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RESUMO 

As mudanças climáticas são uma das maiores preocupações das últimas décadas para os 

pesquisadores, agricultores, economistas e governos. Os especialistas nessa área mostram os 

danos que essas mudanças provocam na agricultura. No entanto, a própria agricultura faz parte 

das causas das mudanças climáticas globais, como é a agricultura convencional. Para garantir 

a produção de alimentos a longo prazo, é necessário desenvolver práticas agrícolas sustentáveis 

baseadas em abordagens conservacionistas. Estas práticas devem permitir aos agricultores obter 

benefícios econômicos, garantindo ao mesmo tempo uma produção estável a longo prazo e 

minimizando o impacto negativo no ambiente. Neste contexto, o uso de inoculantes 

microbianos desempenha um papel fundamental e podem ser considerados como um dos 

principais impulsionadores para uma agricultura sustentável e não tão vulnerável às mudanças 

climáticas. Diferentes microrganismos são propostos como biofertilizantes, bioestimulantes e 

agentes de biocontrole para melhorar o crescimento e a produtividade das plantas, além de sua 

adaptação a estresses abióticos e bióticos, em diferentes sistemas de produção como seu uso em 

culturas in vitro. Portanto, neste estudo, avaliou-se o potencial de nove bactérias 

multifuncionais em promover o crescimento de duas cultivares de batata (Solanum tuberosum 

L.) usadas em condições in vitro e in vivo. Os resultados mostraram que atributos das bactérias 

como a produção de hormônios e da enzima ACC deaminase influenciam no aumento do 

crescimento das plantas, melhoraram sua capacidade adaptativa in vivo e aumentam a produção 

de tubérculos. Da mesma forma, micro plantas de batata cv Ágata foram biotizadas com 

consórcios microbianos, formados com as melhores cepas e submetidas ao estresse térmico. As 

micro plantas apresentaram maior taxa de crescimento in vitro e in vivo. Suas respostas 

fisiológicas e bioquímicas ao estresse térmico foram melhoradas, como demonstrado pela maior 

ativação das enzimas antioxidantes que minimizaram o impacto nocivo de H2O2 (SOD, APX e 

CAT) e malondialdehído nos tecidos da planta. O conteúdo de pigmentos fotossintéticos e 

osmólitos também aumentaram, mantendo a formação de tubérculos sob essas condições de 

estresse. Os resultados mostram que cultivar plantas com inoculantes microbianos individuais 

ou em consórcios pode ter um lugar estratégico no cultivo in vitro e em ambientes sob estresse 

abiótico. 

Palavras-chaves: Agricultura.  Micropropagação.  Bioestimulantes.  Estresse abiótico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Climate change is one of the biggest concerns of recent decades for researchers, farmers, 

economists and governments. Experts on this field show the damage it causes to agriculture; 

however, agriculture itself is part of the causes of global climate change, as is conventional 

agriculture. In order to guarantee food production in the long term, it is necessary to develop 

sustainable agricultural practices based on conservationist approaches. These practices should 

allow farmers to obtain economic benefits while guaranteeing stable long-term production and 

minimizing the negative impact on the environment. In this context, the use of microbial 

inoculants plays a fundamental role and can be considered one of the main drivers for 

sustainable agriculture that is not so vulnerable to climate change. Different microorganisms 

are proposed as biofertilizers, biostimulants, and biocontrol agents to improve plant growth and 

productivity, in addition to their adaptation to abiotic and biotic stresses, in different production 

systems such as in in vitro culture. Therefore, in this study, we evaluated the ability of nine 

multifunctional bacteria to promote the growth and production of two potato cultivars (Solanum 

tuberosum L.) under in vitro and in vivo conditions. The results show that bacterial attributes 

such as the hormones production and enzyme ACC deaminase activity influence plant growth, 

improve the plant's adaptive capacity in vivo, and increase tuber production. Similarly, micro 

plants of potato cv Ágata were biotized with microbial consortia formed with the best strains 

and subjected to heat stress. The inoculated micro plants showed a higher growth rate in vitro 

and in vivo. Their physiological and biochemical responses to heat stress were improved, as 

shown by the greater activation of the antioxidant enzymes that minimize the harmful impact 

of H2O2 (SOD, APX, and CAT) and Malondialdehyde on the plant's tissues. The contents of 

photosynthetic pigments and osmolytes were also increased, maintaining tuber formation under 

these stress conditions. The results show that cultivating plants with individual microbial 

inoculants or in consortia can find a strategic place in vitro cultivation and environments under 

abiotic stress. 

Key words: Agriculture.  Micropropagation.  Biostimulants.  Abiotic stress 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os sistemas agrícolas estão sob pressão para a produtividade de forma sustentável para 

atender à demanda por alimentos e fibras para uma população global crescente com terras em 

condições cada vez piores e sob mudanças climáticas extremas (BRAJESH et al., 2018). O 

aproveitamento dos microrganismos conhecidos como Bactérias Promotoras de Crescimento 

Vegetal (BPCV) pode contribuir significativamente para alcançar tal objetivo, minimizando os 

impactos no ambiente e os efeitos deletérios à saúde humana (CHEN et al., 2019). As plantas 

liberam uma grande quantidade de carbono orgânico na rizosfera na forma de exsudatos de 

raízes, mucilagem, células de raízes e tecidos desprendidos (VAN et al., 2019). Essas 

substâncias sustentam as comunidades de microrganismos no solo e na planta (KUZYAKOV 

et al., 2019). Em troca, esses microrganismos desempenham papéis funcionais na regulação da 

aquisição de nutrientes pelas plantas, na resistência das plantas a estresse biótico e abiótico, 

bem como na promoção do crescimento e determinação da produtividade (LIU et al., 2017). 

Dentre esses microrganismos, estão as BPCV. A inoculação de plantas com essas bactérias é 

amplamente utilizada para aumentar o desenvolvimento e benefício da maioria das culturas 

(EGAMBERDIEVA et al., 2019) e, atualmente, desempenha um papel importante como 

estratégia para aliviar o estresse nas plantas (SERGAKI et al., 2018). Além disso, consórcios 

microbianos constituídos principalmente por bactérias têm sido utilizados para obter 

características desejáveis e que atuem por complementariedade (DANG e LOVELL, 2016). 

A Batata (Solanum tuberosum L.) é uma das culturas alimentícias mais importantes do 

mundo, mas seu cultivo é afetado por inúmeros agentes e fatores, incluindo pragas, doenças e 

altas exigências de fertilizantes que têm associado problemas ambientais, como contaminação 

dos solos (ALOO et al., 2020). O cultivo da batata tem sido um dos primeiros beneficiários dos 

avanços da biotecnologia convencional e moderna, o que resultou no uso frequente da técnica 

de cultivo in vitro nesta cultura para melhoramento genético (MOHAPATRA et al., 2017). Para 

produzir mudas e sementes de batata mais vigorosas e livres de doenças, a batata pode ser 

rapidamente micropropagada em larga escala pelo cultivo de meristemas e pontas de brotos, e 

pela proliferação por brotos axilares desenvolvidos a partir de estacas nodais cultivadas in vitro 

(LEMESSA et al., 2019). 
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 A presença de microrganismos é frequentemente encontrada durante os ciclos de 

micropropagação in vitro. Estes microrganismos endofíticos proporcionam melhorias no 

crescimento das plantas e sua resistência ao estresse durante as diversas etapas da 

micropropagação, bem como na fase de aclimatização (KANANI et al., 2020). A biotização de 

plantas in vitro por BPCV é considerada uma condição estratégica para o estabelecimento de 

uma eficiente associação planta-bactéria (PANDEY et al. 2022) e um método confiável para 

melhorar o crescimento das plantas e seu potencial adaptativo ao ambiente in vivo 

(TKACHENKO et al., 2015; BEZERRA et al., 2020). Este método promove importantes 

alterações fisiológicas e bioquímicas que proporcionam tolerância a uma série de fatores de 

estresse bióticos e abióticos e se refletem em melhor aclimatação, aumento de crescimento e da 

produção. 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)  

 No final da década de 1970, Kloepper e colaboradores estabeleceram o termo 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria, 

PGPR na sigla em inglês) para descrever Pseudomonas spp. isoladas da rizosfera que, após a 

inoculação de sementes, colonizavam as raízes das plantas rapidamente e aumentavam o 

rendimento das culturas (KLOEPPER e SCHROTH, 1978; KLOEPPER et al., 1980). Após esse 

estudo pioneiro, o conceito foi adotado e desenvolvido por diversos pesquisadores, de modo 

que o número de publicações associadas ao PGPR vem crescendo exponencialmente desde a 

década de 1990 (FINKEL et al., 2017).  Mais recentemente, o conceito de PGPR foi estendido 

a qualquer bactéria ou qualquer microrganismo que apresente características promotoras do 

crescimento de plantas (MA Y, 2019). 

O termo bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) tem sido cada vez mais 

utilizado para se referir a bactérias que estimulam o crescimento de plantas através de diferentes 

mecanismos, isoladamente ou em combinação (FUKAMI et al. 2016). De acordo com esta 

definição, os rizóbios, que têm sido estudados e utilizados em inoculantes comerciais há mais 

de um século, também são considerados BPCV (FAHDE et al., 2023). Sem dúvida, um dos 

grupos de microrganismos mais pesquisados e utilizados, além dos rizóbios, é o Azospirillum. 

Este grupo possui uma notável capacidade de beneficiar uma ampla variedade de espécies 

vegetais (FUKAMI et al., 2018). As BPCV podem ser classificadas com base em suas 
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atividades funcionais em: (1) biofertilizantes, quando as mesmas aumentam a disponibilidade 

de nutrientes às plantas; (2) fitoestimuladoras, quando promovem o crescimento das plantas, 

geralmente através da produção de fitohormônios; (3) rizoremediadoras, quando eliminam ou 

reduzem o nível de poluentes orgânicos degradantes do solo; e (4) efeito de biocontrole, quando 

controlam doenças,  principalmente devido à produção de antibióticos e metabólitos 

antifúngicos (GAMEZ et al., 2019). 

2.2 Endófitos bacterianos 

Os endófitos foram originalmente descritos por Anton de Bary em 1866, referindo-se 

aos microrganismos que colonizam as folhas e caules internamente. Tais microrganismos 

podem ser encontrados desde as raízes até as estruturas aéreas das plantas, vivendo uma parte 

ou todo o seu ciclo de vida dentro de suas plantas hospedeiras sem causar danos ou doenças 

aparentes (LIU et al., 2017). 

As raízes das plantas também são colonizadas internamente (endosfera radicular) por 

uma gama diversificada de endófitos bacterianos. A entrada de endófitos bacterianos nos 

tecidos radiculares ocorre frequentemente através de fissuras ou pontos de emergência de raízes 

laterais (MACHADO et al., 2021).   

De acordo com Pinski (2019), as raízes são a via de entrada mais comum para endófitos 

bacterianos. Seu grupo de pesquisa descreveu cinco estágios da colonização endofítica: (1) 

quimiotaxia para exsudatos radiculares; (2) aderência ao rizoplano; (3) formação de biofilme; 

(4) penetração na superfície radicular; e (5) colonização interna. As rizodeposições constituídas 

por exsudatos, mucilagens e detritos celulares atraem as bactérias para a rizosfera, 

desempenhando, assim, um papel no primeiro estágio da colonização radicular endofítica 

(LAKSHMANAN et al., 2014). A colonização microbiana da rizosfera bem-sucedida, pode ser 

diretamente dependente da capacidade de utilizar os nutrientes secretados pela planta. Uma vez 

estabelecidas como parte da comunidade da rizosfera, as bactérias podem se tornar endófitas, 

entrando através de fissuras ou pontos de emergência na superfície da raiz (PINSKI et al., 2019).   

Bactérias epífitas e bactérias endofíticas podem utilizar mecanismos semelhantes para 

promover o crescimento vegetal. A principal diferença é que as bactérias endofíticas não são 

expostas a mudanças descontroladas nas condições do solo, como variações no pH, temperatura 

e teor de água do solo, que podem dificultar a proliferação das bactérias na rizosfera e no solo 

circundante e que competem por sítios de ligação às superfícies radiculares (GLICK et al., 

2012). Além disso, o uso de bactérias endofíticas poderia facilitar o crescimento das plantas na 
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agricultura, horticultura, silvicultura e a remoção de poluentes do meio ambiente, pois são mais 

persistentes na planta (SANTOYO et al., 2016). 

2.3 Interação planta-microrganismos 

Na natureza, as plantas vivem em um ambiente rico em microrganismos e devem 

interagir com alguns nocivos e outros benéficos (HACQUARD et al., 2017). Diferentes 

trabalhos revelaram os sinais microbianos que são reconhecidos pelos receptores imunológicos 

das plantas, desencadeando respostas de defesa ou simbióticas (CHENG et al., 2019; HWANG 

et al., 2017; PENG et al., 2018). Descobriu-se também que sistemas microbianos de secreção 

de proteínas carregam moléculas que afetam as funções das células vegetais. Além disso, foram 

identificados mecanismos de desenvolvimento tanto em microrganismos como em plantas, que 

coordenam a formação de órgãos especializados para a troca e produção de nutrientes durante 

interações simbióticas (como exemplo a formação de nódulos) e patogênicas (como exemplo a 

formação de galhas) (HACQUARD et al., 2016; DOLATABADIAN, 2020) 

A interação planta-microrganismo é um sistema muito complexo que envolve a planta, 

o solo e as bactérias (SEGURA & RAMOS, 2013). A interação não afeta apenas a fisiologia da 

planta, mas também regula a fauna do solo, a taxa de respiração microbiana, a saúde do solo e 

a ciclagem de nutrientes (CHAPARRO et al., 2012). As plantas se comunicam com a 

comunidade microbiana do solo através de sinais químicos que constituem proteínas, ácidos 

graxos, flavonóides, açúcares, ácidos orgânicos e aminoácidos que criam um ambiente único 

para a sobrevivência dos microrganismos do solo (PURI et al., 2020).   

 

2.4 Consórcios microbianos  

 Um consórcio bacteriano é geralmente composto por duas ou mais bactérias de espécies 

diferentes, compatíveis em uma interação sinérgica ou complementar. Em alguns casos, uma 

mistura de diferentes estirpes da mesma espécie pode apresentar atividades melhoradas e 

também ser considerada um consórcio (SANTOYO et al., 2021). Por outro lado, o sucesso e a 

eficiência dos consórcios bacterianos em condições de campo dependem do tipo e função das 

cepas utilizadas, onde alguns aspectos requerem atenção especial, incluindo a adaptação a 

condições climáticas adversas, sobrevivência e persistência no solo após a inoculação e 

condições muito diferentes daquelas de um ambiente controlado, como a casa de vegetação 

(GOSAL et al., 2017). 
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Nesta década, a investigação sobre a engenharia do microbioma vegetal e a criação de 

comunidades microbianas sintéticas (SynComs) com o objetivo de melhorar a produtividade e 

resiliência das culturas, tornou-se um tema de grande relevância (LIU et al., 2020; TRIVEDI et 

al., 2020). O consórcio pode combinar vários modos de ação, o que provavelmente proporciona 

uma melhor resposta ao estresse quando comparado ao uso de microrganismos individuais com 

suas capacidades específicas (POZO et al., 2021). 

Shilev e colaboradores (2020) demostraram que consórcios formados por isolados que 

produzem ácido indol-3-acético e solubilizam fosfatos inorgânicos foram mais eficientes em 

promover o crescimento de plantas de espinafre (Spinacea oleracea L.) do que cepas aplicadas 

individualmente. Da mesma forma, os membros de um consórcio podem facilitar o 

estabelecimento e a operação de cepas alvo através da cooperação sinérgica (SUN et al., 2022). 

Os benefícios da interação entre consórcios diferentes podem ser observados, como no 

uso combinado de  BPCV e fungos micorrízicos arbusculares (FMA), onde diferentes tipos de 

plantas conseguiram maior resistência ao estresse salino e melhor mineralização do fósforo 

orgânico em comparação com plantas inoculadas com qualquer um dos microrganismos 

individualmente (VORHOLT et al., 2017). 

 

2.5 Papel das BPCV na mitigação do estresse abiótico 

Os estresses abióticos como salinidade, seca, altas e baixas temperaturas, poluição pode 

inibir o desenvolvimento vegetal devido ao dano oxidativo dos radicais livres produzidos em 

suas células. Esses radicais atacam componentes celulares vitais, como o DNA e as membranas 

celulares (GLICK et al., 2015). As BPCV empregam diferentes mecanismos para influenciar o 

comportamento vegetal sob condições de estresse abiótico. Um desses mecanismos é a 

produção de substâncias que regulam o crescimento, como as auxinas (KIM et al., 2017). O 

ácido indolacético (AIA), que estimula a divisão celular tanto no caule como na raiz, ajuda a 

combater a perda de biomassa causada pelo retardamento do crescimento devido ao estresse 

abiótico (RIEMANN et al., 2015). 

Um mecanismo de ação para aliviar o estresse nas plantas é desempenhado pela síntese 

da ACC-deaminase, que está relacionada à redução da ação inibitória do etileno (SINGH et al., 

2022). A atividade desta enzima nas bactérias é capaz de reduzir a produção de etileno nas 

plantas através da metabolização do1-aminociclopropano-1-ácido carboxílico (ACC) (presente 

em exsudatos radiculares), convertendo-o em α-cetobutirato e amônio (MOON et al., 2022). 

Isto permite que o sistema radicular se desenvolva, promovendo uma maior absorção de 
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nutrientes e água (NASCIMENTO et al., 2016). As BPCV também podem promover o 

crescimento das plantas aumentando a giberelina, melhorando a germinação das sementes e o 

desenvolvimento de caules, folhas, flores e frutos. Além disso, a citocinina induzida pôr as 

bactérias resulta em aumento do desenvolvimento radicular, atividade do câmbio vascular, 

diferenciação celular e dominância apical (GOUDA et al., 2018; KHAN et al., 2020). Sob 

condições de estresse, os inoculantes de BPCV podem aumentar as concentrações de ácido 

abscísico, jasmonatos e brassinosteroides nas plantas. Em condições de seca, as citocininas 

aumentam o ácido abscísico, o que causa o fechamento dos estômatos para reduzir a perda de 

água foliar (ARORA et al., 2020). 

 

2.6 Técnica de cultura de tecidos 

 

O cultivo in vitro é uma técnica utilizada para a multiplicação de plantas no interior de 

tubos de ensaio ou em recipientes similares de vidro em condições assépticas (BIDABADI et 

al., 2020). A técnica apresenta vantagens importantes como: (1) propagar material livre de 

doenças; (2) tornar os métodos de propagação vegetativa tradicionais mais rápidos; (3) produzir 

material vegetal em pouco espaço e em larga escala, com qualidade e quantidade superiores aos 

métodos convencionais, e, consequentemente, com custos de produção reduzidos (ESPOSITO, 

2017). A micropropagação permite, ainda, que um grande número de plantas, idênticas à planta 

mãe, seja obtido a partir de diferentes explantes num curto período de tempo e dentro de uma 

pequena área, produzindo mudas livres de doenças, independentemente da época e das 

condições ambientais (BRONDANI et al., 2012). Além disso, a técnica apresenta como 

vantagens o aumento da taxa de multiplicação de clones valiosos, ganhos ou seleção genética 

mais rápidas e maiores rendimentos nas plantações (NAVROVSKI et al., 2014). Também 

constitui um sistema modelo para estudos científicos básicos e é um instrumento sustentável 

para a conservação ex situ de espécies vegetais (SARASAN et al., 2006). Esta metodologia 

biotecnológica explora a totipotência natural das células vegetais, envolvendo uma ampla gama 

de técnicas em condições assépticas. Os meios nutricionais utilizados nessas metodologias são 

compostos por sais inorgânicos (macro e micronutrientes), sacarose, mioinositol e vitaminas 

conhecido como meio basal de Murashige e Skoog (MS) (Murashige e Skoog, 1962) e 

comumente são acrescentados com fitohormônios (auxinas, citocininas, giberelinas) que podem 

ser modificados de acordo a espécie vegetal (WENDLING et al., 2014; MONFORT et al., 

2018). 
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2.7 Biotização e culturas de tecidos vegetais in vitro 

 

Nos últimos anos, várias pesquisas têm se dedicado a estudar o estímulo do crescimento 

vegetal proporcionado por microrganismos. Isso tem levado a uma mudança na percepção das 

contaminações bacterianas na cultura de tecidos vegetais, despertando o interesse em investigar 

como os microrganismos endofíticos, sobretudo as bactérias, podem afetar o processo de 

micropropagação vegetal (LIM et al., 2018; 2023). 

O termo biotização foi introduzido pela primeira vez pelo cientista Herman E.B (1996) 

em seu artigo sobre os benefícios de bactérias e fungos cocultivados com plantas durante a 

micropropagação. Após a colonização, foi demonstrado que esses microrganismos, 

especificamente bactérias, têm a capacidade de estabelecer uma relação simbiótica artificial 

com plantas cultivadas in vitro (BOTTA et al., 2013). Essa relação beneficia o processo de 

micropropagação ao modificar a fisiologia das plantas e aumentar a produção de metabólitos 

secundários (KRASOVA et al., 2022). Portanto, as bactérias inoculadas podem aumentar a 

disponibilidade de nutrientes e fitohormônios, ao mesmo tempo que reduzem os estresses 

bióticos e abióticos enfrentados pelo material de cultura de tecidos vegetais in vitro 

(SOUMARE et al., 2021). 

Os microrganismos utilizados na biotização podem aumentar a capacidade da planta de 

tolerar vários estresses ambientais, como seca, salinidade e temperaturas extremas. A 

permanência de microrganismos benéficos no tecido vegetal garante a disponibilidade de 

hormônios, enzimas e outros compostos relacionados ao estresse que ajudam as plantas a lidar 

com condições adversas (PAPIK et al., 2020) Isto é particularmente importante ante às 

mudanças climáticas e aos crescentes desafios ambientais (KHARE et al., 2018). 

 

2.8 Aspectos importantes da cultura de batata (Solanum tuberosum L) 

 

A batata é cultivada mundialmente como fonte de carboidratos (SINGH et al., 2019). A 

relação custo-benefício da produção de semente de batata (tubérculos) e a qualidade da semente, 

dependem diretamente da eficácia dos métodos utilizados para obtenção de tubérculos, como 

semente básica (BUCKSETH et al., 2016). A batata tem um alto teor de aminoácidos essenciais 

e carboidratos e é uma importante fonte de vitamina C e minerais, principalmente ferro, zinco, 

potássio e magnésio é um componente principal da dieta de muitas pessoas ao redor do mundo. 

Também fornecem fibra dietética (através da casca da batata), carotenóides, flavonóides, 

compostos fenólicos (JONES, 1994; HAVERKORT et al., 2013; ŠEVČÍKOVÁ et al., 2017). 
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A fotossíntese e o status de carboidratos relacionados, juntamente com o equilíbrio dos 

fitohormônios, pertencem aos fatores essenciais na regulação do desenvolvimento das plantas 

de batata, incluindo a formação de tubérculos (BASERA et al., 2018) 

A batata, por sua adaptabilidade, sua capacidade produtiva e sua contribuição 

nutricional e como componente de sistemas diversificados de cultivo, tem uma longa história 

de ajudar a aliviar a insegurança alimentar e contribuir para melhorar a renda familiar em 

tempos de crise e expansão populacional atual (ANDRIVON, 2017). Existem controvérsias 

sobre a origem da batata. Entretanto, há fortes evidências que seja nativa de duas áreas da 

América do Sul, onde biótipos silvestres ainda existem: uma que envolve as terras altas da 

Cordilheira dos Andes, que vão do Peru ao Norte da Argentina, e outra que envolve as terras 

baixas do Centro-sul do Chile (SCOTT et al 2011). 
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Abstract 

Bacterial inocula can improve seedling production in potato micropropagation by stimulating 

plant growth and adaptation to in vivo conditions. In this work, 9 bacterial strains were tested 

for hormone production, ACC deaminase activity, and their influence on plant development 

and tuber yield of two potato cultivars under in vitro and in vivo conditions.   Our results show 

that bacterial biotization significantly promoted seedling growth in vitro and in vivo, enhancing 
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seedling adaptive capacity and tuber yield. The survival rate of biotized seedlings was 1.3 times 

higher than that of control seedlings. In addition, biotization with Azospirillum brasilense Ab-

V5 and Rhizobium tropici CIAT 899 strains significantly stimulated at least one growth 

parameter in both cultivars and under in vitro and in vivo conditions. Although, A. brasilense 

Ab-V5 benefited both cultivars consistently in the different stages of potato production, in 

addition, plants responded better when they were re-inoculated, recording an average gain of 

1.2 and 1.3 times in stem and root length, and of 1.1 times for total dry biomass, in addition, I 

had a significant increase of 1.9 times in the number of tubers compared to the control. Overall, 

bacterial biotization induced strain-dependent effects on the growth of the two potato cultivars. 

We find that biotization with A. brasilense Ab-V5 not only improves the quality of potato 

planting material produced in vitro, but also benefits the plant's performance and survivability 

under in vivo conditions, thus increasing the number and weight of tubers. 

Keywords: 

 Metabolic screening; Hormones; ACCd activity; Acclimatizatio; Plant–microorganism 

interaction 

1. Introduction 

Micropropagation has great commercial potential due to the rate of propagation and the 

ability to produce vigorous disease-free plants (Castro-Restrepo et al., 2022). Generally, the 

micropropagation technique is performed under entirely aseptic conditions: during the 

establishment of in vitro cultures, the explant is superficially sterilized to eliminate all 

microorganisms (Liang et al., 2019). Therefore, when it comes to plant tissue culture, bacteria 

have often been described as contaminants (El-Banna et al., 2021; Romadanova et al., 2022). 

  However, due to the current knowledge about the performance of endophytic 

microorganisms and associative bacteria in promoting growth and inducing stress tolerance, 
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there has been an increasing interest in their use in some of the steps of micropropagation, 

which is known as "Biotization" (Soumare et al., 2021). This term was first introduced by 

Herman (1996) in his article on the benefits of bacteria and fungi co-cultured with plants during 

micropropagation. The idea of biotization began with the study conducted by Herman (1987) 

on potato (Solanum tuberosum L), where he observed that contamination in potato 

micropropagation actually increased seedling growth (Kanani et al., 2020). 

Bacteria that interact positively and benefit the plant are known as plant growth-

promoting bacteria (PGPB) (Tkachenko et al., 2015; 2021). Many PGPB can synthesize 

phytohormones and other organic compounds that improve plant growth and productivity 

(Maggini et al., 2019). PGPB appear to have a beneficial effect when they are introduced into 

the in vitro culture system, increasing plant multiplication, shoot elongation, and rooting rates, 

as well as improving the effectiveness of micropropagation through success at the 

acclimatization stage (Kanani et al., 2020; Somaure et al., 2021). According to Sousa et al. 

(2022), the effect of bacterial indole-3-acetic acid (IAA) from the strain identified as N39, 

isolated from the rhizospheric soil of Axonopus catharinensis Valls, favored the in vitro 

rhizogenesis and acclimatization stages in apple tree rootstock 'Marubakaido' (Malus 

prunifolia), resulting in rooted seedlings of high quality. In addition to the production of auxins 

such as IAA, PGPB also produce other compounds such as gibberellic acid (GA) and salicylic 

acid (SA), considered an important mechanism that stimulates plant growth and productivity 

(Arkhipova et al., 2020). Likewise, explants growing under controlled and very sensitive 

environmental conditions are more likely to be impaired and therefore need to be strengthened 

before facing in vivo conditions (Kanani et al., 2020). To this end, the enzyme ACC deaminase 

(ACCd) that converts the ethylene precursor 1-aminocyclopropane-1carboxylic acid (ACC) 

into ammonium and α-ketobutyrate and is produced by PGPB protects plants from excessive 

ethylene concentrations by decreasing abiotic stress (Ozimek et al., 2018).  
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Research on PGPB has been increasing, and several in vitro and in vivo experiments 

have been conducted on different crops (Orlikowska et al., 2017). Potato (Solanum tuberosum 

L.), considered the world's third most important food crop after rice and wheat (Trdan et al., 

2019), is one of these crops. It is a crop with high fertilizer demand for optimal yield (Naqqash 

et al., 2016).  Several initiatives have been established to promote efficient potato production, 

including searching for tolerant genotypes and increasing micropropagation efficiency (Kanani 

et al., 2020). Bacteria of the genus Azospirillum, Bacillus, and Bradyrhizobium are models in 

studies of beneficial plant-microorganism interactions and can stimulate the growth of potato 

seedlings inoculated in vitro (Quambusch and Winkelmann., 2018). Kargapolova et al. (2020) 

demonstrated the efficacy of inoculation with Ochrobactrum citisi in potato micro plants, where 

a 50% increase in the mitotic index of root meristem cells and a 34% increase in aerial part 

length were reported under in vivo conditions. 

Therefore, this study aimed to evaluate the capacity and growth promotion efficacy of 

nine bacterial strains on in vitro and in vivo plants of two potato cultivars. We tested the 

hypothesis that they possess multiple PGPB characteristics and can be used as biostimulants in 

tissue culture through the biotization technique. 

 

2. Materials and methods  

2.1. Bacterial strains and growth conditions 

The strains used in this study are listed in Table 1. All strains were provided by the 

Agricultural Microbiology culture collection of the Federal University of Lavras (CCMA-

UFLA) and the Johanna Döbereiner Biological Resource Center, Embrapa Agrobiologia, Brazil 

(CCBD). The bacteria were preserved in nutrient broth (peptone 5 g L-1, yeast extract 3 g L-1, 

and sodium chloride 5 g L-1) with glycerol 40 % in the freezer (4°C). 
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For inoculum preparation, the strains were cultured for 48 hours at 25 °C in 7 mL of 

nutrient broth at 120 rpm. Subsequently, the cells were centrifuged at 530 g for 10 min and 

washed twice with 1 mL of sterile distilled water. Finally, the cell pellets were resuspended in 

10 mL of sterile distilled water, and the concentration of the suspension was adjusted to 1.5 x 

108 CFU mL-1 (according to the 0.5 tube of the McFarland scale). 

Table 1  

The bacterial strains used in the experiments. 

 

 

 

 

 

 

2.2. Biochemical characterization of bacteria 

The analyses of auxin production, gibberellins, salicylic acid, and ACC deaminase 

activity were performed using as inoculum the bacterial strains initially grown in nutrient broth 

at 25 °C for 48 h.  

2.2.1. Indole-3-acetic acid (IAA) biosynthesis 

The production of IAA acid was evaluated by Salkowski's technique, according to 

Blanco and Castro (2021). The bacterial inocula were prepared as described previously. One 

hundred microliters of each inoculum was added to 7 mL of trypticase soy broth (TSB) 

supplemented with 0.5 mg/mL L-tryptophan (L-tryptophan; Sigma - Aldrich). Each treatment 

was performed in triplicate and kept at 25 °C with shaking at 120 rpm on an orbital shaker for 

nine days. Controls consisted of tubes with TSB medium with tryptophan and without bacteria. 

Strain Species        Geographic origin 

BR 935 Rhizobium leucaneae Cipó-BA, Brazil 

Ab-V6 (= CNPSo2084) Azospirillum brasilense Curitiba-PR, Brazil 

Ab-V5 (= CCMA1291) Azospirillum brasilense Curitiba-PR, Brazil 

CCMA0088 Bradyrhizobium japonicum  Arcos-MG, Brazil 

CCMA0122 Sinorhizobium fredii  Luminárias-MG, Brazil 

CIAT899 Rhizobium tropici Colombia 

CCMA0401 Bacillus subtilis  Alto Garças-MT, Brazil 

CCMA0004 Bacillus megaterium Confresa-MT, Brazil 

CCMA0112 Bacillus amyloliquefaciens Luminárias-MG, Brazil 
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Measurements were made at 3, 4, 5, 6, and 9 days after inoculation. A pink-to-red coloration 

was considered positive for IAA production. Subsequently, absorbances were read at 530 nm 

on a microplate spectrophotometer (Thermo Scientific™ Multiskan™). The concentrations of 

synthesized IAA were calculated by interpolating the absorbance results from a standard curve 

with commercial IAA (BIOCHEM) in the range of 10-200 mg mL-1. 

2.2.2. Gibberellic acid (GA3) biosynthesis 

Quantification of GA3 was performed by the DNPH (2,4 - Dinitrophenylhydrazine) 

method (Graham and Thomas., 1961) modified by Sagar (2017). The strains were grown in 

falcon tubes with 10 mL of nutrient broth for 48 hours at 25 °C and shaking at 120 rpm for six 

days. Samples were centrifuged at 530 g for 10 min and GA3 quantification was performed in 

the supernatant at 2, 4, and 6 days after inoculation. Absorbances were read at 430 nm on a 

microplate spectrophotometer (Thermo Scientific™ Multiskan™). GA3 concentration was 

calculated from the regression equation of the standard curve of pure gibberellic acid (Sigma) 

prepared from 10 to 100 mg dissolved in absolute alcohol and expressed in μg mL-1. 

2.2.3. Quantification of bacterial salicylic acid (SA) 

In vitro screening to determine SA-producing strains was performed following the 

protocol of De Meyer (1997) modified by Islam (2019). The strains were grown in 5 mL of 

Tris-HCl buffered casamino acid medium (100 mM Tris-HCl; pH 7.5) (0.25 g MgSO4 .7 H2O; 

0.9 g K2HPO4 and 5 g casamino acids in one liter of H2O) and incubated at 25 °C with shaking 

at 120 rpm for 72 hours. Subsequently, the cells were centrifuged at 400 g for 15 min, and the 

pH of the culture supernatants was adjusted to 2.0 – 2.5 using 1N HCl. Then, SA was extracted 

from the supernatant with trichloromethane (CHCl3) in a 3:1 ratio (v/v) (culture supernatant:3; 

CHCl3:1) and shaken vigorously. For the quantitative study, a volume of 2.5 mM FeCl3 was 

added to CHCl3. Consequently, the purple Fe-SA complex developed in the aqueous phase, and 

the absorbance was measured at 520 nm in a microplate spectrophotometer (Thermo 
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Scientific™ Multiskan™). SA levels were quantified by comparing the corresponding values 

with the standard curve created using different commercial SA concentrations (250, 125, 62.5, 

and 31.25 g mL-1). 

2.2.4. ACC deaminase Activity (ACCd) 

ACCd activity was assayed according to the method of Penrose & Glick (2003), which 

measures the amount of product α-ketobutyrate released after ACC hydrolysis. An aliquot of 

250 µl of the bacterial suspension was transferred to tubes with DF minimum salt medium 

(Dworkin & Foster, 1958) supplemented with five mM ACC and incubated at 26 °C for 48 

hours in orbital shaking at 120 rpm. All strains were assayed in triplicate. ACCd activity was 

measured at 96, 120, 144, and 168 hours after inoculation. In each measurement, 500 µl of cell 

culture were taken and transferred to a sterile microcentrifuge tube, then centrifuged at 530 g 

for 20 minutes. The cell pellets obtained were resuspended in 100 µl of 0.1 M Tris- HCl pH 

8.5. Subsequently, three microliters of toluene was added to the cell suspension and shaken 

vigorously. A 100 µl aliquot of "toluenized cells" was preserved in a freezer for protein 

quantification. 

Next, 10 µl of 0.5 M ACC and 100 µl of 0.1 M Tris-HCl buffer pH 8.5 were added. The 

mixture was stirred briefly and incubated at 30°C for 30 min. Subsequently, 690 µl of 0.56 N 

HCl and 150 µl of 2,4-dinitrophenylhydrazine (0.2% 2,4-dinitrophenylhydrazine in 2N HCl) 

were added, and the samples were incubated at 30°C for 30 min. After the incubation, 1 ml of 

NaOH (2N) was added to each sample, and the positive strains developed a coffee color. 

Finally, a volume of 300 µl was transferred to a microplate. The absorbances were read on a 

microplate spectrophotometer (Thermo Scientific™ Multiskan™) in terms of α-ketobutyrate 

production at 540 nm compared with the standard curve of α-ketobutyrate, which ranged from 

0.1 to 20 μmol (Mamoru and Shimomura, 1978). Next, the total protein concentration of the 

toluenized bacterial cells was estimated using bovine serum albumin (BSA) to create the protein 
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calibration curve (Bradford, 1976). One unit of ACC deaminase activity was expressed as the 

amount of α-ketobutyrate released in µmol per milligram of cell protein per hour. 

3. Plant material, inoculation, and in vitro growth conditions  

The experiment was conducted in the Tissue Culture Laboratory, Department of 

Agriculture, Federal University of Lavras (UFLA). The plant material was provided by the 

Genetics and Phytopathology Laboratories of UFLA. To establish in vitro cultures, nodal 

segments of potato cultivars Duvira and Ágata were used as explants. The size of the nodal 

segments was standardized at 2 cm length with one leaf and one lateral bud and were placed in 

test tubes containing 15 mL of Murashige-Skoog nutrient medium (Murashige et al., 1962) free 

of hormones and added with 20 g L-1 of sucrose and 6 g L-1 of agar. The pH of the medium was 

adjusted to 5.8. The tubes were then transferred to a rack and kept in a growth room for seven 

days at a temperature of 25 °C, a 16-hour photoperiod, and a light intensity of about 40 μM m-

2 s-1. Immediately after this time, the explants of each cultivar were inoculated with different 

bacteria. For inoculation, a volume of 0.1 mL of the resulting bacterial suspension (108 cells 

mL-1) was added to the test tubes to obtain a final bacterial concentration of 107 cells mL-1. 

Subsequently, the tubes were sealed with plastic film and placed in the growth room under the 

same conditions for 23 days. An entirely randomized design was established with ten treatments 

(the nine strains and the control treatment, without inoculation) and four replicates. Each 

treatment consisted of 24 seedlings (six per replicate) for Duvira and Ágata. 

At the end of this period, eight micro plants of each treatment and each cultivar were 

removed from the tubes. The root system was washed to remove residues from the medium and 

dried with paper towels, and the following morphometric variables were evaluated: leaf fresh 

mass, root fresh mass, leaf dry mass, root dry mass, number of nodes, root length, and shoot 

length. 
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3.1. Acclimatization and re-inoculation of potato seedlings cv Duvira and cv Ágata in a 

greenhouse. 

For in vivo adaptation, treatments with 30 days of in vitro growth were transferred to 

plastic cups with a commercial substrate and were taken to the greenhouse at 25 ± 2°C during 

the day and 16 ± 2°C at night. The substrate was sterilized for three consecutive days for one 

hour prior to the transfer. A polypropylene bag with holes was placed in each pot to provide a 

humid chamber and avoid dehydration by changing the substrate and environment. The bag 

was removed for 2 hours daily for two days. Next, one group of plants (eight seedlings per 

treatment, for both cv Duvira and cv Ágata) were re-inoculated with three milliliters of bacterial 

inoculum seven days after transplanting. The remaining group of seedlings was maintained with 

a single inoculation.  

The plants were watered daily by automatic irrigation and fertilized once a week with 

10 mL of a half strength Hoagland solution (Hoagland and Arnon,1950) as Jarstfer and Sylvia 

(1992) reported. The survival rate and morphometric variables of the seedlings were again 

recorded after 25 days, including tuber production, to determine the performance of the 

seedlings during the acclimatization and re-inoculation process. 

All statistical analyses were performed using the INFOSFAT software. Data were 

analyzed by applying analysis of variance (ANOVA) with Tukey's test at a significance level 

of p < 0.05. The Shapiro-Wilk test was applied to verify the normal distribution of the data. 

Values of morphometric variables were reported as mean values ± standard error (n = 8). 

4. Results 

4.1. Biosynthesis of Indol-3-acetic acid (IAA), gibberellic acid (GA3), and salicylic acid 

(SA) in PGPB 

All bacteria were able to synthesize at least one phytohormone. In the case of IAA 

production, which is the main auxin in plants and an important indicator of plant growth 
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promotion, the results show the formation of two major groups of auxin-producing bacteria 

(Fig.1A). One group was formed by the strains B. japonicum CCMA0088,  A. brasilense Ab-

V5, Ab-V6, and S. fredii CCMA0122; the other was formed by bacteria of the genus Bacillus 

and Rhizobium. The highest IAA concentration was reached between the fifth and sixth day of 

incubation for most of the strains evaluated, with a concentration of 54.1 μg mL-1 for B. 

japonicum strain CCMA0088, followed by strains Ab-V5 and Ab-V6, with respective 

concentrations of 48.3 and 46.5 μg mL-1 of IAA. The other strains had an IAA production 

between 17.8 and 9.9 μg mL-1. 

Regarding GA3 production, the nine strains were markedly divided into three groups 

(Fig.1B). The first group was formed by the A. brasilense Ab-V5 and Ab-V6, which synthesized 

the highest GA3 concentrations (13 and 10.02 µg mL-1, respectively). A second group was 

formed by the three strains of the genus Bacillus, R. tropici CIAT 899, and B. japonicum 

CCMA0088, with values between 5.09 and 2.08 μg mL-1. Finally, the third group was formed 

by the control and the S. fredii CCMA0122. All strains synthesized the highest GA3 amounts of 

after 96 hr of incubation. 

As for the production of salicylic acid (SA), bacteria of the genus Azospirillum, Bacillus, 

and the R. tropici strain were identified as the most outstanding producers on the sixth day of 

incubation. A. brasilense Ab-V5 produced 9.8 μg mL-1, followed by B. megaterium with 9.0 μg 

mL-1 of SA. B. japonicum CCMA0088 and R. leucaneae BR935 produced the lowest SA 

amounts (1.3 and 1.72 μg mL-1), respectively (Fig. 1C). 
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Fig. 1.  Quantitative determination of phytohormone biosynthesis in PGPB expressed in μg mL-

1. (A) IAA production at 3, 4, 5, 6, and 9 days of incubation in medium supplemented with 0.5 

mg mL L-Tryptophan; (B) GA3 production at 2, 4, and 6 days of incubation; and (C) SA 

production at 2,4 and 6 days of incubation. 

 

4.2. Determination of ACC deaminase activity (ACCd) in PGPB 

ACC deaminase activity was observed in five of the nine evaluated strains, in the range 

of 8.51 - 2.04 µmol α-ketobutyrate per mg cell protein per hour, between the sixth and seventh 

day of incubation (Fig. 2). The highest ACC deaminase activities were exhibited by B. 

megaterium CCMA0004 (8.51 μmol α-ketobutyrate-1 mg-1 protein hr-1) followed by B. subtilis 

CCMA0401 (8.12 μmol α- ketobutyrate-1 mg-1 protein hr-1), and B. amyloliquefaciens 

CCMA0112 (7.16 μmol α- ketobutyrate-1 mg-1 protein hr-1). ACC deaminase activity also 

increased with incubation time. It increased 1.6, 1.2, and 1.1-fold after 24 h in cultures of B. 

amyloliquefaciens CCMA0112, B. megaterium CCMA0004, and B. subtilis CCMA0401, 
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respectively. S. fredii CCMA 0122 and B. japonicum CCMA0088 produced the highest 

amounts on the sixth day, with 3.75 and 2.04 μmol α-ketobutyrate-1 mg-1 protein hr-1, 

respectively. No ACC deaminase activity was detected in A. brasilense Ab-V5 and Ab-V6. 

Regarding R. tropici CIAT 899, Ormeño et al. (2012) demonstrated the presence of the acdS 

gene in the genome of the strain; however, R. tropici CIAT 899 did not show ACC deaminase 

activity by the colorimetric method used in this work. 

 

Fig. 2. Quantitative determination of ACCd activity in PGPB, expressed in terms of 

concentration of μmol α-ketobutyrate-1 mg-1 protein hr-1 after seven days of incubation. 
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5. Effect of biotization on growth parameters of potato cv Duvira and cv Ágata 

propagated in vitro 

The response to inoculation differed between the two potato cultivars. Two bacteria, 

Azospirillum brasilense Ab-V5 and Rhizobium tropici CIAT 899, significantly promoted at 

least one growth variable in both cultivars. 

In Duvira cultivar, four strains promoted a significant increase in shoot length of 41.3 

% (A. brasilense Ab-V5), 33.2 % (S. fredii CCMA 0122), 21.09 % (A. brasilense Ab-V6), and 

17.2 % (R. tropici CIAT 899) compared to uninoculated micro plants. Root length increased 

significantly with S. fredii CCMA 0122, A. brasilense Ab-V5, and A. brasilense Ab-V6 by 29.6 

%, 25.4 %, and 24.8 %, respectively. Dry biomass was increased 3.7, 3.4, and 2.28 times upon 

biotization with A. brasilense Ab-V5, S. fredii CCMA 0122, and R. tropici CIAT 899 compared 

to the control (Table 2). 

Table 2 

Effects of biotization with PGPB on growth variables of potato cv. Duvira after 30 days under 

in vitro conditions. 

         In vitro 
     Duvira cultivar 

Lenght (cm) Dry weight (mg) 

 

Treatments 

 

Shoot 

 

Root 

 

Shoot 

 

Root 

 

Total 

biomass 

 

R. leucaneae 

 

3.6 ± 0.1e 

 

1.3 ± 0.1ef 

 

10.0 ± 0.0d 

 

0.0 ± 0.0d 

 

10.0d 

Ab-V6 8.3 ± 0.1c 4.1 ± 0.1a 30.0 ± 0.0c 10.0 ± 0.0de 40.1cd 

R. tropici 7.7 ± 0.1c 3.3 ± 0.1bc 110.0 ± 0.0b 50.1 ± 0.0b 160.1b 

S. fredii 10.8 ± 0.1b 4.3 ± 0.1a 130.0 ± 0.0ab 110.0 ± 0.0a 240.1ab 

B. japonicum 5.7 ± 0.1d 3.3 ± 0.1bc 20.0 ± 0.0c 10.0 ± 0.0d 30.0c 

Ab-V5 12.3 ± 0.1a 4.1 ± 0.1a 150.0 ± 0.0a 110.0 ± 0.0a 260.0a 

B. subtilis 3.8 ± 0.1e 2.0 ± 0.1de 10.0 ± 0.0d 10.0 ± 0.0d 20.1d 

B. megaterium 3.3 ± 0.1e 2.1 ± 0.1d 30.0 ± 0.0c 0.0 ± 0.0d 30.0c 

Control 7.2 ± 0.1d 3.1 ± 0.1c 40.0 ± 0.0c 30.1 ± 0.0c 70.1c 

The data are the average of 8 randomly selected micro plants. Values in the table with different 

letters indicate a statistically significant difference by Tukey's test (P<0.05). 
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In the case of the Ágata cultivar, the micro plants biotized with A. brasilense Ab-V5 and 

B. megaterium CCMA0004 showed the best performance, as they showed a significant increase 

in all morphometric variables compared to the uninoculated control. The plants inoculated with 

A. brasilense Ab-V5 showed the highest values in all growth variables by approximately 25, 

48, 78.5, 72.7, and 76 % for stem length, root length, stem dry weight, root dry weight, and 

total biomass, respectively. Potato micro plants showed significant increases of 16.6 % in stem 

height and 43.7 % in root length when inoculated with B. megaterium CCMA0004. Also, the 

total dry biomass was significantly higher than that of uninoculated plants, showing an increase 

of 70 % (Table 3). 

R. leucaenae BR935 inoculation had a negative effect, decreasing the growth of micro 

plants in both cultivars (Tables 2 and 3). Concerning B. amyloliquefaciens CCMA0112, the 

growth of the bacterium increased considerably in the culture medium (MS), negatively 

affecting the development of the micro plants of both cultivars, therefore, in vitro and in vivo 

growth promotion results with this strain were not shown. 

Except for the strain A. brasilense Ab-V5, which was effective for both cultivars, 

differences were observed between the strains of bacteria that promoted the growth of potato 

micro plants in the two cultivars. The strains S. fredii CCMA 0122 and A. brasilense Ab-V6, 

which positively increased some growth parameters in Duvira, decreased growth in Ágata. In 

turn, the strains belonging to the genus Bacillus, such as B. subtilis CCMA0401 and B. 

megaterium CCMA0004, were those that promoted the growth of the micro plants of cv Ágata 

but with a negative effect on the micro plants of cultivar Duvira. 

 

 

Table 3 
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Effects of biotization with PGPB on growth variables in potato cv. Ágata, evaluated after 30 

days under in vitro conditions. 

         In vitro 
     Ágata cultivar 

Lenght (cm) Dry weight (mg) 

 

Treatments 

 

Shoot 

 

Root 

 

Shoot 

 

Root 

 

Total 

biomass 

R. leucaneae 3.8 ± 0.1f 1.5 ± 0.1e 20.0 ± 0.0c 0.0 ± 0.0de 20.0c 

Ab-V6 3.3 ± 0.1f 1.9 ± 0.1e 10.0 ± 0.0c 0.0 ± 0.0cde 10.0c 

R. tropici 6.8 ± 0.1d 3.9 ± 0.1c 90.0 ± 0.0b 50.0 ± 0.0b 140.0b 

S. fredii 6.5 ± 0.1d 3.9 ± 0.1c 10.0 ± 0.0c 0.00 ± 0.0e 10.0c 

B. japonicum 10.6 ± 0.1c 5.1 ± 0.1b 110.0 ± 0.0b 50.0 ± 0.0b 160.0b 

Ab-V5 12.5 ± 0.1a 6.9 ± 0.1a 140.0 ± 0.0a 110.0 ± 0.0a 250.0a 

B. subtilis 11.8 ± 0.1b 3.6 ± 0.1c 110.0 ± 0.0ab 50.0 ± 0.0b 160.0ab 

B. megaterium 12.0 ± 0.1ab 6.4 ± 0.1a 120.0 ± 0.0ab 80.0 ± 0.0ab 200.0ab 

Control 10.1 ± 0.1c 3.6 ± 0.1c 30.0 ± 0.0c 30.0 ± 0.0cde 60c 

Data are the average of 8 randomly selected micro plants. Values in the table with different 

letters indicate a statistically significant difference by Tukey's test (P<0.05). 

5.1 Influence of biotization on the development of the number of nodes in potato micro 

plants cv Duvira and cv Ágata 

The number of nodes per micro plant was recorded after four weeks under in vitro 

conditions. Significant differences were observed between genotypes and inoculation 

treatments. Plants inoculated with A. brasilense Ab-V5 developed 1.7 times more nodes than 

control micro plants in cultivar Duvira. In addition, S. fredii CCMA 0122, A. brasilense Ab-

V6, and R. tropici CIAT 899 increased the number of nodes 1.6, 1.4, and 1.3 times respectively 

(Fig. 3A), producing significant positive effects on the development of micro plants compared 

to the control (Fig. 3B). In the case of the cultivar Ágata, the highest number of nodes was 

stimulated by inoculation with A. brasilense Ab-V5 and B. megaterium CCMA 0004, with an 

increase of 1.4 times, followed by B. subtilis CCMA 0401, which favored an increase in the 

number of nodes of 1.3 times over the control micro plants (Fig. 3C), promoting the shoot and 

root growth (Fig. 3D). 
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Fig. 3. Effect of biotization on the number of nodes in potato micro plants.  Number of nodes 

cultivar Duvira (A), graphical representation of the development of biotized micro plants cv 

Duvira (B), number of nodes cultivar Ágata (C) and graphical representation of the 

development of biotized micro plants cv Ágata (D). Averages with a common letter are not 

significantly different (p < 0.05). 

 

5.2 Effect of biotization on survival of seedlings of cv Duvira and cv Ágata under in vivo 

conditions 

In general, the seedlings were successfully acclimatized in the greenhouse. Seedling 

survival during this phase resulted better in those treatments where bacteria promoted in vitro 

rooting. Biotization affected the survival of potato seedlings ranging from 50 % to 100 %, 

depending on the cultivar, and also contrasting with 75 % and 87.5 % survival of uninoculated 
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seedlings. The survival percentage in both cultivars was 100% for seedlings biotized with A. 

brasilense Ab-V5, R. tropici CIAT 899, and S. fredii CCMA 0122, in addition to recovering 

turgor in the leaves five days after transplanting. In the cultivar Duvira, A. brasilense Ab-V6, 

B. subtilis CCMA 0401 and B. megaterium CCMA 0004 100, 75, and 87.5 % of the seedlings, 

respectively.  

As for the cultivar Ágata, the seedling survival rate was 87.5 % with the A. brasilense 

Ab-V6 and B. subtilis CCMA 0401; and 100 % with B. megaterium CCMA 0004. The treatment 

inoculated with R. leucaenae BR935 showed a reduction in survival rate in the Duvira cultivar 

of 50 % and 62.5 % in the Ágata cultivar (Fig. 4). 

Fig. 4. Percentage survival of biotized and non-biotized micro plants of potato cultivars Duvira 

and Ágata under in vivo conditions  

 

6. Evaluation of the effect of biotization on the performance of potato seedlings cv Duvira 

and Ágata in the acclimatization and re-inoculation phase 

 When the micro plants were transferred to soil, a positive influence of biotization on in 

vivo adaptation was observed.  A. brasilense Ab-V5, R. tropici CIAT 899, S. fredii CCMA 

0122, and A. brasilense Ab-V6 stimulated a significant increase in all physiological variables 
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of cv Duvira in the acclimatization phase (Table 4A). The highest values in stem and root length 

was stimulated by A. brasilense Ab-V5 with an increase of 33.5 and 39.6 %, respectively. 

Regarding total dry biomass, A. brasilense Ab-V6 provided the highest increase, with a value 

of 74%. 

The positive effect was maintained after reinoculation with A. brasilense Ab-V5, R. 

tropici CIAT 899, S. fredii CCMA 0122, and A. brasilense Ab-V6: shoot and root growth were 

significantly superior in the inoculated plants compared to control plants. Increases between 

41.3 and 26.6 %, for stem length, and 46.3 and 28 %, for root length, were observed in plants 

inoculated with these strains. They also showed an increase in the total dry biomass between 

80 and 75 % (Table 4B).  

It should be noted that plants subjected to a second inoculation manifested a better 

development than those with a single inoculation. The average gains in stem length with A. 

brasilense Ab-V5 and A. brasilense Ab-V6 were 1.4 times. In root length, the increase was 1.3-

fold with R. tropici CIAT 899, followed by A. brasilense Ab-V5 with 1.2-fold and S. fredii 

CCMA 0122 with 1.1-fold. Similarly, inoculations with A. brasilense Ab-V5 and A. brasilense 

Ab-V6 in the total dry biomass variable increased 1.1 and 1.02 times, respectively.  

Table 4 

 Effects of biotization with PGPB on growth variables in potato cv. Duvira evaluated after 25 

days in a greenhouse. Acclimatization phase (A) and after re-inoculation (B).   

 

      A)                               In vivo                                Duvira cultivar  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Treatments 

 

 

 

 

Length (cm) 

 

 

Dry weight (g) 

 
Shoot Root Shoot Root Total 

biomass 

R. leucaenae 3.8 4 ± 0.3g 2.02 ± 0.4fg 0.31 ± 0.1c 0.08 ± 0.1c 0.39 ± 0.1c 

 

Ab-V6 13.78 ± 0.3c 14.5 8 ± 0.4c 1.9 1± 0.1a 1.25 ± 0.1a 3.16 ± 0.1a 
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Data are the average of 8 randomly selected micro plants. Values in the table with different 

letters indicate a statistically significant difference by Tukey's test (P<0.05). 

In the case of cv Ágata, A. brasilense Ab-V5, B. japonicum CCMA0088, B. megaterium 

CCMA0004, and R. tropici CIAT 899 provided a significant increase in stem length compared 

to the control during the acclimatization phase. This increase ranged from 27 to 13 %. The 

increase in root growth of plants inoculated with A. brasilense Ab-V5, B. japonicum 

CCMA0088, and B. megaterium CCMA0004 was of 37, 33, and 28 %, respectively. On the 

other hand, stem and root dry mass were higher in treatments with A. brasilense Ab-V5 (65 and 

82 %), R. tropici CIAT 899 (54 and 61 %), B. japonicum CCMA0088 (43 and 63 %), and B. 

megaterium CCMA0004 (40 and 64 %) (Table 5A). 

Likewise, re-inoculation in plants of cv. Ágata promoted the increase of different 

variables. Inoculation with A. brasilense Ab-V5, R. tropici CIAT 899, B. megaterium 

CCMA0004, and B. japonicum CCMA0088 increased stem and root length, with values 

 
Acclimatization 

 

R. tropici 16.86 ± 0.3ab 13.74 ± 0.4bc 1.20 ± 0.1b 1.02 ± 0.1a 2.22 ± 0.1b 

S. fredii 14.76 ± 0.3bc 12.41 ± 0.4c 1.34 ± 0.1b 1.27 ± 0.1a 2.61 ± 0.1ab 

B. japonicum 9.5 7 ± 0.3c 8.84 ± 0.4de 0.42 ± 0.1c 0.36 ± 0.1bc 0.78 ± 0.1c 

Ab-V5 17.6 1± 0.3a 17.06 ± 0.4a 1.39 ± 0.1b 0.83 ± 0.1ab 2.22 ± 0.1b 

B. subtilis 8.4 8 ± 0.3ef 7.02 ± 0.4ef 0.33 ± 0.1c 0.22 ± 0.1c 0.55 ± 0.1c 

B. megaterium 8.5 2 ± 0.3ef 8.39 ± 0.4de 0.42 ± 0.1c 0.21 ± 0.1c 0.63 ± 0.1c 

Control 11.7 4 ± 0.3d 10.3 0± 0.4d 0.52 ± 0.1c 0.30 ± 0.1c 0.82 ± 0.1c 

         B)       

 

 

 

 

 

 

 

 

Reinoculation 

 

Treatments 

 

 

 

 

Length (cm) 

 

 

Dry weight (g) 

 

Shoot Root Shoot Root Total  

biomass 

R. leucaenae 4.01 ± 0.1f 2.21 ± 0.2ef 0.45 ± 0.1c 0.10 ± 0.1c 0.55 ± 0.1c 

Ab-V6 15.21 ± 0.1b 15.13 ± 0.2b 2.12 ± 0.1a 2.06 ± 0.1a 4.18 ± 0.1a 

R. tropici 17.74 ± 0.1a 15.07 ± 0.2b 1.55 ± 0.1b 1.12 ± 0.1b 2.67 ± 0.1b 

S. fredii 15.3 1 ± 0.1b 13.60 ± 0.2bc 1.26 ± 0.1b 1.06 ± 0.1b 2.32 ± 0.1b 

B. japonicum 10.20 ± 0.1cd 8.21 ± 0.2d 0.37 ± 0.1c 0.29 ± 0.1c 0.66 ± 0.1c 

Ab-V5 19.02 ± 0.1a 18.31 ± 0.2a 2.14 ± 0.1a 1.18 ± 0.1b 3.32 ± 0.1ab 

B. subtilis 10.0 2 ± 0.1cd 8.11 ± 0.2d 0.5 1± 0.1c 0.32 ± 0.1c 0.83 ± 0.1c 

B. megaterium 7.11 ± 0.1e 8.15 ± 0.2d 0.38 ± 0.1c 0.24 ± 0.1c 0.62 ± 0.1c 

Control 11.16 ± 0.1c 9.82 ± 0.2d 0.48 ± 0.1c 0.35 ± 0.1c 0.83 ± 0.1c 
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between 39 and 21%. The plants with significant higher dry biomass were those re-inoculated 

with A. brasilense Ab-V5, R. tropici CIAT 899, B. megaterium CCMA0004, B. japonicum 

CCMA0088, and B. subtilis CCMA0401. Moreover, the average gain between the first and 

second inoculation in the treatment with A. brasilense Ab-V5 was 1.1-fold in stem length and 

1.2-fold in root length. In total dry biomass, the mean value increased from 4.15 to 5.08 grams 

in this treatment. B. subtilis CCMA0401 promoted plant growth after re-inoculation, with 

significant differences in all morphometric parameters. In this treatment, the average gain 

between the first and second inoculation was 1.2 and 1.3 times in stem and root length, and for 

stem and root dry biomass was 1.7 and 3.1 times, respectively (Table 5B). 

 

Table 5  

Effects of biotization with PGPB on growth variables in potato cv. Ágata evaluated after 25 

days in the greenhouse. Acclimatization phase (A) and after re-inoculation (B). 

       A)                                 In vivo                                Ágata cultivar  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Acclimatization 

 

 

Treatments 

 

 

 

 

Length (cm) 

 

 

Dry weight (g) 

 

Shoot Root Shoot Root Total 

biomass 

R. leucaenae 4.06 ± 0.3e 2.1 6 ± 0.3c 0.12 ± 0.1e 0.10 ± 0.1d 0.22 ± 0.1ed 

Ab-V6 7.00 ± 0.3 d 5.04 ± 0.3 cd 0.41 ± 0.1ce 0.27 ± 0.1cd 0.68 ± 0.1cd 

R. tropici 14.40 ± 0.3b 5.76 ± 0.3bc 1.6 1± 0.1b 0.93 ± 0.1b 2.54 ± 0.1b 

S. fredii 

B. japonicum 

6.94 ± 0.3d 

15.34 ± 0.3b 

3.20 ± 0.3e 

7.6 6 ± 0.1a 

0.29 ± 0.1de 

1.30 ± 0.1b 

0.13 ± 0.1d 

0.9 9 ± 0.1b 

0.42 ± 0.1de 

2.29 ± 0.1b 

Ab-V5 17.00 ± 0.3a 8.24 ± 0.3a 2.12 ± 0.1a 2.03 ± 0.1a 4.15 ± 0.1a 

B. subtilis 12.34 ± 0.3c 5.88 ± 0.3bc 0.63 ± 0.1cd 0.25 ± 0.1cd 0.88 ± 0.1cd 

B. megaterium 14.60 ± 0.3b 7.20 ± 0.3ab 1.24 ± 0.1b 1.00 ± 0.1b 2.24 ± 0.1b 

Control 12.50 ± 0.3 c 5.16 ± 0.3cd 0.74 ± 0.1c 0.36 ± 0.1c 1.1 ± 0.1c 

             B)   

 
 

 

 

 

 

 

 

Treatments 

 

 

 

 

Length (cm) 
 

 

Dry weight (g) 
 

Shoot Root Shoot Root Total  

biomass 

R. leucaenae 3.81 ± 0.2e 3.11± 0.1de 0.17 ± 0.2e 0.15 ± 0.1de 0.33 ± 0.1de 

Ab-V6 8.03 ± 0.2d 5.36 ± 0.1c 0.55 ± 0.2c 0.31 ± 0.1cd 0.86 ± 0.1cd 
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Reinoculation 
R. tropici 16.0 ± 0.2b 6.41± 0.1c 1.27 ± 0.2b 0.87 ± 0.1b 2.14 ± 0.1b 

S. fredii 5.19 ± 0.2e 4.03 ± 0.1cd 0.31± 0.2d 0.20 ± 0.1de 0.51 ± 0.1de 

B. japonicum 14.82 ± 0.2b 6.91 ± 0.1b 1.05 ± 0.2b 0.74 ± 0.1b 1.79 ± 0.1b 

Ab-V5 19.13 ± 0.2a 10.31± 0.1a 2.47 ± 0.2a 2.61± 0.1a 5.08 ± 0.1a 

B. subtilis 14.31 ± 0.2c 8.06 ± 0.1ab 1.08 ± 0.2b 0.78 ± 0.1b 1.86 ± 0.1b 

B. megaterium 15.13 ± 0.2b 7.85 ± 0.1ab 1.13 ± 0.2b 0.88 ± 0.1b 2.01 ± 0.1b 

Control 11.7 ± 0.2cd 5.20 ± 0.1c 0.58 ± 0.2c 0.41± 0.1cd 0.99 ± 0.1cd 

Data are the average of 8 randomly selected micro plants. Values in the table with different 

letters indicate a statistically significant difference by Tukey's test (P<0.05). 

 

6.1. Effect of biotization with PGPB on tuber formation and weight in cv Duvira and cv 

Ágata. 

After 25 days of acclimatization, only inoculation with A. brasilense Ab-V5 promoted 

significant differences in the number and weight of tubers in plants with a single inoculation. 

Specifically, this treatment showed increases of 1.6 times, in cv Duvira, and 2.3 times, in the 

cv Ágata, for the number of tubers (Fig. 5A). Likewise, the treatment with A. brasilense Ab-

V5 increased the tuber fresh weight 3.8 times in cv Duvira and 2.3 times in cv Ágata (Fig. 5B). 

Inoculations with R. tropici CIAT 899 and S. fredii CCMA 0122 in the cultivar Duvira 

promoted high values in these variables, but without significant differences.  

Regarding cv Ágata, the treatments R. tropici CIAT 899 and B. megaterium CCMA0004 

presented a higher number and weight of tubers compared to non-inoculated seedlings, although 

this difference was not statistically significant. 

Biotization in cv Duvira significantly improved tuber formation with A. brasilense Ab-

V5 (Fig. 5C) (Fig. 5D). Similarly, in the cultivar Ágata, biotization with A. brasilense Ab-V5 

favored tuber growth and formation (Fig. 5E) compared to uninoculated plants (Fig. 5F). 
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Fig. 5. Effect of biotization with PGPB on tuber formation in cv Duvira and Ágata. (A) Number 

and (B) fresh weight of tubers (B) in cv Duvira and Ágata. (C) Duvira inoculated with A. 

brasilense Ab-V5 (C) and its uninoculated control (D), cv Ágata inoculated with A. brasilense 

Ab-V5 (D) and non-inoculated control (E). Averages with a common letter are not significantly 

different (p < 0.05). 

 

6.2 Effect of PGPB re-inoculation on tuber formation and weight in cv Duvira and cv Ágata. 

 

Plants of cultivar Duvira re-inoculated with A. brasilense strain Ab-V5 showed a higher 

number of tubers, with a significant 1.9-fold increase compared to the control. For the cultivar 
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Ágata, two strains increased the number of tubers, A. brasilense Ab-V5 by 2.2 times and B. 

japonicum CCMA0088 by 1.6 times (Fig. 6A). If we compare the number of tubers in singly 

inoculated and the re-inoculated treatments, we observe that A. brasilense Ab-V5 increased 1.2 

times in cv Duvira, and 1.2 times when co-inoculated with B. japonicum CCMA0088 in cv 

Ágata. Regarding tuber fresh weight, only A. brasilense Ab-V5 strain statistically outperformed 

the controls, both in Duvira and Ágata, with 2.6 and 2.4-fold increases, respectively (Fig. 6B). 

The inoculation with A. brasilense Ab-V5 promoted a good plant physiological development 

in cv Duvira (Fig. 6C) compared to the control (Fig. 6D), maintaining the same effect in Ágata 

(Fig. 6E and F). 

 

Fig. 6. Effect of re-inoculation with PGPB on cv Duvira and Ágata tuber formation.  The 

number of tubers (A), fresh weight of tubers (B), cv Duvira inoculated with A. brasilense Ab-
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V5 (C), uninoculated control (D), cv Ágata inoculated with A. brasilense Ab-V5 (D) and 

uninoculated control (E). Averages with common letters are not significantly different (p < 

0.05). 

7. Discussion 

 

7.1. Growth-promoting functions of bacteria  

Beneficial bacteria play essential roles that positively affect, directly or indirectly, plant 

growth and development. In this study, 50 % of the bacterial strains evaluated exhibited at least 

three PGPB traits. Among these characteristics, the production of phytohormones, such as 

auxins and gibberellins, which regulate many biological processes in the plant, stands out 

(Kargapolova et al., 2020). This ability is widespread among rhizobacteria, and different 

biosynthetic pathways have been identified (Amara et al., 2015). According to the literature, 

more than 80 % of soil bacteria in the rhizosphere can produce auxins, especially indole-3-

acetic acid (IAA), playing a compensatory role, especially in micro propagated plants that are 

in a suboptimal environment with insufficient endogenous production (Spaepen and 

Vanderleyden, 2011). For example, this is the case of the genus Azospirillum, whose species 

are commonly characterized as major auxin producers (Andrade et al., 2019). IAA interferes 

with plant growth through various cellular functions such as cell division and other functions 

(Park et al., 2021).  

Our results show that A. brasilense Ab-V5 and A. brasilense Ab-V6 produced 

significant amounts of IAA. A. brasilense Ab-V5 was te strain that best improved the in vitro 

growth and rooting of potato micro plants and seedlings in both two cultivars. However, S. 

fredii CCMA 0122, that benifited cv Duvira, and B. japonicum CCMA0088, B. megaterium 

CCMA0004, and B. subtilis CCMA0401, that benefited cv Ágata, also produced significant 

amounts of IAA, which might have had a positive impact on the growth of the plants in vitro. 



53 
 

 

IAA-producing bacteria usually rely on the presence of L-tryptophan; however, the 

optimal concentration and maximum productivity vary according to the bacterial species (Di et 

al., 2016). Bacterial IAA not only promotes root growth but also triggers many different 

physiological signals in plants, such as secondary metabolism and developmental stages (Park 

et al., 2021). In addition, it also promotes responses to abiotic stress responses and interactions 

with pathogens (Donati et al., 2013; Shani et al., 2017) through its intricate interconnection with 

other plant hormones (Sharma et al., 2021). 

Similarly, the bacteria evaluated produced gibberellins in significant amounts with 

values from 13 to 5.09 µg mL-1. Stem length was the most stimulated variable under in vitro 

conditions, with up to 41 % increase. This is probably due to gibberellins' biosynthesis, which 

acts as a growth promoter and regulates various developmental processes such as stem 

elongation, seed germination, sexual expression, and fruit formation (Keswani et al., 2022). 

Several studies have reported that the bacterial genera Sinorhizobium, Rhizobium, and Bacillus 

exhibit physiologically desirable traits such as the production of IAA, cytokinins, gibberellins, 

riboflavin, and Nod factors, which play diverse roles in enhancing plant growth and 

productivity (Costacurta et al., 1995; Adedayo et al., 2022; Keswani et al., 2020; Mekonnen & 

Kibret, 2021). Ormeño et al. (2012) discovered genes in the genome of Rhizobium tropici CIAT 

899 involved in the metabolism of plant growth regulators, including IAA. This strain can 

synthesize IAA by two or three tryptophan-dependent pathways. According to Eddie et al. 

(2016), IAA production by bacteria can occur by four different tryptophan-dependent pathways 

(TRP), called indol-3-acetamide, indol-3-pyruvic acid, indol-3-acetonitrile, and tryptamine.  

The indol-3-pyruvic acid (IPyA) pathway is the most utilized by plants, pathogenic 

microorganisms, and plant growth-promoting of genera such as Rhizobium, Bacillus, 

Bradyrhizobium, Pseudomonas, Azospirillum and Enterobacter. In the case of R. tropici CIAT 
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899, the production of IAA by IPyA is strongly inhibited by NH4
+ accumulation (Eddie et al., 

2016). 

Other phytohormones, such as salicylic acid, also play an essential role in plant stress 

relief by modulating the activities of antioxidant enzymes (Shanmugam and Narayanasamy, 

2008). The SA synthesis in bacteria is concomitant with the biosynthesis of siderophores, the 

SA is an essential precursor or intermediate for synthesizing catechol-type microbial 

siderophores such as yersiniabactin, pyoverdine, and pyochelin (Bakker et al., 2014). Moreover, 

it has been shown to play a crucial role as a regulator of systemic acquired resistance (SAR) 

against abiotic stress (Tortora et al., 2011). In our study, the genera Azospirillum and Bacillus 

synthesized amounts of salicylic acid from 9.8 up to 2.5 µg mL-1. These same bacteria allowed 

a better adaptation and development of plants under in vivo conditions. Egamberdieva et al. 

(2017) reported SA production by root-associated bacteria such as B. licheniformis MML2501 

(18 μg mL-1) and Pseudomonas sp. PRGB06 (6.8 μg mL-1). Also, SA production was reported 

for Pseudomonas tremae bacteria with values of 57.05 µg mL-1 and Curtobacterium herbarum 

46.22 µg mL-1 (Islam et al., 2019), showing that phytohormones biosynthesis differs by 

bacterial strain (Forchetti et al., 2010). 

As a strategy to improve plant adaptation to stress conditions, ACC deaminase-

producing bacteria can influence plant growth directly or indirectly (Glick, 2014). The 

biochemical evaluation of bacteria by quantifying the amount of α-ketobutyrate produced is 

necessary and feasible to confirm the positive character of ACCd production, so the method 

used in this study is widely accepted for the identification of ACCd-producing rhizobacteria 

(Penrose and Glick, 2001). In our experiments, five strains represented by the genera Bacillus, 

Sinorhizobium, and Bradyrhizobium have ACCd activities. No strain of the genus Azospirillum 

was positive for ACCd. According to Joe et al. (2022), despite possessing all plant growth-
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promoting traits, most Azospirillum spp. are considered negative for ACC deaminase (acdS) 

activity except a few strains of Azospirillum lipoferum (AZm5 4B, CRT1, CN1, N4, and TW3). 

7.2. Influence of biotization on potato in vitro growth 

Biotized plants benefit from microbial presence through improved photosynthetic 

efficiency and biomass production. Generally, PGPB improve growth by releasing necessary 

compounds that aid micropropagation and rooting (Quambusch and Winkelmann, 2018). In our 

study, we demonstrated that biotization with the strains of the genus Azospirillum, Bacillus, 

Rhizobium, Bradyrhizobium, and Sinorhizobium identified as phytohormone producers (IAA, 

GA, and SA) promoted root formation and increases in total dry biomass of up to 82% in the 

case of biotization with A. brasilense Ab-V5.  

ACC deaminase activity is another critical characteristic of bacteria that promotes plant 

growth. Bacteria of the genera Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Methylobacterium, 

Pseudomonas, and Rhizobium have been reported to produce ACC deaminase with the ability 

to increase plant growth parameters, as well as decrease biotic and abiotic stress (Tiwari et al., 

2018). In this study, the strains of the genera Bacillus, Bradyrhizobium, and Sinorhizobium with 

ACC deaminase activity significantly increased the vegetative parameters of length and 

biomass weight in potato micro plants compared to uninoculated micro plants.  

However, the effects of biotization with different bacterial strains on the growth of 

potato micro plants in vitro were very different, indicating the specificity of the bacterium's 

interaction with the plant genotype. A study by Weinert et al. (2010) determined that potato 

genotype is one of the factors shaping the rhizosphere-associated microbial community. Five 

potato cultivars and two strains were evaluated. Differences in bacterial communities between 

plant genotypes were significant in some cultivars, suggesting a rather subtle influence of plant 

genotype on tuber-associated bacteria. 
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7.3. Impact of biotization on in vivo adaptation and tuber formation 

In transplanting micro plants to the greenhouse, the plant faces obstacles in the growth 

and development stages as stress is caused by various factors such as decreased gas exchange, 

low humidity, reduced photosynthetic capacity, and roots with few root hairs (Kanani et al., 

2020). A critical factor in adapting micro plants in the soil is good root development (Akin-

Idown et al., 2009). In this study, the five strains that promoted plant growth in vitro contributed 

to obtaining high-quality rooted cuttings and a high survival rate of up to 100% during 

acclimatization, improving their performance in in vivo conditions. The A. brasilense Ab-V5 

strain positively affected in vitro micro plant growth in both cultivars and promoted in vivo 

seedling development with up to 3-fold gains in dry biomass after re-inoculation. The A. 

brasilense Ab-V6 strain also positively affected the acclimatization of micro plants of the 

cultivar Duvira, and increases of 75 % in total dry biomass were observed with re-inoculation. 

However, this effect was not reflected on the number of tubers, which was smaller than the 

number of tubers in control plants of both cultivars. Similarly, the strain B. Subtilis CCMA0401 

also favored the growth of plants of the cultivar Ágata with significant differences in all 

morphometric parameters during the acclimatization phase, but this was not reflected on tuber 

production. The inoculation with Azospirillum brasilense Ab-V5 benifited both cultivars 

consistently at the different steps of potato production, that is, under tissue culture, 

acclimatization, and growth and production under controlled conditions. These results highlight 

the importance of studying PGPB inoculation at different states of crop production. 

According to Kargapolova et al. (2020), potato seedlings grown in vitro and in aeroponic 

systems have been shown to benefit from inoculation with A. brasilense strain Sp245, 

increasing plant aerial part length and root development. Other studies have shown that 

inoculation with A. brasilense can alter carbon partitioning to the roots, increasing root 

branches, specific root length, and root hair length, which are morphological characteristics that 
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help in the acquisition of nutrients and water from the soil (Hungria et al., 2022). According to 

Santos et al. (2021), despite the ability to fix N2, the most significant contribution of inoculation 

with A. brasilense (especially strains Ab-V5 and Ab-V6) has been attributed to plant growth-

promoting effects. A. brasilense strains Ab-V5 and Ab-V6 have been effective in maize and 

wheat crops in Brazil (Hungria et al., 2010). In our study, tuber formation in plants inoculated 

with A. brasilense strain Ab-V5 of the cultivar Duvira, and Ágata increased 2.2-fold. This 

shows that this bacterium can benefit potato plants' development and increase tubers' formation 

and fresh weight. Our results show that this effect is strain specific because strains Ab-V5 and 

Ab-V6 of A. brasilense had different effects. 

8. Conclusion 

The present study demonstrates the beneficial effect of bacteria producing IAA, GA, 

SA, and ACC deaminase on in vitro plants of potato cv Duvira and cultivar Ágata. Biotization 

with PGPB improves the development of micro plants and, therefore, can be exploited to 

increase the survival and development of potatoes in vitro and improve their in vivo adaptation. 

Even though the response of potato micro plants to inoculation is highly variable both in vitro 

and in vivo, it was found that inoculation with strains of the genus Azospirillum, Bacillus, 

Sinorhizobium, and Bradyrhizobium increases the efficiency of potato clonal micropropagation 

and allows the production of higher quality seedlings. The strain A. brasilense Ab-V5 showed 

promising results, favoring tuber production. 
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RESUMO 

O estresse térmico é uma das principais condições ambientais que afetam negativamente o 

desenvolvimento das plantas e a capacidade de produção das culturas. Para neutralizar esses 

efeitos prejudiciais, consórcios de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) são 

empregados como abordagens ecológicas e sustentáveis. Este estudo foi realizado para 

investigar se diferentes consórcios microbianos formados entre combinações de Azospirillum 

brasilense Ab-V5 com Bacillus subtilis, B. megaterium e Rhizobium tropici CIAT 899 têm 

potencial para manter o crescimento e a produtividade da batata sob estresse térmico. 

Analisamos tendências na concentração de clorofila, conteúdo relativo de água, osmólitos, 

enzimas antioxidantes e estresse oxidativo, mudanças nos níveis fitohormonais, promoção de 

crescimento in vitro e in vivo, taxa de sobrevivência in vivo e produção de tubérculos. Algumas 

avaliações foram medidas no momento do estresse e, outras, após 10 dias de recuperação. 

Plantas inoculadas com os consórcios Azospirillum brasilense Ab-V5 + B. megaterium e 

Azospirillum brasilense Ab-V5 + Rhizobium tropici CIAT 899 apresentaram maior taxa de 

crescimento in vitro e in vivo, produção de biomassa seca com aumentos de 2 e 1,6 vezes 

respectivamente na biomassa aérea, e de 3 e 2 vezes na raiz em relação as plantas não inoculadas 

sob estresse O número e peso de tubérculos também foram maiores nesses consórcios, com 

aumentos de 21% no número de tubérculos e 16% no peso. Da mesma forma, esses consórcios 

mantiveram um maior teor de clorofila, proteínas solúveis, prolina e atividades das enzimas 

SOD, CAT e APX em comparação com plantas não inoculadas sob estresse. Os resultados 
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sugerem que os consórcios microbianos têm o potencial de estimular o crescimento da planta e 

manter o rendimento da batata sob estresse térmico, regulando os sistemas fisiológicos e 

bioquímicos da planta. 

Palavras chaves: Azospirillum brasilense Ab-V5; biotização; estresse térmico; atividade 

enzimática. 

INTRODUÇÃO 

A mudança climática é um fenômeno mundial caracterizado pelo aumento simultâneo 

de temperatura, dióxido de carbono e seca, que afetam consideravelmente o metabolismo das 

plantas, limitando seu desenvolvimento e sobrevivência (Habib-ur-Rahman et al., 2022). 

Segundo estimativas do Grupo Intergovernamental de expertos sobre Mudanças Climáticas 

(IPCC, 2023) a trajetória do aquecimento global está em torno de 3,5°C até 2100, com margem 

de erro entre 2,2°C e 3,5°C dependendo das políticas públicas aplicadas. A capacidade 

adaptativa de alguns sistemas humanos e naturais é limitada com o aquecimento global de 1,5°C 

e, com cada aumento no aquecimento, as perdas e os danos aumentam (AR6 Synthesis Report, 

[s.d.]). O estresse causado por ondas de calor nas plantas é definido como o aumento da 

temperatura acima de um nível tolerável e por um período de tempo suficiente para produzir 

danos severos em nível morfológico, fisiológico e bioquímico, afetando o crescimento e a 

produção das culturas (Abdellatif et al., 2022) e representam uma ameaça aos ecossistemas 

globais (Bahar et al., 2020).  

As plantas possuem sistemas reguladores para múltiplas vias bioquímicas e mecanismos 

de defesa que previnem dentro de faixas especificas de temperatura danos celulares resultantes 

de aumentos da temperatura (Sakamoto & Kimura, 2018). Apesar disso, sob condições de 

estresse térmico, muitas enzimas-chave nos processos bioquímicos de produção de energia e 

síntese de proteínas são afetadas negativamente (M. S. et al., 2021), o que leva a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROS) que em altas concentrações comprometem a 

funcionalidade das células e, portanto, o desenvolvimento e produtividade da planta (Pooja & 

Munjal, 2019).  

Atualmente, várias técnicas são utilizadas para aumentar a produtividade de plantas em 

situações de estresse. Isso inclui métodos convencionais, melhoramento por meio de indução  

de mutações por métodos clássicos e engenharia genética (Saharan et al., 2022). No entanto, as 

limitações associadas a essas abordagens destacam a necessidade de encontrar abordagens 
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eficientes e econômicas para melhorar a tolerância das plantas a diferentes tipos de estresse 

(Phour & Sindhu, 2022). 

Há evidências crescentes demonstrando que o uso de bioinoculantes à base de bactérias 

promotoras de crescimento vegetal (BPCV) auxilia na tolerância das plantas ao estresse 

abiótico, impactando não apenas uma parte da planta, mas também ajudando a mitigar os efeitos 

do estresse na planta como um todo (Ahluwalia et al., 2021; Barnawal et al., 2019; Batool et 

al., 2020; Chiappero et al., 2019; Tariq et al., 2020; Zheng et al., 2018). As BPCV melhoram a 

morfologia da raiz, aumentando o sistema radicular, aumentando a disponibilidade de água e 

nutrientes e produzindo metabólitos secundários para beneficiar as plantas (Ansari et al., 2021; 

N. Khan & Bano, 2019; Li et al., 2020). Portanto, essa estratégia constitui meio seguro e 

sustentável de mitigar o estresse abiótico, resultando em maior produtividade agrícola. (Phour 

& Sindhu, 2022). 

  O cultivo de batata (Solanum tuberosum L.) ocupa o quarto lugar em volume de 

produção depois do arroz, trigo e milho no mundo e fornece uma fonte barata de proteína, 

aminoácidos essenciais, carboidratos, antioxidantes e vitaminas (Duguma & Aga, 2019). Nessa 

cultura, o impacto benéfico de consórcios microbianos no crescimento e na produção já foi 

demonstrado e associado diretamente  ao aumento da aquisição de nutrientes e modulação dos 

níveis hormonais das plantas ou indiretamente à produção de sideróforos, antibióticos, além do 

alivio a estresse biótico ou abiótico por meio da produção de enzimas como ACC deaminase e 

indução de resistência sistêmica (Pfeiffer et al., 2017; Trdan et al., 2019; Z. Wang et al., 2021). 

 Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi determinar se diferentes consórcios 

microbianos tem o potencial para promover o crescimento de plantas em condições in vitro e 

in vivo, e a produtividade de batata por meio da regulação de características fisiológicas, 

bioquímicas e agronômicas sob estresse térmico. As bactérias utilizadas neste trabalho 

pertencem a alguns dos gêneros mais estudados na promoção do crescimento: Azospirillum 

brasiliense Ab-V5; Rhizobium tropici CIAT 899; Bacillus subtilis e B. megaterium. As 

combinações entre esses microrganismos podem servir como uma abordagem eficaz e 

sustentável para melhorar o crescimento, o conteúdo de nutrientes e as atividades enzimáticas 

da batata sob condições de estresse térmico. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Material vegetal e condições de crescimento in vitro. 

Mudas de batata cv. Ágata foram micropropagadas por explantes nodais padronizados 

em 2 cm de comprimento com uma folha e uma gema lateral e foram cultivados em tubos com 

15 mL de meio MS, mantidos a uma temperatura de 25 °C; fotoperíodo de 16 horas e 

intensidade de luz cerca de 40 μM m −2 s −1.  

2.2 Bactérias utilizadas 

 Os microrganismos utilizados neste estudo foram Azospirillum brasilense Ab-v5 

(CCMA 1291), Bacillus megaterium (CCMA 0004), Bacillus subtilis (CCMA0401) da Coleção 

de Culturas de Microbiologia Agrícola da Universidade Federal de Lavras, e Rhizobium tropici 

CIAT 899 cedido pelo laboratório de solo da Universidade Federal de Lavras. Em outros 

estudos, estas bactérias foram caracterizadas como produtoras de ácido indol acético, 

sideróforos, solubilizantes de fósforo e potássio e antagonistas contra fitopatógenos (Imada et 

al., 2017; Sagar et al., 2022; Silva et al., 2022).  

2.3 Desenho experimental 

O efeito dos consórcios microbianos no crescimento de micro plantas de batata foi 

estudado em experimentos in vitro durante 30 dias de crescimento. Foi estabelecido um 

delineamento inteiramente casualizado com 4 tratamentos (3 consórcios bacterianos e o 

controle não inoculado) e 4 repetições. Cada repetição foi constituída por 6 mudas. Os 

tratamentos experimentais estão descritos na Tabela 1. 

Tabela 1. Tratamentos experimentais 

Tratamento Inóculo Descrição do inóculo 

Tratamento 1 (T1) Ab-V5 + 0104 Azospirillum brasilense 

+ 

Bacillus subtilis 

   

Tratamento 2 (T2) Ab-V5 + 0004 Azospirillum brasilense 

+ 

Bacillus megaterium 

   

Tratamento 3 (T3) Ab-V5 + CIAT 899 Azospirillum brasilense 

+ 
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2.4 Preparação de inóculos e biotização de explantes    

O inóculo bacteriano foi preparado pela transferência de duas alças de cada bactéria para 

7 ml de caldo nutriente e incubado a 25 °C a 120 rpm por 48 h. As células foram coletadas por 

centrifugação (530 g por 10 min) e lavadas duas vezes com água destilada estéril. O pellet foi 

ressuspenso em 10 mL de água e a concentração bacteriana foi ajustada para 1,5 x 10 8 UFC 

mL-1 de acordo com a escala de McFarland. Para a preparação dos consórcios, foi utilizada a 

metodologia descrita por (Blanco et al., 2021), na qual cada inóculo bacteriano foi misturado 

na proporção de 1:1 e mantido em agitação por 20 minutos a 90 rpm em temperatura ambiente 

para homogeneizar a suspenção celular. Previamente foi realizado um teste de compatibilidade 

entre as bactérias. Seguidamente, explantes nodais com 7 dias de crescimento foram biotizados 

com 100 µL de cada consórcio microbiano. O controle foi inoculado com 100 µl de água 

destilada estéril. Os tubos foram lacrados com filme plástico e colocados na sala de crescimento 

por um período de 23 dias nas mesmas condições descritas anteriormente, completando assim 

30 dias de crescimento em condições in vitro.  

 

2.5 Medição de parâmetros de crescimento em microplantas, avaliação da taxa de 

sobrevivência e re-inoculação de plântulas. 

Ao final de 30 dias em condições in vitro, oito microplantas de cada tratamento foram 

retiradas aleatoriamente dos tubos para medição do comprimento da parte aérea e da raiz (cm), 

massa fresca e seca da parte aérea e da raiz (mg) e número de nós. As raízes dessas plantas 

foram previamente lavadas para remover os resíduos do meio e secas com papel toalha. 

Outro grupo de plantas (n= 16) foi plantado em vasos de 2 kg (uma plântula por vaso) 

com substrato estéril misturado com areia na proporção de 1:1 (v / v). A esterilização do 

substrato consistiu em três autoclavagens a 121 °C por 1 hora, com intervalos de 24 horas de 

manutenção a temperatura ambiente entre elas. Para manter uma câmara úmida e evitar a 

desidratação das micro plantas pela mudança de substrato e ambiente, uma sacola de 

polipropileno com furos foi colocada em cada vaso. A sacola foi removida por 2 horas 

Rhizobium tropici CIAT 899 

   

Tratamento 4 (T4) Sem inóculo Água destila estéril 
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diariamente durante 2 dias. A taxa de sobrevivência foi avaliada sete dias após o transplante, 

quando as plântulas foram re-inoculadas com 3 mL dos consórcios microbianos. A irrigação foi 

realizada regularmente a cada 2 dias e fertilizadas uma vez por semana com 10 ml de solução 

Hoagland (Hoagland e Arnon,1950) a metade da potência conforme relatado por Jarstfer and 

Sylvia (1992). As plantas foram mantidas em casa de vegetação a 23 ± 1°C durante o dia e 15 

± 1°C à noite por 30 dias. 

2.6. Tratamento de Estresse por Calor Gradual 

O grupo de plantas transferidas para os vasos de 2 kg, foram utilizadas para o 

experimento de estresse térmico. O efeito da inoculação com consórcios microbianos no 

crescimento e adaptação de mudas de batata submetidas ao estresse pelo aumento de 

temperatura, foi avaliado na fase V3 do ciclo da batata (50-60 dias de crescimento), onde se 

inicia a estolonização e a formação do tubérculo. O experimento foi conduzido em 

delineamento de blocos casualizados com três repetições (n=15). Os tratamentos experimentais 

incluíram:  

Tratamento 1 (T1) = Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104) 

Tratamento 2 (T2) = Azospirillum brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 0004) 

Tratamento 3 (T3) = Azospirillum brasilense + Rhizobium tropici (Ab-V5 + CIAT 899) 

Tratamento 4 (T4) = Não inoculado / com estresse 

Tratamento 5 (T5) = Não inoculado / sem estresse 

 

Cinco plantas de batata por tratamento foram selecionadas aleatoriamente e induzidas a 

estresse térmico durante 5 dias por meio da exposição a aumentos de temperaturas de 4 graus, 

iniciando com 26 °C até 42 °C (em diferentes intervalos de tempo e com 24 horas de 

recuperação). Este estresse gradual implementado permitiu diferenciar entre a resposta da 

planta em termos de “thermo-priming” e a resposta de plantas inoculadas com consórcios 

microbianos. 

Finalmente, amostras de tecido vegetal foram coletadas em cada tratamento, após o 

estresse final de 30 min a 42 °C, para as análises de pigmentos fotossintéticos, conteúdo relativo 
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de água, prolina e fenóis totais. Seguidamente, as plantas foram transferidas para a casa de 

vegetação para a recuperação (ou liberação do estresse) a uma temperatura de 23 ± 1°C durante 

10 dias. Ao final do experimento, as plantas foram retiradas dos vasos para avaliar variáveis 

morfológicas como: comprimento da parte aérea e raiz (cm), biomassa fresca e seca (g) da parte 

aérea e raiz, número de estolões, número e peso de tubérculos (g). Amostras de tecido foliar e 

radicular também foram coletadas para análise de pigmentos fotossintéticos, conteúdo relativo 

de água, prolina, fenóis totais, conteúdo de hormônios (auxinas e ácido salicílico) e atividade 

antioxidante. 

2.7 Pigmentos fotossintéticos 

A extração da clorofila foi realizada conforme descrito por Lichtenthaler e Buschmann 

(2001). Quatro plantas por tratamento foram selecionadas aleatoriamente e a terceira folha 

contada a partir da ponta da planta foi coletada. As folhas foram coletadas em papel alumínio e 

mantidas em gelo. Posteriormente, 0,1 g de tecido foliar de cada amostra foi homogeneizado 

com 5 ml de acetona 80% (V/V) gelada. O extrato foi filtrado e o volume completado para 10 

mL com acetona 80% (V/V). As absorbâncias foram medidas nos comprimentos de onda de 

663 e 647 nm para clorofilas e 470 nm para carotenoides em um espectrofotômetro de 

microplaca (Thermo Scientific™ Multiskan™). As clorofilas A, B e total foram quantificadas 

usando as equações 1, 2 e 3. E o conteúdo de carotenoides foi calculado usando a equação 4 

(Lichtenthaler e Wellburn, 1983). 

Equação 1= Clorofila a:12.25 x (A663) -2,79x(A647) 

Equação 2= Clorofila b: 21.50 x (647)-5.10x(A663) 

Equação 3= Clorofila total: clorofila a + clorofila b 

Equação 4= Carotenoides: (1000x(A470)-1.82xCa-85.02xCb/198 

 

2.8 Conteúdo Relativo de Água da folha  

O conteúdo de água foi determinado em folhas jovens totalmente expandidas de quatro 

plantas de cada tratamento seguindo a método de (Zeng et al., 2013). As folhas foram secas a 

70 °C por 48 h. O conteúdo médio de água foi calculado de acordo com a seguinte fórmula: 

Conteúdo de água = [(peso fresco - peso seco) / peso fresco]x100 
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2.9 Fenóis totais  

Os compostos fenólicos solúveis totais foram estimados utilizando o método de 

(Singleton & Rossi, 1965) usando catecol como padrão. As folhas foram coletadas em papel 

alumínio e mantidas em gelo, posteriormente 100 mg do tecido foliar foram triturados com 3 

ml de metanol a 80% (V/V) num almofariz arrefecido. O extrato obtido foi centrifugado a 7500 

g por 15 min. O sobrenadante foi utilizado para medir a quantidade de compostos fenólicos 

usando uma mistura composta por 30 μl de extrato de cada amostra, 120 µl de carbonato de 

sódio 7% (Na2CO3) e 150 µl de reagente Folin-Ciocalteu 50% v/v, e protegida da luz por 30 

min. A absorbância foi lida a 765 nm em um espectrofotômetro de microplaca (Thermo 

Scientific™ Multiskan™). A solução de trabalho de catecol foi preparada nas concentrações de 

10, 20, 30, 40, 50, 140 µg.mL. 

 

2.10 Conteúdo de prolina 

Uma extração com ácido sulfosalicílico a 3% foi preparada a partir de 100 mg de tecido 

vegetal seco e 10 mL do extrator, incubados à temperatura ambiente por 60 min. 

Para a determinação de prolina, 1 mL de reagente de ninidrina ácida recém-preparado 

(2,5 g de ninidrina dissolvidos em 60 mL de ácido acético e 40 mL de ácido fosfórico) foi 

misturado com 0,5 mL do extrato da planta e aquecido a 100 °C por 60 minutos. Finalmente, a 

absorbância foi medida a 520 nm. O conteúdo de prolina foi estimado comparando a 

absorbância com uma curva padrão de L-prolina (Sigma-Aldrich). Os resultados foram 

expressos em µmolg-1. 

 

2.11 Quantificação dos níveis de peróxido de hidrogênio e peroxidação lipídica 

A concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi determinada de acordo com 

Velikova e colaboradores (2000). Para isso, amostras de folhas e raízes previamente maceradas 

em nitrogênio líquido com polivinilpirrolidona (PVPP) foram homogeneizadas com 1,5 mL de 

ácido tricloroacético (TCA) 0,1%. O homogeneizado foi centrifugado a 840 g por 10 minutos. 

Posteriormente, alíquotas de 90 µL do sobrenadante foram adicionados de 45 µL de tampão 

fosfato 10 mM (pH 7) e 90 µL de iodeto de potássio 1 M (IK). A concentração de H2O2 do 

sobrenadante foi calculada comparando sua absorbância a 390 nm com uma curva de calibração 

padrão de H2O2 (250µM) e a concentração foi expressa como µmol g biomasssa-1. 



77 
 

 

A peroxidação lipídica foi realizada de acordo com o protocolo de Buege & Aust, 

(1978), quantificando no espectrofotômetro o complexo formado entre o ácido tiobarbitúrico 

(TBA) e o malondialdeído (MDA) que deriva da degradação lipídica devido à sua peroxidação.  

A quantificação da complexo formado foi feita a 535 nm e 600 nm, e expressa em nmol de 

malondialdeído (MDA) por grama de biomassa (nmol gbiomassa-1).  

 

2.12 Proteínas e enzimas antioxidantes 

Para análise de proteínas e enzimas, 200 mg de tecidos vegetais (folha e raiz) foram 

moídos em almofariz com nitrogênio líquido e 0,1% de PVPP até obter um pó fino. 

Seguidamente, foi adicionado 1,5 mL de tampão (fosfato de potássio 400 mM, pH 7,8; EDTA 

10 mM e ácido ascórbico 200 mM). A mistura foi centrifugada a 840 g por 10 minutos. O 

sobrenadante foi imediatamente coletado e congelado a -20°C para ser usado na quantificação 

de proteínas e enzimas antioxidantes (Biemelt et al., 1998). 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) EC, EC (1.15.1.1) foi determinada de 

acordo com o método proposto por Giannopolitis & Ries (1977) com base na capacidade dessa 

enzima de inibir a redução química do azul de nitro-tetrazólio (NBT) induzida pela luz. A 

atividade enzimática foi determinada a 560 nm em um espectrofotômetro de microplaca 

(Thermo Scientific™ Multiskan™). Uma unidade de atividade da SOD foi definida como a 

quantidade de enzima que inibiu em 50% a redução química (fotooxidação) do NBT induzida 

pela luz e expressa como uma unidade de enzima mg –1 de proteína. 

A atividade da catalase (CAT, EC. 1.11.1.6) foi avaliada seguindo a cinética do 

consumo de H2O2 a 240 nm; 15 em 15 segundos por 3 min, de acordo com o método 

estabelecido por Havir & McHale (1987). A atividade da CAT foi calculada com base no 

coeficiente de extinção molar do H2O2 (ε =36 mM- 1 cm-1) e relatado como milimoles de H2O2 

reduzido min-1 mg-1 de proteína. 

A atividade de ácido ascórbico peroxidase (APX, EC. 1.11.1.11) foi determinada 

avaliando as mudanças de absorbância a 290 nm em períodos de 15 em 15 segundos por 3 min, 

seguindo a metodologia descrita porNakano & Asada (1981). A atividade APX foi calculada 

com base no coeficiente de extinção molar do ascorbato (ε = 2,8 mM-1 cm-1) e expressa em 

milimoles de ascorbato oxidado min-1 mg-1 de proteína.  
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Para a determinação de proteína solúvel, foi usando o método de Bradford com o reagente 

Comassie-blue G-250. A leitura foi feita a 595 nm e uma curva padrão foi feita com albumina 

de soro bovino (Bradford, 1976). 

 

2.13 Quantificação de hormônios endógenos (auxinas e ácido salicílico) em plantas de 

batata inoculadas e sob estresse térmico. 

Cinco repetições para cada tratamento foram usadas para analisar os hormônios 

endógenos em folhas de batata cv Ágata após de 10 dias de recuperação do estresse térmico. 

A extração e quantificação de auxinas (AIA) foi realizada conforme o protocolo descrito 

por Anthony & Street (1970). O material vegetal (60 mg de tecido foliar fresco) foi moído em 

um almofariz com nitrogênio líquido e foi ressuspendido em tampão Na-fosfato 0,01 M, pH 7. 

A absorbância do sobrenadante foi medida a 530 nm em um espectrômetro de microplaca 

(Thermo Scientific™ Multiskan™). O branco consistiu em tampão Na-fosfato 0,01 M, pH 7. 

Uma curva padrão foi realizada com AIA comercial. Os resultados obtidos foram expressos em 

μg de AIA por mg de tecido fresco (µg AIA.mg-1biomassa fresca). 

Para a determinação do ácido salicílico (AS) endógeno, foram utilizados 100 mg de 

tecido vegetal de acordo com o protocolo proposto por Paul & Vineetha (2014) e modificado 

por El-Alwany & Banni (2022). O método do cloreto férrico baseia-se na reação do ácido 

salicílico com cloreto férrico (FeCl3) para formar um complexo colorido (salicilato férrico). A 

intensidade da cor formada é proporcional à concentração de ácido salicílico presente na 

amostra. A quantificação foi realizada medindo-se a absorbância do complexo no comprimento 

de onda de 540 nm, o branco utilizado foi o etanol puro. Previamente foi realizada uma curva 

padrão de e ácido salicílico comercial dissolvido em etanol nas concentrações de 

5,10,15,20,30,40 e 50 µg mL-1. 

 

2.14 Análise estatística 

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-

Wilk. Posteriormente, foi realizada análise de variância e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey com um nível de significância de p < 0,05 utilizando o software INFOSFAT  (Di Rienzo 

et al., 2020). Os dados são expressos como média ± erro padrão. Os gráficos foram plotados 

usando o software INFOSFAT.  
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3. RESULTADOS  

3.1 Efeito da biotização com consórcios microbianos no crescimento de micro plantas de 

batata cv Ágata. 

A promoção do crescimento das micro plantas inoculadas com os consórcios 

microbianos foi evidente. Em relação à parte aérea, os consórcios T2 (A. brasilense Ab-V5+B. 

megaterium) e T3 (A. brasilense Ab-V5+R. tropici CIAT 899) promoveram significativamente 

o crescimento das micro plantas, com aumentos do comprimento em 55 e 50% em relação às 

micro plantas não inoculadas. O comprimento da raiz foi ainda mais promovido com o 

consórcio (A. brasilense Ab-V5+B. megaterium), com aumentos significativos de 2 vezes em 

relação ao comprimento das micro plantas não inoculadas. O consórcio T3 (A. brasilense Ab-

V5+R. tropici CIAT 899) aumentou 1.5 vez e o tratamento T1(A. brasilense Ab-V5+B. subtilis) 

não resultou em diferenças significativas comparado ao controle (Fig.1A). Com relação à 

biomassa seca da parte aérea, os mesmos tratamentos T2 e T3 apresentaram aumentos de 70 e 

55% respectivamente e na biomassa da raiz o aumento foi de 50 e 39% em comparação ao 

controle (Fig. 1B). Os diferentes efeitos dos consórcios microbianos na promoção do 

crescimento de micro plantas de batata podem ser observados na figura 1C. 

 

 

Figura 1. Efeito da biotização no crescimento de micro plantas de batata cv Ágata após de 30 dias em condições 

in vitro. (A)  Comprimento da parte aérea e raiz, (B) biomassa seca da parte aérea e raiz e (C) fotografia do 
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desenvolvimento das micro plantas biotizadas e comparadas com o controle não inoculado. T1: Azospirillum 

brasilense + Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 

0004); T3: Azospirillum brasilense + Rhizobium tropici (Ab-V5 + CIAT 899) e Controle: Não inoculado. Médias 

com letra comum não são significativamente diferentes (p < 0,05) n=8. 

 

Em relação ao número de nós o consórcio A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium 

beneficiou o crescimento do caule das micro plantas, aumentando o número de nós em até 1,5 

vez em comparação às micro plantas não inoculadas, seguido do consórcio A. brasilense Ab-

V5 + R. tropici CIAT 899 com incrementos de 1,3 vez. O tratamento T1 (A. brasilense Ab-

V5+B. subtilis) não resultou em diferenças significativas em relação ao controle (Fig. 2A). 

Quando as micro plantas de batata foram transferidas de condições in vitro para in vivo, 

a sobrevivência do grupo controle foi de 70±8% (Fig. 2B) e a inoculação dos consórcios 

microbianos (T1, T2 e T3) aumentou significativamente a sobrevivência. A porcentagem maior 

foi com o consórcio T2 (A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium), com 87±5%, seguido pelo 

consórcio T3 (A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899) com 83 ±3%, correspondendo a 

aumentos na adaptação das plantas de 1,2 e 1,1 vez, respectivamente (Fig. 2B). O tratamento 

T1 não tive diferenças significativas em relação ao controle e os outros tratamentos. 
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Figura 2. Efeito da biotização no número de nós e taxa de sobrevivência de micro plantas de batata cv Ágata após 

de 30 dias em condições in vitro. (A)  Número de nós e (B) taxa de sobrevivência. T1: Azospirillum brasilense + 

Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 0004); T3: 

Azospirillum brasilense + Rhizobium tropici (Ab-V5 + CIAT 899) e Controle: Não inoculado. Médias com letra 

comum não são significativamente diferentes (p < 0,05) n=8. 

 

3.2 Consórcios microbianos regulam o crescimento da batata sob estresse térmico. 

Nossos resultados mostraram que apesar do aumento no estresse térmico, o tratamento 

T2 (A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium) promoveu aumento de 1,3 vez no comprimento da 

parte aérea e 15 vez na raiz em relação ao T4 não inoculado sob estresse, e ainda aumento 

significativo de 12 vez no crescimento da raiz, em comparação com o controle não inoculado e 

sem estresse (T5) (Fig. 3). Da mesma forma, o tratamento T3 (A. brasilense Ab-V5 + R. tropici 

CIAT 899) diferiu de forma significativa com o tratamento controle sob estresse, de 11 vez na 

parte aérea e 1,2 na raiz. O consórcio T1 (A. brasilense Ab-V5 + B. subtilis) foi afetado 

negativamente pelo estresse térmico, apresentando valores iguais ao controle não inoculado sob 

estresse (Fig. 3A). Da mesma forma, a interação planta-microrganismo dos tratamentos T2 e 

T3 reverteu o efeito negativo do estresse térmico sobre a biomassa seca, pois causou aumentos 

de 2 e 1,6 vezes, respectivamente, na biomassa aérea, e de 3 e 2 vezes na raiz em comparação 

com o controle não inoculado sob estresse (T4) (Fig. 3B). 

 Os tubérculos coletados após 10 dias de recuperação do estresse térmico do tratamento 

com o consórcio A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium apresentou quantidade e peso 

significativamente maiores (7,6 e 4,79 respectivamente) que os das plantas do controle, 

sugerindo efeito benéfico na formação e enchimento de tubérculos em plantas submetidas a 

estresse térmico. O sinergismo deste consórcio com a planta se reflete no aumento do número 

de tubérculos em 21% e no seu peso de 16% em comparação com as plantas não inoculadas e 

sem stress (Fig. 3C e D). O tratamento T3 também apresentou diferenças significativas em 

relação ao controle não inoculado e sob estresse, enquanto o consórcio T1 não apresentou 

diferenças com os controles. As diferenças nos atributos de crescimento e produção de plantas 

de batata entre consórcios microbianos e controles são representadas na Figura 3E.  
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Figura 3. Efeito da inoculação com consórcios microbianos no crescimento e produção de plantas de batata cv 

Ágata submetidas a estresse gradual térmico, com 60 dias de crescimento e avaliadas após de 10 dias de 

recuperação ao estresse. (A) Crescimento (B) biomassa seca (C) número de tubérculos (D) peso de tubérculos e 

(E) fotografia do desenvolvimento das plantas inoculadas e comparadas com o controle não inoculado com estresse 

e não inoculado sem estresse. T1: Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum 

brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 0004); T3: Azospirillum brasilense + Rhizobium  tropici (Ab-V5 + 

CIAT 899); T4: Não inoculado/com estresse e T5: Não inoculado/sem estresse. Médias com letra comum não são 

significativamente diferentes (p < 0,05) n=5. 

 

A formação dos tubérculos foi resultado do desenvolvimento dos estolões nas plantas 

de batata, onde ocorre um espessamento na ponta dos estolões que dão origem aos tubérculos. 

O maior número de estolões (3,8 estolões em média) formados nas plantas inoculadas com o 

consórcio A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium também explica o maior número de tubérculos 

neste tratamento. Os demais consórcios não diferenm significativamente dos controles (Fig. 
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4A). A Figura 4B mostra uma fotografia comparando o tratamento T2 A. brasilense Ab-V5 + 

B. megaterium com os controles não inoculados sob estresse e sem estresse. 

 

 

 

 

Figura 4. Efeito da inoculação com consórcios microbianos na formação de estolões em plantas de batata cv Ágata 

submetidas a estresse gradual térmico, com 60 dias de crescimento e avaliadas após de 10 dias de recuperação ao 

estresse. (A) Número de estolões (B) fotografia da formação de estolões das plantas inoculadas e comparadas com 

o controle não inoculado com estresse e não inoculado sem estresse. T1: Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis 

(Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 0004); T3: Azospirillum brasilense 

+ Rhizobium  tropici (Ab-V5 + CIAT 899); T4: Não inoculado/com estresse e T5: Não inoculado/sem estresse. 

Médias com letra comum não são significativamente diferentes (p < 0,05) n=5. 

 

 

3.3 Influência dos consórcios microbianos no teor de clorofila total, carotenoides e 

conteúdo relativo de água em extratos de folha de batata após do estresse e após dez dias 

de recuperação em casa de vegetação. 

A inoculação com consórcios microbianos não proporcionou diferenças significativas 

no teor de clorofila total avaliado no último estresse. No entanto, após 10 dias de recuperação, 

as plantas inoculadas com os tratamentos T2 (A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium) e T3 (A. 

brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899) aumentaram a produção total de clorofila em 49 e 

35%, respectivamente, em comparação com as plantas controle não inoculadas sob estresse 

(T4), também o tratamento T2 aumentou 1,6 vez o teor de clorofila em comparação com o 

tratamento não inoculado sem estresse (T5) (Fig. 5A). 
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Em relação ao teor de carotenoides, não houve diferenças significativas entre os 

consórcios microbianos e os controles na fase de estresse. Já na fase de recuperação, o maior 

valor foi observado nas plantas controle sem estresse (T5) com média de 1.27 mg g- 1. Os 

consórcios A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899 

tiveram valores com diferenças significativas em comparação com as plantas controle sob 

estresse (Fig. 5B). 

 

 

 

Fig. 5 Efeitos da inoculação de consórcios microbianos sobre (A) teor de clorofila total (B) carotenoides em plantas 

de batata mantidas sob condições de estresse térmico e após 10 dias de recuperação em casa de vegetação.T1: 

Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum brasilense + Bacillus megaterium 

(Ab-V5 + 0004); T3: Azospirillum brasilense + Rhizobium  tropici (Ab-V5 + CIAT 899); T4: Não inoculado/com 

estresse e T5: Não inoculado/sem estresse. As barras claras representam o estresse térmico e as escuras 

representam a fase de recuperação. Os valores (média ± erro padrão) de cada tratamento foram obtidos a partir de 

três repetições biológicas (n = 3). Letras diferentes representam dados significativamente diferentes de acordo com 

o teste de Tukey (P <0,05) 

 

 

Como esperado, o maior conteúdo relativo de água nas folhas foi observado nas plantas 

controle não estressadas (94%) se comparado àquele das plantas sob estresse. Os conteúdos de 

água dos tratamentos T2 (A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium) e T3 (A. brasilense Ab-V5 + 

R. tropici CIAT 899) foram significativamente maiores àqueles do controle não inoculado sob 

estresse, na ordem de 83,5 e 83 %, respectivamente. Tanto o tratamento inoculado com A. 

brasilense Ab-V5 + B. subtilis (T1) quanto o controle não inoculado (T4) foram afetados 

negativamente pelo estresse térmico. Na fase de recuperação, dos tratamentos inoculados (T1 e 

T2) tiveram diferenças significativas com o controle não inoculado sob estresse (Fig. 6). 
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Fig. 6 Efeitos da inoculação de consórcios microbianos sobre o conteúdo relativo de água em plantas de batata 

mantidas sob condições de estresse térmico e após 10 dias de recuperação em casa de vegetação. T1: Azospirillum 

brasilense + Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 

0004); T3: Azospirillum brasilense + Rhizobium  tropici (Ab-V5 + CIAT 899); T4: Não inoculado/com estresse 

e T5: Não inoculado/sem estresse. Os valores (média ± erro padrão) de cada tratamento foram obtidos a partir de 

três repetições biológicas (n = 3). Letras diferentes representam dados significativamente diferentes de acordo com 

o teste de Tukey (P <0,05) 

 

3.4 Estimativa de atividades antioxidantes não enzimáticas e enzimáticas em plantas de 

batata inoculadas e não inoculadas após  estresse térmico. 

3.4.1 Efeito de consórcios bacterianos no acúmulo de osmólitos (prolina), carotenoides e 

conteúdo de fenóis totais. 

O teor de prolina foi menor nas plantas não inoculadas sob estresse e com o consórcio 

A. brasilense Ab-V5 + B. subtilis (T1). No entanto, a inoculação de A. brasilense Ab-V5 + B. 

megaterium (T2) e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899 (T3) melhorou 

significativamente a síntese de osmólitos na condição de estresse, aumentando em 2 vezes o 

teor de prolina com o consórcio T2. Na fase de recuperação, apesar da diminuição do teor de 

prolina, os tratamentos T2 e T3 mantiveram diferenças significativas em relação aos controles 

não inoculados sob estresse e sem estresse (Tabela 2). 
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Os carotenoides são pigmentos naturais encontrados nas plantas e desempenham um 

papel importante na proteção contra o estresse oxidativo. Durante o estresse térmico, as plantas 

dos tratamentos T2 (A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium) e T3 (A. brasilense Ab-V5 + R. 

tropici CIAT 899) aumentaram a produção de carotenoides 1,7 e 1,2 vez respectivamente, como 

um efeito positivo para a planta se protegerem contra os danos causados pelos radicais livres. 

O tratamento T1 (A. brasilense Ab-V5 + B. subtilis) não se diferenciou significativamente dos 

controles não inoculados sob estresse e sem estresse. Na fase de recuperação, as plantas 

diminuíram os teores de carotenoides, porém o consórcio T2 manteve diferenças significativas 

com todos os outros tratamentos (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Teor de prolina e compostos fenólicos em folhas de plantas de batata inoculadas e 

não inoculadas sob estresse térmico e após 10 dias de recuperação em casa de vegetação. Letra 

diferente significa diferença significativa (p < 0,05) (n=3) 

 

Tratamentos 

Condições de 

Estresse 

 

Condições de 

recuperação 

Prolina 

(µmol mg-1 

tecido foliar) 

Fenóis totais 

(eq.catecol.mg-1 

tecido foliar) 

Prolina 

(µmol mg-1 

tecido foliar) 

Fenóis totais 

(eq.catecol.mg-1 

tecido foliar) 

 

(T1) A. brasilense + B. subtilis 

 

9.80 ± 0.40c 

 

9.26 ± 0.6c 

 

6.00 ± 0.28d 

 

7.22 ± 0.2bc 

(T2) A.brasilense + B. 

megaterium 

17.60 ± 0.41a 14.22 ± 0.12a 15.20 ± 0.36a 12.01 ± 0.1a 

(T3) A. brasilense + R. tropici 

CIAT 899 

13.40 ± 0.40b 10.28 ± 0.07b 10.20 ± 0.28b 8.36 ± 0.3b 

(T4) Controle não inoculado + 

estresse 

9.20 ± 0.39cd 8.05 ± 0.8cd 5.80 ± 0.20d 6.9 ± 0.8c 

(T5) Controle não inoculado 

sem estresse 

7.60 ± 0.40d 9.01 ± 0.2c 8.20 ± 0.36c 8.14 ± 0.3b 

 

 

3.4.2 Acúmulo de peróxido de hidrogênio e malondialdeído 

  

O acúmulo de peróxido de hidrogênio (H2O2) e malondialdeído (MDA) foi medido nas 

folhas e raiz das plantas inoculadas e não inoculadas após 10 dias de recuperação do estresse 

térmico como um indicador de estresse oxidativo. Plantas inoculadas com o consorcio A. 

brasilense Ab-V5 + B. megaterium (T2) apresentaram níveis significativamente reduzidos de 

5.18 µmol H2O2. g
-1 na folha e 3.48 µmol H2O2. g -1 na raiz, enquanto o consorcio A. brasilense 
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Ab-V5 + B. subtilis (T1) e plantas não inoculadas sob estresse térmico (T4) acumularam 7,14 

e 11,5 µmol H2O2. g -1nas folhas e concentraram na raiz valores de 7,06 e 10,82 µmol H2O2. g
-

1 respectivamente (Figura 7A).  

O malondialdeído (MDA) é o produto da peroxidação lipídica e pode servir como um 

marcador de estresse oxidativo. As plantas de batata do tratamento T2 e T3 também 

apresentaram níveis inferiores de de MDA em condições de estresse térmico tanto na folha 

quanto na raiz, em relação aos controles, observando-se uma maior redução no tecido radicular 

(Fig. 7B). O consórcio A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium (T2) foi mais eficaz, 

proporcionando uma redução com valores de 5,03 na folha e 3.99 µmol MDA g-1 na raiz, do 

que nas plantas controle não inoculadas sob estresse, que tiveram valores de 16,04 nas folhas e 

15,48 µmol MDA g-1 na raiz. Em temperaturas normais (T5), as plantas apresentaram valores 

intermediários de 5,08 na folha e 5,22 µmol MDA g
-1 na raiz. 

 

 

Fig. 7 Efeitos da inoculação de consórcios microbianos no acúmulo de (A) Peroxido de hidrogênio (B) 

malondialdehído em plantas de batata após 10 dias de recuperação ao estresse térmico. T1: Azospirillum brasilense 

+ Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 0004); T3: 

Azospirillum brasilense + Rhizobium  tropici (Ab-V5 + CIAT 899); T4: Não inoculado/com estresse e T5: Não 

inoculado/sem estresse. Os valores (média ± erro padrão) de cada tratamento foram obtidos a partir de cinco 

repetições biológicas (n = 5). Letras diferentes representam dados significativamente diferentes de acordo com o 

teste de Tukey (P <0,05) 
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3.4.3 Capacidade de regulação de Antioxidantes enzimáticos por consórcios microbianos em 

plantas de batata sob estresse térmico.  

 

Na atividade da superóxido dismutase (SOD), os resultados indicaram que houve 

aumento da atividade enzimática em todas as plantas sob estresse. No entanto, uma melhora 

significativa na atividade de SOD de plantas tratadas com A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium 

(T2) e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899 (T3) foi observada em comparação com 

plantas de controle de estresse térmico, com aumento de 1,2 vez nas folhas e aumento de 1,3 

vez nas raízes (Fig. 8A). 

As plantas acumularam maiores quantidades de H2O2 e MDA durante o estresse 

térmico. Portanto, espera-se que a atividade da enzima catalase (CAT) também aumente. Como 

pode ser visto na figura (Fig. 8B) a atividade CAT teve aumentos de 23% nas folhas e 25% nas 

raízes com o consorcio A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium (T2) em comparação com as 

plantas não inoculadas e sob estresse. Sem estresse, as plantas não inoculadas apresentaram 

valores médios de 112 Unidades de CAT (mg-1 de proteína) nas folhas e raízes. Na enzima 

Ascorbato peroxidase (APX) em comparação com as plantas controle sob estresse térmico, 

observou-se uma melhora significativa dessa enzima nas plantas de batata inoculadas com o 

tratamento A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium (T2) e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 

899 (T3) onde a quantidade da enzima quase dobrou. O consorcio A. brasilense Ab-V5 + B. 

subtilis (T1) não teve diferenças significativas com os controles (Fig. 8C). O conteúdo de 

proteína solúvel também aumentou nas plantas de batata sob estresse (Fig. 8D). Maior produção 

de proteína foi observada nas plantas tratadas com o consórcio T2 apresentando aumentos de 

41% nas raízes e 34% nas folhas. Tanto nas enzimas quanto no teor de proteína, observou-se 

uma tendência de maior efeito benéfico dos consórcios na raiz. 
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Fig. 8 Efeitos da inoculação de consórcios microbianos na atividade enzimática em plantas de batata após 10 dias 

de recuperação ao estresse térmico. (A) SOD (B) CAT (C) APX (D) proteína. T1: Azospirillum brasilense + 

Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 0004); T3: 

Azospirillum brasilense + Rhizobium  tropici (Ab-V5 + CIAT 899); T4: Não inoculado/com estresse e T5: Não 

inoculado/sem estresse. Os valores (média ± erro padrão) de cada tratamento foram obtidos a partir de cinco 

repetições biológicas (n = 5). Letras diferentes representam dados significativamente diferentes de acordo com o 

teste de Tukey (P <0,05) 

 

3.5 Efeitos dos consórcios microbianos no conteúdo de hormônios endógenos de plantas 

de batata após sua recuperação. 

 

Os teores de auxina endógena (AIA) e ácido salicílico foram avaliados em tecido foliar 

das plantas de batata inoculadas e não inoculadas após 10 dias de recuperação do estresse 

térmico (Fig.9). Os resultados das auxinas mostraram um aumento significativo no teor de AIA 

nos tratamentos A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium (T2) e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici 

CIAT 899 (T3) (1,3 e 1,2 vez, respectivamente), enquanto o consórcio T1 (A. brasilense Ab-

V5 + B. subtilis) não apresentou diferenças significativas com os controles. O conteúdo de ácido 

salicílico apresentou uma resposta diferente, uma vez que nenhum dos consórcios bacterianos 

resultou em diferenças significativas em relação aos controles.  
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Fig. 9 Conteúdo de hormônios endógenos (auxinas e ácido salicílico) em plantas de batata após 10 dias de 

recuperação ao estresse térmico. T1: Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis (Ab-V5 + 0104); T2: Azospirillum 

brasilense + Bacillus megaterium (Ab-V5 + 0004); T3: Azospirillum brasilense + Rhizobium  tropici (Ab-V5 + 

CIAT 899); T4: Não inoculado/com estresse e T5: Não inoculado/sem estresse. Os valores (média ± erro padrão) 

de cada tratamento foram obtidos a partir de cinco repetições biológicas (n = 5). Letras diferentes representam 

dados significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (P <0,05) 

 

4. DISCUSSÃO 

 

4.1 Promoção de crescimento de micro plantas biotizadas com consórcios microbianos 

 

Em nosso estudo, foi evidenciado o benefício da biotização com consórcios microbianos 

baeados em Azospirillum brasilense Ab-V5 combinado com as bactérias Bacillus megaterium 

e Rhizobium tropici CIAT899, tanto na promoção do crescimento quanto na adaptação das 

micro plantas às condições in vivo. O tratamento T2 (Azospirillum brasilense Ab-V5+ Bacillus 

megaterium) se destacou em todos os parâmetros avaliados em condições in vitro, com destaque 

no maior desenvolvimento radicular que poderia ter influenciado uma maior porcentagem de 

plantas adaptadas às condições in vivo. A sobrevivência das micro plântulas após o transplante 

é fator determinante da viabilidade econômica do uso da técnica de micropropagação 

(Kargapolova et al., 2020). Diferentes argumentos têm sido propostos para explicar como as 

rizobactérias beneficiam as plantas. Elas incluem sua capacidade de produzir fitohormônios ou 

reguladores de crescimento, como ácido indol acético (AIA), citocininas e giberelinas 

(Albdaiwi et al., 2019). 
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4.2 Influência de consórcios microbianos no crescimento e produção de plantas de batata 

sob estresse térmico 

 

A batata é sensível ao calor e seu crescimento, rendimento e qualidade do tubérculo são 

fortemente influenciados pelo estresse térmico. Altas temperaturas causam alterações 

anatômicas, fisiológicas, morfológicas e moleculares (Trapero‐Mozos et al., 2018) e o uso de 

microrganismos promotores de crescimento está sendo cada vez mais estudado para neutralizar 

seus efeitos (Khan et al., 2020). Em nosso trabalho, os consórcios formados pelas cepas A. 

brasilense Ab-V5 e B. megaterium exerceram efeitos positivos nas características morfológicas 

das plantas de batata, o que confirma que o estado fisiológico das plantas inoculadas com este 

consórcio poderia, portanto, ser uma explicação para a maior tolerância ao estresse térmico. Da 

mesma forma, foi observada variação na produtividade de tubérculos das plantas inoculadas e 

não inoculadas após o estresse, expressa pelasdiferenças no número de tubérculos e seus pesos. 

As plantas tratadas com os consórcios A. brasilense Ab-V5 com B. megaterium e R. tropici 

CIAT 899 apresentaram capacidade de sustentar maior número de tubérculos e com maior peso, 

apesar da implementação do estresse térmico na fase fenológica de formação de estolões e 

enchimento de tubérculos. Os benefícios desses consórcios podem ser por seus mecanismos de 

ação na promoção do crescimento, como é a produção de fitohormônios.  

As BPCV promovem o crescimento e rendimento das plantas através de vários 

mecanismos (Kaushal & Wani, 2016). Algumas cepas (por exemplo, Azospirillum brasilense, 

Bacillus megaterium, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens) modulam diretamente a 

fisiologia da planta através da biossíntese de hormônios vegetais e produção de enzimas como 

a ACC deaminase; outras aumentam a absorção de nutrientes e nitrogênio sob condições 

estressantes, avaliaram duas cultivares de batata sob estresse hídrico, a cultivar Santae (tolerante 

à seca) e a cv PRI-Red (sensível à seca) e foram inoculadas com Bacillus subtilis HAS31, 

mostrando o efeito benéfico da cepa altamente significativo no crescimento da cultura e na 

produção de tubérculos. No entanto, em nosso trabalho, o consórcio formado pelas cepas A. 

brasilense Ab-V5 e B. subtilis produziu efeito negativo tanto na fase in vitro das plantas de 

batata quanto durante o estresse. Essa diminuição pode ser devido à interferência negativa  nos 

mecanismos de interação entre plantas e o consórcio, bem como possíveis interações negativas 
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entre as próprias bactérias, um vez que o uso de Azospirillum em outras combinações foi 

benéfico (Lobo et al., 2023). 

 

4.3 Compostos modulados por consórcios microbianos envolvidos na tolerância ao 

estresse térmico em plantas de batata 

 

A clorofila serve como um indicador valioso da saúde geral da planta (Padilla et al., 

2018). Em nossa pesquisa, o teor de clorofila total diminuiu nas folhas de todas as plantas 

submetidas ao estresse térmico. O tratamento T2 (A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium) teve 

uma diminuição de 23% em comparação com as plantas controle não inoculadas e não 

estressadas. Entretanto, comparando o tratamento T2 com as plantas não inoculadas e sob 

estresse, o teor de clorofila foi 1.7 vezes maior, demonstrando que a taxa de degradação total 

da clorofila em plantas tratadas com o consorcio T2 foi mais lenta do que em plantas sem 

inoculação. Na fase de recuperação, dois consórcios microbianos (A. brasilense Ab-V5 + B. 

megaterium e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899) aumentaram significativamente o 

conteúdo de clorofila total com valores máximos de 39%.  O teor de carotenoides tanto na fase 

de estresse quanto de recuperação, não tiveram diferenças significativas. Barbosa et al. (2008) 

relataram que, de maneira geral, o teor de carotenoides é mais baixo em relação aos demais 

pigmentos fotossintetizantes. 

Em outros estudos, foi demonstrado que um consórcio entre B. subtilis, B. thuringiensis 

e B. megaterium aumentaram significativamente as atividades metabólicas, incluindo clorofila, 

riboflavina, L-asparagina e conteúdo de aspartato, em plantas de grão de bico (Cicer arietinum) 

sob estresse hídrico (Meenakshi et al., 2019). 

A capacidade das BPCV de melhorar o teor de água em plantas estressadas tem sido 

relacionada principalmente ao aumento de reguladores de crescimento, como auxinas e ácido 

abscísico, nas plantas, bem como à produção de solutos compatíveis, como a prolina (Filgueiras 

et al., 2019). O teor relativo de água é um dos parâmetros importantes que determinam o nível 

de tolerância ao estresse abiótico nas plantas. A redução do teor de água nas folhas resulta no 

fechamento do poro dos estômatos, na diminuição da fotossíntese e na aceleração dos processos 

de senescência (M. Kaushal & Wani, 2016). No presente estudo, os consórcios microbianos A. 

brasilense Ab-V5 + B. megaterium e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899 melhoraram 
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o teor de água durante o estresse e na fase de recuperação, o que também pode estar relacionado 

à capacidade das raízes de aumentar a absorção de água.   

Esses mesmos consórcios, além de melhorarem o teor de clorofila e conteúdo da água 

nas folhas, também tiveram papel positivo no acúmulo de prolina e fenóis, tanto no estresse 

quanto na fase de recuperação. O acúmulo de osmoprotetores é uma das respostas comuns na 

planta à mudança no potencial osmótico (Bresson et al., 2013). Os tratamentos T2 e T3 tiveram 

maiores acúmulos de prolina e fenóis com valores significativos em comparação às plantas não 

inoculadas. 

No entanto, foi relatado que a inoculação com bactérias benéficas pode diminuir o teor 

de prolina em comparação com plantas estressadas não inoculadas, conforme relatado por 

Bruno et al. (2020) que observaram uma diminuição significativa na concentração de prolina 

em plantas de sorgo inoculadas com três cepas potenciais redutoras de cromo e termotolerantes 

(CRT-PGPB) de locais contaminados com Cr e identificadas como Bacillus cereus TCR17, 

Providencia rettgeri TCR21 e Myroides odoratimimus. As plantas utilizam o acúmulo de 

prolina como fonte de carbono e nitrogênio para sobreviver, esses são mecanismos comuns  que 

as plantas utilizam para manter seu conteúdo de água quando são inoculadas com bactérias 

promotoras de crescimento e quando estão sob estresse hídrico (Odoh, 2017). 

4.4 Consórcios microbianos reduzem alterações bioquímicas em plantas de batata 

induzidas por estresse térmico 

As plantas, quando são confrontadas com o estresse, acumulam espécies reativas de 

oxigênio (ERO), como o peróxido de hidrogênio H2O2, e produtos degradados da peroxidação 

dos lipídios, como MDA, formaldeído, que causam danos aos tecidos vegetais durante a 

exposição ao estresse (Mano et al., 2019). Para evitar o efeito adverso das ERO, as plantas 

induzem um sistema de defesa antioxidante que elimina o excesso desses radicais (Sarker et al., 

2020). Nossos resultados indicaram que o equilíbrio osmótico e os altos teores de clorofila nos 

consórcios A. brasilense Ab-V5 com B. megaterium e R. tropici CIAT 899 contribuíram para a 

prevenção de dano celular, menor acúmulo de H2O2 e MDA. Em um estudo com plantas de 

arroz co-inoculadas com três isolados de Bacillus sp., mostraram melhor controle da 

peroxidação lipídica em plantas inoculadas em condições normais e de estresse salino, em 

comparação com plantas controle (Khan et al., 2021). 

As principais enzimas antioxidantes que desempenham um papel eficaz na remoção de 

EROS são superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (Khan 
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& Bano, 2019). Nossos resultados mostram que as plantas de batata inoculadas com A. 

brasilense Ab-V5 + B. megaterium e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899 mantiveram 

um sistema enzimático eficiente para enfrentar o estresse térmico e garantir a recuperação das 

plantas. O consórcio A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium aumentou principalmente as 

quantidades de antioxidantes não enzimáticos e as atividades de enzimas relacionadas ao 

sistema antioxidante em plantas de batata.  

Outros estudos já mostraram o efeito positivo de consórcios para aliviar o estresse em 

plantas. A coinoculação do fungo micorrízico arbuscular (Glomus mosseae) e da bactéria 

promotora de crescimento (Pseudomonas mendocina) na cultura de alface (Lactuca sativa L.) 

aumentou os níveis da enzima catalase em condições de seca (Kohler et al., 2008), enquanto 

Fukami et al. (2017) mostraram efeito positivo da inoculação  de Azospirillum brasilense Ab-

V5 e Ab-V6 e de seus metabólitos na expressão de genes relacionados à síntese da enzima SOD 

e das enzimas sequestradoras de H2O2 (CAT e APX) em folhas e raízes de milho.   

4.5 Regulação de fitohormônios endógenos pelos consórcios microbianos  

Vários autores sugeriram uma relação direta entre o crescimento da planta e a produção 

de AIA por bactérias (Hamid et al., 2021; Jacoby & Kopriva, 2019; Sayyed R.Z, 2019; Mohanty 

et al., 2021). A produção de AIA por rizobactérias é considerada um atributo de BPCV mais 

importantes em condições de estresse (Bhupenchandra et al., 2020), já sendo relatadas nas 

espécies usadas nesse estudo (Caradonia et al., 2020; Fatima & Arora, 2021; Ilyas et al., 2020). 

Em nossos resultados, os consórcios microbianos A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium 

e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899 possivelmente influenciaram a modulação do teor 

de auxinas nas plantas após a recuperação do estresse térmico, pois o teor de AIA variou 

significativamente nesses tratamentos em comparação com plantas não inoculadas sob estresse 

e sem estresse. Tem sido sugerido que o AIA secretado por bactérias da rizosfera pode interferir 

no crescimento e desenvolvimento da planta, uma vez que isso pode alterar o nível de AIA 

endógeno da planta (Castillo et al., 2015; Saravanakumar & Samiyappan, 2007). 

Embora alguns estudos tenham mostrado que inoculantes bacterianos possam melhorar 

os níveis endógenos de SA e, portanto, contribuir para o crescimento e desenvolvimento de 

plantas sob condições de estresse abiótico (Shahzard et al., 2017), alterações significativas nos 

níveis desses hormônios nas plantas inoculadas após recuperação do estresse térmico não foram 

observadas em nosso estudo. Isso poderia sugerir que os níveis desse hormônio foram ajustados 

durante o tempo de recuperação.   
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5. CONCLUSÃO 

Dois dos consórcios microbianos (A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium e A. brasilense 

Ab-V5 + R. tropici CIAT 899) melhoraram a maioria das variáveis analisadas, mostrando seu 

potencial para beneficiar o crescimento da batata e melhorar sua resistência ao estresse térmico. 

O consorcio A. brasilense Ab-V5 + B. megaterium se destacou em todos os parâmetros 

avaliados tanto em condições normais quanto em condições de estresse, aumentando o conteúdo 

de hormônios endógenos que refletem no aumentou da biomassa das plantas, desenvolvimento 

radicular e maior número de estolões que se refletiu no número e peso dos tubérculos. A 

inoculação com este consórcio também ajudou as plantas a ativarem fortemente a atividade 

enzimática, contribuindo para reduzir a carga de ERO nas plantas após do estresse térmico. Os 

resultados obtidos neste estudo foram promissores, apoiando o uso dos consórcios bacterianos 

como uma abordagem sustentável e sem impacto negativo no meio ambiente para aumentar o 

desempenho das plantas de batata em condições de estresse abiótico e reforçam a importância 

de pesquisas adicionais para elucidar as interações entre microrganismos, vislumbrando a 

produção de inoculantes mistos como uma alternativa de maior sucesso à biotecnologia 

microbiana. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A inoculação de bactérias individuais e consórcios microbianos em plantas de batata in 

vitro e in vivo provou ser uma estratégia eficaz para melhorar a adaptação e produção das 

plantas sob condições de estresse térmico. A resposta é dependente das espécies bacterianas 

usadas. A presença de consórcios microbianos em plantas de batata sob estresse térmico pode 

ter contribuído para a melhoria da tolerância das plantas através da ativação de mecanismos de 

defesa e da regulação do estresse oxidativo, por tanto pode ser considerada como uma estratégia 

sustentável para melhorar a produção agrícola em condições de estresse. 

 O papel das bactérias promotoras do crescimento vegetal como ferramenta para reduzir 

o estresse abiótico tem sido extensivamente documentado. Apesar dos avanços científicos, é 

crucial obter uma compreensão mais completa e aprofunda dos mecanismos de resposta 

desencadeados pelos microrganismos, a fim de melhorar o crescimento vegetal e aumentar o 

rendimento das culturas através da utilização de técnicas e estratégias que ajudem a lidar com 

as mudanças climáticas de forma mais eficaz. 

Além disso, graças aos atuais avanços tecnológicos, temos a capacidade de fornecer uma 

solução que permita desenhar, formular e aplicar inoculantes bacterianos com o propósito de 

melhorar a capacidade das plantas para resistir ao stress abiótico. 

Uma nova geração de inoculantes bacterianos destinados a mitigar o estresse abiótico 

em plantas se beneficiaria de iniciativas recentes envolvendo a bioprospecção de consórcios 

formados com diferentes cepas. 

 

 

 

 


