas com quitosanas em relagdo ao controle (Figura 4). A quantificacdo de proteinas também

ndo evidenciou melhorias significativas nas plantas tratadas em relagdo ao controle (Figura 4).
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Figura 3. Contetdos de clorofilas a, b e total (a), carotenoides (b), teor de nitrogénio (c),
potassio (d), fésforo (e) e proteinas (f) em plantas de G. hirsutum 60 dias ap6s a semeadura.

Letras distintas representam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Duncan
(p<0,05).

Os dados referentes as analises bioquimicas se mostraram inconclusivos e incoerentes
com os dados observados nas analises morfoldgicas. Sugere-se que estas analises devem ser

revistas e repetidas para uma melhor compreensdo das respostas bioquimicas promovidas por
quitosanas em plantas de algodoeiro.
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4. Conclusotes

O tratamento das plantas de algodoeiro com diferentes tipos de quitosanas mostraram
resultados significativamente relevantes para essa cultura, mostrando que esse biopolimero
possui capacidade de beneficiar plantas de algoddo, melhorando varios parametros
morfologicos das plantas. As quitosanas modificadas, apesar de mostrarem resultados
significativos no crescimento das plantas em relacdo ao controle, ndo foram satisfatoriamente
melhores do que a quitosana ndo modificada de baixa massa molecular, que se mostrou a mais
eficiente na promocdo de crescimento vegetal, sendo possivel supor que as caracteristicas
moleculares desse tipo de quitosana tem uma maior capacidade de interagir com 0s mecanismos

de crescimento das plantas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de produtos e técnicas sustentaveis no setor agricola vem se mostrando
cada vez mais necessaria, tendo em vista 0s danos que os produtos quimicos causam ao meio
ambiente. Microrganismos e substancias naturais que possuem propriedades de promogéo de
crescimento, protecdo e melhoramento de culturas, séo alternativas viaveis economicamente e
ndo prejudiciais ao meio ambiente. No presente estudo foi possivel observar a capacidade de P.
aryabhattai e P. megaterium em promover o crescimento de plantas de algodoeiro, uma
importante cultura agricola no agronegocio brasileiro. Essas BPCP melhoraram véarios
pardmetros morfologicos e bioquimicos que estdo diretamente ligados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo possivel sugerir que elas atuam por varios mecanismos
diretos, como alongamento celular das raizes, absorcdo de agua e nutrientes e sintese de
fitohorménios; e indiretos, como aliviacdo de estresses abidticos, prote¢do contra fitopatdgenos
e aclimatagéo.

Mais estudos sdo necessarios para compreender melhor os mecanismos pelos quais
essas bactérias atuam no desenvolvimento e no metabolismo do algodoeiro. Os dados gerados
por este estudo sdo subsidios importantes para identificacdo de espécies e linhagens bacterianas
eficazes na promocao de crescimento do algodoeiro e que podem ser utilizadas na formulacéo
de bioinoculantes com potencial para comercializacdo e utilizacdo no setor agricola. Além
disso, elas possuem propriedades importantes que podem aumentar a sua viabilidade em
produtos formulados comercialmente, como a capacidade de produzir metabdlitos e formar
esporos resistentes.

A quitosana ¢ outro produto “verde” que surge como uma alternativa frente aos
produtos quimicos utilizados no setor agricola. Ela € capaz de promover o crescimento vegetal
em diversas culturas, como ja foi relatado na literatura e possui propriedades importantes que a
distingue de outras substancias, como sua alta disponibilidade na natureza, sua capacidade de
biodegradacdo e sua acdo contra patdgenos. Além disso, ela também pode agir de forma
conjunta com outras substancias ou com microrganismos, aumentando a eficdcia no
crescimento vegetal.

No presente estudo, foi possivel observar melhorias significativas nos parametros
morfologicos de plantas de algoddo tratadas com diferentes tipos de quitosanas, sendo a
quitosana de baixa massa molecular a mais eficiente. Infelizmente, os dados relacionados aos
pardmetros bioquimicos se mostraram inconclusivos, sendo necessério a realizacdo de novos
testes e elaboracdo de novos experimentos mais detalhados e precisos para compreender melhor

a acdo desse biopolimero no crescimento vegetal e determinar de forma mais assertiva a sua

54



eficacia no melhoramento de culturas agricolas como o algodao.
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