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RESUMO GERAL

O morangueiro é uma planta de grande interesse mundial, cuja producédo pode ser realizada por
micropropagagao in vitro, permitindo a obtencdo de microplantas a partir de uma planta mée
em condigdes de assepsia, com posterior transplante para condigOes ex vitro, etapa crucial para
a sobrevivéncia. Nesta pesquisa, avaliou-se o efeito de dez bactérias promotoras de crescimento
vegetal na biotizacdo durante a micropropagacdo in vitro e na adaptacdo ex vitro, além de
caracterizar a comunidade bacteriana endofitica em plantas de morangueiro ao longo de trés
geragOes da cultivar San Andreas. Os géneros Bacillus, Azospirillum e Rhizobium destacaram-
se pela fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos e potassio, bem como pela producéo de
enzimas hidroliticas, ter efeitos benéficos na biotizacdo e a re-inoculagéo ex vitro induzindo
modulacdes fisioldgicas e bioquimicas nas plantas. A caracterizacdo da comunidade endofitica
revelou uma reducdo na diversidade de filos ao longo do cultivo in vitro, com predominancia
do filo Actinobacteriota. Em contraste, a planta-mé&e apresentou maior diversidade microbiana,
com predominio dos filos Firmicutes, Actinobacteriota e Proteobacteria, evidenciando
mudanc¢as no microbioma bacteriano ao longo do processo de micropropagacdo. Assim, a
biotizacdo com bactérias promotoras do crescimento vegetal surge como uma alternativa
promissora para a reposicao e recuperacdo da microbiota de microplantas cultivadas in vitro,
podendo favorecer sua adaptacdo ao ambiente ex vitro. Desta forma, o uso individual ou em
consorcios dessas bactérias poderia reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos e promover
uma agricultura mais sustentavel.

Palavras-chave: Biotizacdo; Micropropagacdo; Morangueiro; BPCV; interacdo planta-
microrganismo; Metataxondmica.



GENERAL ABSTRACT

Strawberry (Fragaria x ananassa) is a globally important crop, and its production can be
achieved through in vitro micropropagation. This technique enables the generation of
microplants from a mother plant under aseptic conditions, followed by transplantation to ex
vitro conditions, a crucial stage for survival. This study evaluated the effect of ten plant growth-
promoting bacteria (PGPB) on biotization during in vitro micropropagation and ex vitro
acclimatization, as well as characterized the endophytic bacterial community in strawberry
plants across three generations of the San Andreas cultivar. The genera Bacillus, Azospirillum,
and Rhizobium stood out due to their ability to fix nitrogen, solubilize phosphate and potassium,
and produce hydrolytic enzymes, having beneficial effects on biotization. Additionally, ex vitro
re-inoculation induced physiological and biochemical modulations in the plants.
Characterization of the endophytic community revealed a reduction in phylum diversity
throughout in vitro cultivation, with a predominance of the phylum Actinobacteriota. In
contrast, the mother plant exhibited greater microbial diversity, with a predominance of the
phyla Firmicutes, Actinobacteriota, and Proteobacteria, highlighting changes in the bacterial
microbiome during the micropropagation process. Thus, biotization with plant growth-
promoting bacteria emerges as a promising strategy for restoring and replenishing the
microbiota of in vitro-cultivated microplants, potentially enhancing their adaptation to ex vitro
conditions. Therefore, the individual or consortium application of these bacteria could reduce
dependence on chemical fertilizers and promote more sustainable agriculture.

Keywords: Biotization; Micropropagation; Strawberry; PGPB; Plant-microorganism
interaction; Metataxonomic.



INDICADORES DE IMPACTO

O presente trabalho focou na biotizacdo com bactérias promotoras de crescimento na
micropropagacdo do cultivo de morangueiro, bem como na caracterizacdo da comunidade
microbiana endofitica associada. Esta pesquisa tem o potencial de gerar impactos significativos
nos ambitos ambiental, social e econdmico. No aspecto ambiental, o uso de bactérias
promotoras de crescimento pode reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos e pesticidas,
diminuindo a contaminacdo do solo, da dgua e do ar, além de promover préaticas agricolas mais
sustentaveis. Ademais, contribui para a biodiversidade microbiana e melhora a salde dos
ecossistemas agricolas.

No ambito social, essa abordagem pode beneficiar pequenos agricultores ao reduzir 0s
custos de producdo, substituindo insumos quimicos caros por alternativas biologicas. 1sso, por
sua vez, pode melhorar a seguranca alimentar e a qualidade de vida em comunidades rurais,
gerando empregos e fortalecendo a economia local.

Do ponto de vista econémico, a aplicagdo de bactérias promotoras de crescimento
poderia influenciar na producéo, rendimentos e qualidade das plantas de morangueiro. Além
disso, fomenta a inovacdo na agricultura, abrindo novas oportunidades para pesquisa e
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis.

Dessa forma, este trabalho contribui para o cumprimento de sete dos 17 Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel propostos pela ONU, entre eles: Erradicacdo da Pobreza; Fome
Zero e Agricultura Sustentavel; Salde e Bem-Estar; Trabalho Decente e Crescimento
Econbémico; Consumo e Producdo Responsaveis; A¢do Contra a Mudanca Global do Clima; e
Vida Terrestre. Assim, os resultados desta pesquisa reforcam a importancia das bactérias
promotoras de crescimento como uma ferramenta essencial para transformar a agricultura em

um modelo mais sustentavel, eficiente e equitativo.



INPACT INDICATORS

This study focused on biotization with growth-promoting bacteria in the
micropropagation of strawberry crops, as well as on the characterization of the associated
endophytic microbial community. This research has the potential to generate significant impacts
in the environmental, social and economic spheres. In the environmental aspect, the use of
growth-promoting bacteria can reduce dependence on chemical fertilizers and pesticides,
reducing soil, water and air contamination, in addition to promoting more sustainable
agricultural practices. In addition, it contributes to microbial biodiversity and improves the
health of agricultural ecosystems.

In the social sphere, this approach can benefit small farmers by reducing production
costs, replacing expensive chemical inputs with biological alternatives. This, in turn, can
improve food security and quality of life in rural communities, generating jobs and
strengthening the local economy.

From an economic perspective, the application of growth-promoting bacteria could
influence the production, yield and quality of strawberry plants. Furthermore, it fosters
innovation in agriculture, opening up new opportunities for research and development of
sustainable technologies.

In this way, this work contributes to the fulfillment of seven of the 17 Sustainable
Development Goals proposed by the UN, including: No Poverty; Zero Hunger and Sustainable
Agriculture; Good Health and Well-Being; Decent Work and Economic Growth; Responsible
Consumption and Production; Climate Action; and Life on Land. Thus, the results of this
research reinforce the importance of growth-promoting bacteria as an essential tool for

transforming agriculture into a more sustainable, efficient and equitable model.
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1 INTRODUCAO GERAL

O morangueiro (Fragaria ananassa Duch) é uma das frutas mais consumidas
mundialmente devido as suas propriedades organolépticas, nutracéuticas e sensoriais, que
oferecem diversos beneficios a saide humana (Bombarely et al., 2010; Kuras; Korbin, 2010;
Ulrich; Olbricht, 2016). No Brasil, a area cultivada com morangueiro é de aproximadamente
5.084 hectares, colocando o pais na 9% posicdo entre 0s maiores produtores de morangueiro no
mundo (Antunes et al., 2023). A produtividade e rendimento do morangueiro sdo de grande
relevancia, e se percebe o destaque do desenvolvimento de estudos com foco nesta importante
cultura vegetal.

A producédo de morangueiro pode ser feita em sistemas fora do solo, em estufas com
canteiros cobertos com plastico, em sistemas hidropdnicos, ou sistemas semi-hidropdnicos.
Esses métodos sdo alternativas ao cultivo convencional em solo, que apresenta maiores desafios
fitossanitarios, susceptibilidade as condi¢bes climaticas e questdes ergonémicas (Nichols,
2021). Outra alternativa promissoria para o cultivo de morangueiro s envolve o uso de
ferramentas biotecnologicas, como a micropropagacdo in vitro que permite a obtencdo de
explantes vegetais viaveis para posterior transplante a condi¢des ex vitro (Boxus, 1974; 1999;
Miller et al., 1992; El Hamdouni; Lamarti; Badoc, 2001; Mir et al., 2010; Hernandez- Soberano;
Ruiz-Herrera; Valencia-Cantero, 2020).

A micropropagacao in vitro representa um caminho promissor para a producao em larga
escala, em espaco reduzido e em periodos curtos, além de possibilitar a obtencdo de
microplantas de alta qualidade e uniformidade genética (Dutra et al., 2012; Khayat, 2012). No
entanto, essa técnica requer o uso de reguladores de crescimento vegetal para estimular o
desenvolvimento dos explantes, além de preparar a microplantas para as condicdes ex vitro,
uma etapa crucial e comumente desafiadora para as microplantas (Chandra et al., 2010, 2022;
De Oliveira et al., 2021). Assim, uma alternativa na cultura de tecidos vegetais (CTV) é a
biotizacdo, que consiste na co-cultura de microrganismos benéficos com explantes em
condigdes in vitro promovendo uma interacdo benéfica que pode facilitar o crescimento e a
modulacdo fisiologica podendo ajudar na a adaptacdo ao ambiente externo (Del Rosario
Espinoza-Mellado et al., 2021; Nowak, 1992,1998; Teraiya; Nirmal; Joshi, 2023).Uma vez que
as BPCV podem ter diversos mecanismos de acdo incluindo a biofertilizagéo, bioestimulagdo
ou biocontrole (Cavalcanti et al., 2020; Compant et al., 2019; Michavila et al., 2022; Nadal et
al., 2022; Sl et al., 2023). Entre as vantagens das Bactérias promotoras de crescimento vegetal

(BPCV), destacam-se a producdo de fitohormonios, a solubilizacdo de
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nutrientes, a producdo de enzimas hidroliticas, sider6foros, Cianeto de hidrogénio (HCN), bem
como a formacdo de biofilmes, todos com grande potencial para aplicacdes agricolas (Ferreira;
Soares; Soares, 2019). Além disso, o estudo do microbioma endofitico em plantas tem ganhado
destaque nas ultimas décadas, especialmente em condi¢des de cultivo in vitro, onde técnicas de
metataxonémica permitem uma analise detalhada da diversidade microbiana associada a essas
microplantas (Jansson et al., 2016; Santos et al., 2021). Esta pesquisa foi estruturada em trés
artigos: o primeiro abordou a biotizacao, tanto individual quanto em consércios com BPCV,
em microplantas de morangueiro em condicdes in vitro afim de avaliar o impacto da introducéo
de bactérias promotoras de crescimento vegetal durante o processo de micropropagacao, 0
segundo artigo focou na caracterizagdo bioquimica e fisiologica de dez bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) e seus efeitos em condigbes ex vitro testando os efeitos na
adaptacdo das plantas as condi¢cdes ambientais externas (ex vitro), como solo e clima, apés a
transferéncia, e por ultimo, o terceiro artigo investigou a composi¢cdo e a dindmica do
microbioma endofitico ao longo das geracdes (GO, G5, G10) do cultivo in vitro da cultivar San
Andreas (SA), com o interesse de realizar a caracterizacdo da comunidade microbiana
endofitica presente nas plantas de morangueiro cultivadas em condic¢des de laboratdrio (in

Vitro).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os microrganismos e suas interconexdes com as plantas

A relagdo entre plantas e microrganismos apresenta beneficios importantes para a
agricultura, pois as interagdes e perfis metabolicos resultantes podem influenciar diretamente o
crescimento vegetal, a resisténcia a doencas e a tolerancia a estresses bidticos e abidticos.
Compreender essas interconexdes é essencial para explorar as vantagens do microbioma
vegetal, que envolve complexas interacdes entre diversos microrganismos que colonizam as
plantas e seus nichos ecoldgicos (Berendsen; Pieterse; Bakker, 2012; Phour et al. 2020; Santos;
Olivares, 2021). O termo microbioma refere-se ao conjunto de microrganismos presentes em
um nicho ambiental especifico em um dado tempo (Bhatt et al., 2020; Chanway, 1996; Compant
et al., 2019; Hallmann et al., 2011).

O solo abriga uma grande diversidade de microrganismos que interagem com as plantas,
atraidos principalmente pela liberacdo de exsudatos radiculares, que influenciam a modulacéo
da colonizacao da rizosfera e endosfera vegetal (Bais et al., 2006). Esse processo, permite a
selecdo de microrganismos benéficos, que contribuem para a formacdo das comunidades
endofiticas das plantas (Reinhold-Hurek et al., 2012, 2015; Singh; Liu; Trivedi, 2020).

A rizosfera, regido ao redor da raizes, € caracterizada por uma abundante diversidade
microbiana, influenciada pela deposi¢cdo de mucilagem vegetal e exsudatos radiculares, os quais
facilitam interagbes com microrganismos que podem contribuir no crescimento vegetal
(Berendsen; Pieterse; Bakker, 2012; Gocke et al., 2017; Kent; Triplett, 2002; Lareen; Burton;
Schéfer, 2016). A endosfera, por sua vez, é composta pelos microrganismos que habitam os
tecidos vegetais internos (Gaiero et al., 2013; Kaul; Sharma; K. Dhar, 2016; Wani et al., 2015),
e sdo o resultado de ampla gama de interagdes (Turner; James; Poole, 2013; Chanway, 1996;
Hallmann et al., 1997; Hardoim; Van Overbeek; Elsas, 2008). Além disso, a filosfera, que é
estabelecida nas superficies aéreas das plantas, com menos nutrientes e frequentes variacoes de
temperatura, radiacdo e umidade ( Lindow et al., 2003; Vorholt, 2012).

A colonizagdo microbiana das plantas é influenciada por diversos fatores, composicao
do solo, 0 gendtipo da planta, tipo de tecido, condigdes bidticas e abidticas, entre outros fatores,
vao determinar a montagem do microbioma vegetal. No entanto, diferentes grupos microbianos

conseguem se relacionar positivamente com a planta podendo desempenhar
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papeis cruciais em seu desenvolvimento, crescimento, aptiddo e diversificagdo (Reinhold-
Hurek; Hurek, 2011; Singh; Gill; Tuteja, 2011; Igbal; Nelson; Mcculley, 2012; Wani et al.,
2015; Hardoim et al., 2015). As BPCVs, por exemplo, facilitam a aquisicdo de nutrientes,
podem produzir fitohormoénios que podem ter influéncia na promocao de crescimento vegetal,
além de poder atuar em na mediacdo dos estresses abioticos e bidticos (Schlaeppi; Bulgarelli,
2015; Glick et al., 2007, 2012, 2014). Assim, explorar as interagdes planta-microrganismo-
solo é fundamental para entender as funcbes ecologicas e a dinamica das comunidades
microbianas associadas as plantas (Berg, 2009; Jansson; Baker, 2016; Compant et al., 2019).
Este estudo busca compreender algumas dessas associacOes, especialmente o papel das BPCV
e suas interagdes com microplantas de morangueiro em cultura de tecidos vegetais, por meio da
biotizacdo, bem como a resposta em condicGes ex vitro, e o estudo do microbioma endofitico

presente ao longo das micropropagac6es in vitro da cultivar San Andreas (SA).

2.2 Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)

As BPCV sdo alternativas promissoras para a agricultura sustentavel, uma vez que suas
interacbes com as plantas podem desempenhar funcdes diretas e indiretas que beneficiam o
desenvolvimento vegetal (Kloepper, 1992; Singh; Abhilash; Singh; Gupta, 2018; Compant et
al., 2019; Ali; Glick, 2019). Entre as funcdes diretas das BPCV s estdo o estimulo ao
crescimento da planta, a disponibilizacdo de nutrientes, fixacdo biolégica do nitrogénio, a
producdo de fitohormdnios como auxinas e giberelinas, que estimulam o desenvolvimento
radicular e a formacdo de brotos. JA& os mecanismos indiretos incluem a producdo de
sideroforos, enzimas hidroliticas, cianeto de hidrogénio (HCN), antibiéticos, e enzimas como a
1-aminociclopropano-1-carboxilico deaminase (ACCd), além de influenciar a inducdo de
resisténcia sistémica e atuar na competicao direta com fitopatégenos (Glick, 2012, 2014; Kang
et al., 2010; Shrivastava; Kumar, 2015; Bashan; Holguin, 2004; Esitken et al., 2010; Esitken;
Karlidag; Sahin, 2005; Glick, 2012, 2014; Khabbaz et al., 2019; O*“connell, 1992).

Diversos géneros bacterianos destacam-se na promoc¢do do crescimento vegetal. O
género Azospirillum, por exemplo, € amplamente utilizado como biofertilizante, pois participa
diretamente da fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producdo de
fitohormonios, além de poder agir como agente de biocontrole (De Andrade et al., 2019;
Pedraza et al., 2020). Outros géneros também tem demostrado potencial, como a bactéria

Sinorhizobium fredii, relatada na producdo do AlA, na solubilizacdo de fosfato, e com a
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capacidade de produzir sider6foros (Arya et al., 2020). e Bradyrhizobium japonicum, também
tem sido citado como produtor de AIA (De Andrade et al., 2019), e giberelinas (Morrone et al.,
2009). Alem disso, espécies como Rhizobium leucaenae, Rhizobium tropici tém sido citados
por estabelecer associagdes com plantas ajudando no crescimento vegetal, principalmente pela
disponibilizagéo de nutrientes (Picazevicz; Kusdra; Moreno, 2017).

O género Bacillus, também desempenha um papel significativo na promocdo do
crescimento vegetal. Espécies como Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus
amyloliquefaciens, sdo amplamente citados por estimularem o crescimento das plantas,
aumentar a producdo de metabdlitos secundarios e fitohormonios vegetais, produzir
sideroforos, e contribuir para o controle bioldgico, e a tolerdncia aos estresses abioticos (Berg,
2009; Chandra; Chandra; Tripathi, 2021; Reed; Click, 2013; Tiwari et al., 2017; Khabbaz et
al., 2019; Nascimento et al., 2020).

2.3 Mecanismos de promocao de crescimento das BPCV

O nitrogénio (N), € um elemento fundamental para as plantas, ja que é necessario para
a sinteses de proteinas, acidos nucleicos, nucleotideos, coenzimas, entre outros; e 0s
microrganismos sao essenciais para sua disponibilizacdo, ja que a maior parte do elemento nédo
é assimilavel, e, gracas as bactérias fixadoras de nitrogénio, nitrificantes e amonificantes, ele
pode ser disponibilizado para raizes das plantas (Sanchez; Ospina; Montoya, 2017). O fosforo
(P), apds do nitrogénio é o segundo principal macronutriente limitante para o desenvolvimento
das funcdes bioldgicas das plantas ajudando na formacdo de fosfolipidios, coenzimas, nas
estruturas de ADN, ARN, no ATP, entre outros, embora, os fosfatos sejam limitantes no solo
devido a sua baixa solubilidade, a qual dependera do pH do solo, no entanto, 0s microrganismos
solubilizadores de fosfatos sdo essenciais para melhorar a concentracao e disponibilizacéo para
as plantas (Lelapalli et al., 2021; Sanchez; Ospina; Montoya, 2017).

O potassio (K) também é um macronutriente essencial estd presente no solo em
aproximadamente 1% a 2% , o restante se encontra ligado a outros minerais tendo seus depésitos
principalmente nas rochas, mas de formas insollveis, assim a deficiéncia de K é uma das
principais restricdes na producdo agricola; portanto, 0s microrganismos presentes no solo
podem ajudar na solubilizacao e disponibilizacdo do K para as plantas mediante a liberacdo de

acidos organicos e inorganicos (Aleksandrov; Blagodyr™; I1*ev, 1967; Boubekri et



25

al., 2021; Kumar Meena et al., 2015; Meena et al., 2016; Rogers; Bennett, 2004; Soumare;
Sarr; Diédhiou, 2023).

O célcio (Ca) ¢ um macronutriente essencial para as plantas, desempenhando funcdes
estruturais e atuando como mensageiro secundario na sinalizacdo fisiolégica e hormonal. Ele é
absorvido pelas raizes e translocado para a parte aérea via xilema, dessa forma, 0s
microrganismos presentes no solo facilitam sua solubilizagéo e disponibilidade para as plantas
(White; Broadley, 2003; Supanjani et al., 2006). O zinco é um micronutriente necessario em
pequenas quantidades para o crescimento e desenvolvimento vegetal, sendo fundamental para
a sinteses de coenzimas atuando como regulador e catalisador em varias rea¢des enzimaéticas,
sendo sua deficiéncia um fator que reduz significativamente a produtividade agricola (Kamran
etal., 2017).

As BPCVs também produzem enzimas hidroliticas, que desempenham varias fungdes
multifatoriais, como a decomposicdo de matéria organica, na circulacdo de nutrientes, nas
zonas rizosféricas, e no controle bioldgico, contribuindo para um manejo sustentavel de doengas
(Jadhav; Shaikh; Sayyed, 2017; Reddy et al., 2022; Desire et al., 2014). A producdo de
fitohormbnios como auxinas e giberelinas pelas BPCV também é importante para o
desenvolvimento vegetal. A auxina, especialmente o acido indol-3-acético (AlA) (Grossmann,
2010; Halliday; Martinez-Garcia; Josse, 2009), tém fungdes na divisdo celular, o alongamento,
0 desenvolvimento do fruto, a inducdo inicial das raizes (Phillips et al., 2011; Spaepen;
Vanderleyden, 2011).

O AIA produzido em concentraces adequadas facilita a formacdo de raizes laterais,
promovendo um sistema radicular mais denso e eficiente, o que melhora o estabelecimento e a
sobrevivéncia das plantas nas condicdes ex vitro (Davies, 2013; Duca et al., 2014). Como por
exemplo, ha relatos da promocao de crescimento do sorgo através do uso da cepa Azospirillum
brasilense SM pela producéo de AIA (Malhotra; Srivastava, 2008, 2009). As giberelinas (GA),
também desempenham papel essencial ao estimular o alongamento e a divisdo celular (Khan et
al., 2014; Lang, 1956; Radley, 1956), sendo registradas aproximadamente 136 giberelinas
produzidas por bactérias, fungos e plantas, embora, algumas delas séo as maiormente descritas
como as GAi1, GAs, GAs e GA7. Essas moléculas sdo pequenas e pertencem aos acidos
carboxilicos diterpenoides tetraciclicos, sendo fundamentais para o crescimento vegetal
(Davies, 2013; Leitdo; Enguita, 2016). Além disso, a enzima 1-aminociclopropanol-carboxilato
deaminase (ACCd), presente em algumas BPCV, ajuda a reduzir o etileno nas plantas,

diminuindo seu impacto negativo no crescimento sob
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estresse, melhorando assim a resiliéncia das plantas em condi¢cBes adversas (Honma;
Shimomura, 1978; Glick; Penrose; Li, 1998; Glick et al., 2007; Glick, 2012, 2014).

As BPCVs também produzem siderdforos, moléculas organicas de baixo peso molecular
que quelam o ferro, facilitando sua disponibilidade em condigdes limitantes deste elemento,
além de se unirem a outros elementos como o Mo, Mn, Co e Ni e ajudando a sua
disponibilizacéo (Bellenger et al., 2008; Braud et al., 2009a, 2009b). Contudo, algumas BPCV
possuem a capacidade de producdo de Cianeto de hidrogénio (HCN) que € um metabdlito
secundario volatil produzido por alguns microrganismos da rizosfera mediado pelo precursor, a
glicina, liberada pelos exsudados das raizes. O HCN pode atuar principalmente na mediacao de
alguns fitopatdgenos (Bakker; Schippers, 1987; Flury et al., 2016; Re, 2015; Sehrawat; Sindhu;
Glick, 2022). Por fim, as BPCVs podem formar biofilmes microbianos, que facilitam a adesao
bacteriana as raizes, ajudam a aumentar a resisténcia a condi¢cdes ambientais adversas, proteger
contra patdgenos, melhorar a aquisi¢ao de nutrientes liberados no ambiente da planta e facilitar
as interacdes benéficas entre bactérias e plantas (Ajijah et al., 2023).

2.4 Aspectos gerais da Fragaria ananassa Duch.

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) pertence a familia Rosaceae, inclui
diversas cultivares que se adaptam a diferentes condicdes de cultivo e mercado (Byrne, 2012;
Samtani et al., 2019; Queiroz Voltan et al., 1996; Chandler et al., 2012). O morangueiro é
conhecido por seu alto teor de compostos fendlicos, flavonoides, vitamina C, minerais,
antocianinas, que conferem propriedades antioxidantes e beneficios a saude, incluindo
atividades anti-inflamatdrias, antiobesidade e antidiabéticas (Lakshmi; Sharma; Singh, 2021;
Nemzer et al., 2020).

No cenério global, a China lidera a produgdo de morangueiro, com 129.046 hectares
plantados e 3.389.620 toneladas produzidas. No Brasil, a producéo atingiu 197.000 toneladas
em uma area de 5.084 hectares em 2023 (Antunes et al., 2023).



27

2.5 Aspectos botanicos do Morangueiro

O morangueiro é uma planta herbacea e estolonifera e rasteira, contém folhas trifoliadas
que se originam de forma helicoidal. Possui um caule semi-subterraneo e um sistema radicular
fibroso com raizes primarias e secundarias, responsaveis pela absorcdo da agua e nutrientes,
além de armazenar substancias de reservas (Antunes; Hoffmann; Luis Eduardo Correa Antunes,
2013; Bortolozzo et al., 2007). Seu caule, € um rizoma estolhoso curto, que se ramifica para
formar a “coroa” onde emergem as inflorescéncias, estoldes, coroas ramificadas e raizes
adventicias, os peciolos tém folhas trifoliadas que na base tem duas estipulas de protecao, e
onde se encontram 0s brotos que podem originar novos estoldes ou coroas. A inflorescéncia
terminal se desenvolve em uma flor (PALHA, 2005;SCHWENGBER et al., 2016).

Figura 1 - Planta do morangueiro

Flor

Estolho

Planta filha

Partes de uma planta de morango. Mostra a flor, o fruto (morango), o estolho (caule que liga as
plantas), a raiz e a planta-filha, que é formada pela reproducéo da planta-mée.
Fonte: Da autora (2024).

A floracdo e frutificagdo do morangueiro séo influenciadas por fatores como fotoperiodo
e temperatura, aléem das caracteristicas especificas de cada cultivar. As cultivares séo
classificadas em plantas de dia curto (DC), dia longo (DL) ou neutras em rela¢do ao fotoperiodo
(ID), sendo que temperaturas acima de 30°C podem impactar negativamente a producao (Palha,
2005; Schwengber et al., 2016). No Brasil, a producdo de morangueiro ocorre em Varios
estados, com a escolha das cultivares variando conforme a adaptabilidade climatica local
(Santos, 1993; Antunes; Carvalho; Santos, 2011).

Nesta pesquisa, foram selecionadas as cultivares Oso grande, Camarosa e San Andreas,

todas as trés sdo originarias da Universidade da California. A cultivar Oso grande,
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originada em 1987, é de dia curto, possui frutos grandes, firmes e doces, com baixa acidez,
sendo bem aceita no mercado. A cultivar Camarosa, lancada em 1992, também ¢ dia curto e
apresenta frutos firmes e ligeiramente &cidos, com coloracgdo intensa. A cultivar San Andreas,
langada em 2008 e descendente da cultivar Albion, é de dia neutro, produz frutos vermelhos,
firmes e com maior vigor em comparagdo a Albion (Schwengber et al., 2016). Essas
caracteristicas fazem do morangueiro uma cultura de grande interesse global (Samtani et al.,
2019).

2.6 Micropropagacéo in vitro de Fragaria ananassa Duch.

A aplicacdo de tecnologias in vitro representa um avanco significativo na biotecnologia
vegetal, pois permite a multiplicacdo de células, tecidos, 6rgaos ou partes de uma planta em
condigdes nutricionalmente controladas sob iluminagdo, temperatura e umidade ajustadas
(Carvalho, 1996; Carvalho; Silva; Medeiros, 2006; Debnath, 2007; Read; Preece, 2014). Para
garantir o sucesso, € essencial controlar rigorosamente a assepsia dos explante, o meio de
cultura, o uso de fitorreguladores de crescimento vegetal, bem como parametros de temperatura,
luz, pH, umidade, entre outras caracteristicas; 0 manejo adequado desses fatores refletird na
manutencdo das propriedades de interesse da planta em estudo (Haque et al., 2022; Read;
Preece, 2014).

No caso do morangueiro , a micropropagacao foi inicialmente descrita por (Boxus,
1974), utilizando a multiplicagdo de meristemas a partir de gemas axilares. Desde entéo,
diversos pesquisadores tém investigado combinacdes de fitorreguladores, tipos de explante, e
condigdes otimizadas para maximizar a producdo de brotos com menor, minimizando variages
somaclonais (Bhatt, 2000; Hamdouni; Lamarti; Badoc, 1999; Hanhineva; Kokko; Karenlampi,
2005; Nehra; Stushnoff; Kartha, 1990; Omar et al., 2013; Vine, 1968). A micropropagac¢éo
permite a obtencdo de microplantas completas que podem ser originadas de tecidos de botdes
pré-existentes por meio de proliferacdo de brotos, seguindo a morfogénese de brotos por meio
de plantas adventicias (Debnath, 2007). Além disso, também pode ser feita a partir de segmentos
nodais, em meio suplementado com reguladores de crescimento como Benzil-Adenina (BA) e
acido indol-3-butirico (IBA).

Estudos mostraram que a combinacgio de 0.5 mg Lt BAe 0.1 mg L IBA em meio MS
é eficaz para a regeneracao de brotos (Mir, 2010). Além disso, o0 cultivo de meristemas em
meio MS suplementado com os mesmos reguladores, tiveram um aumento no numero de brotos

(Rattanpal; Gill; Sangwan, 2011). Outras pesquisas, relatam protocolos para inducao de
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calos em meio MS suplementado com diferentes concentra¢es e combinagdes de reguladores,
permitindo regeneracdo de brotos e enraizamento com auxina antes do transplante para
condigdes ex vitro (KARIM et al., 2015). As etapas da micropropagacédo sao apresentadas na
figura 2, onde estdo ilustradas as fases in vitro da micropropagacao do morangueiro.

Figura 2 - Micropropagacéo e aclimatizagcdo do morangueiro

Morangueiro ex vitro Estoldo Cimara de = Assepsia Estabel
fluxo 13 3

i
‘ [T .

in vitro (R

Processo de micropropagagdo in vitro de microplantas de morangueiro, abrangendo desde o
estabelecimento do cultivo até a fase de aclimatacdo ex vitro.
Fonte: Da autora (2024).

2.7 Biotizacao: Interacdes planta-microrganismos em condicdes in vitro

A biotizacdo refere-se a co-cultura in vitro de explantes de tecido vegetal ou plantulas,
com microrganismos benéficos, permitindo investigar as respostas dos propagulos a
modifica¢bes metabolicas e seu desenvolvimento. Dentre as abordagens de biotizacéo, destaca-
se 0 uso de BPCVs, e de microrganismos endofiticos que se manifestam durante a
micropropagacao (Del Rosario Espinoza-Mellado et al., 2021). As respostas das microplantas
a biotizacdo tem sido documentada em algumas espécies vegetais, por exemplo, em Cattleya
walkeriana, a biotizacdo melhorou o desenvolvimento das plantas e possibilitou a producao de
metabdlitos secundarios (Andrade et al., 2023). Em outro estudo, o uso de bactérias endofiticas
na biotizacdo de Pyrus communis, aumentou a producéo de fitohormonios vegetais, (Nadal et
al., 2022).
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Outros estudos descrevem os beneficios dos microrganismos endofiticos no auxilio do
balango osmdtico, a absorcdo de nutrientes, a protecdo contra patdgenos e aclimatizacdo das
plantas, podendo resultar em maior rendimento producdo de biomassa (Dias et al., 2009;
Esposito-Polesi, 2020). Além disso, destaca-se 0 interesse nestes microrganismos para a
obtengdo de compostos bioativos em plantas cultivadas in vitro, configurando-se como uma

ferramenta promissoéria na biotecnologia vegetal (Beraldo-Borrazzo et al., 2021).

2.8 O microbioma vegetal

O microbioma vegetal é constituido por diversos microrganismos que colonizam as
plantas, formando uma rede de interagdes ecoldgicas complexas (Berendsen; Pieterse; Bakker,
2012; Simmons et al., 2018; FIGUEIREDO; LOPES, 2021). Esse termo se refere a colecdo de
microrganismos presentes em um nicho ambiental especifico em um determinado momento
(Chanway, 1996; Hallmann et al., 1997; COMPANT et al., 2019; BHATT et al., 2020). O solo
é uma importante fonte de microrganismos para as plantas, e elas recrutam microrganismos
benéficos, que colonizam inicialmente a rizosfera seguida pela endosfera. Durante esses
processos, ocorre uma selecao para a montagem de comunidades endofiticas, assim nesses dois
compartimentos, 0s microrganismos que provocam fortes respostas de defesa da planta ou que
ndo possuem as caracteristicas de fixacdo ou penetracdo nos tecidos da raiz sdo impedidos de
entrar na endosfera, enquanto aqueles que trazem beneficios a planta podem ingressar. Fatores
bioticos e abidticos, como condig¢Bes do solo, dispersao aérea e visitas de insetos, contribuem
para a montagem do microbioma vegetal (Singh; Liu; Trivedi, 2019), podendo desempenhar
um papel importante ao poder atuar na absor¢éo de nutrientes do solo, na adaptagéo a estresses
abioticos e bidticos, e na promocdo de crescimento vegetal auxiliando as plantas na adaptacao
ao seu entorno (Schlaeppi; Bulgarelli, 2015). Atualmente, essa relagdo planta-microrganismos
pode ser estudada por meio das tecnologias multi-omics permitindo avaliar as diversas
associacOes das comunidades microbianas presentes, ajudando a compreender sua fungéo
ecoldgica, a estrutura, e a dinamica que as modulam (Lederberg; Mccray, 2001; Berg et al.,
2009, 2017,2020; Jansson; Baker, 2016; Compant, et al 2019).

Assim, os endofitos sdo classificados como aqueles microrganismos que vivem dentro
dos tecidos internos da planta, durante parte ou todo o ciclo de vida, sem causar doencas, e
formam diversas comunidades microbianas (Chanway, 1996; Hallmann et al 1997; Hardoim et
al. 2008). A colonizagdo endofitica é influenciada por muitas variaveis como o tipo de tecido,

0 genotipo da planta, o t&xon microbiano, bem como o tipo de cepa, as condi¢des
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ambientais bidticas e abioticas presentes, e podem desempenhar papeis cruciais no
desenvolvimento, crescimento, aptiddo e diversificacdo das plantas, indicando um forte
gradiente seletivo atuando ao longo do desenvolvimento vegetal (Reinhold-Hurek; Hurek,
2011; Singh et al., 2011; Igbal et al., 2013; Wani et al., 2015; Hardoim et al., 2015).
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RESUMO

O morangueiro (Fragaria ananassa Duch) é uma das frutas mais apreciadas mundialmente, e
a micropropagacao in vitro destaca-se como uma técnica eficiente para a producdo de mudas
de alta qualidade sob condicBes assépticas. Recentemente, a biotizagdo in vitro tem sido
explorada como uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de microplantas em co-
cultivo com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). Neste estudo, avaliou-se a
formacdo de biofilmes em 10 cepas bacterianas, seguida da biotizacdo, realizada
individualmente e em consoércios, em microplantas das cultivares ,,0so Grande™ e ,,Camarosa“. Os
resultados mostraram que 70% das cepas formaram biofilmes fracamente aderentes, enquanto
30%, pertencentes ao género Bacillus, foram classificadas como fortes produtoras de biofilme.
Além disso, 40% das cepas, incluindo Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6), Bacillus
subtilis CCMA 0401 e Rhizobium leucaneae BR935, promoveram respostas benéficas nas
microplantas, destacando-se também em consércios como Ab-V5 + BR935, Ab- V5 + 0401,
BR935 + 0401, Ab-V6 + BR935 e Ab-V6 + 0401, que apresentaram impactos positivos nas
variaveis fitotécnicas e fisioldgicas. Esses resultados reforcam a biotizacdo como uma
ferramenta biotecnoldgica eficaz, com potencial para melhorar a cultura de tecidos vegetais e
promover praticas agricolas mais sustentaveis.

Palavras-chave: Cultura de tecidos; Fragaria Ananassa Duch; Bioestimulantes; Interacdo
Planta-microrganismo.

ABSTRACT

The strawberry (Fragaria ananassa Duch) is one of the most globally appreciated fruits, with in
vitro micropropagation standing out as an efficient technique for producing high-quality
seedlings under aseptic conditions. Recently, in vitro biotization has been explored as a
promising tool for the development of microplants during co-cultivation with plant growth-
promoting bacteria (PGPB). In this study, biofilm formation was evaluated in 10 bacterial
strains, followed by biotization, conducted both individually and in consortia, in microplants of
the cultivars ,,Oso Grande* and ,,Camarosa“. The results showed that 70% of the strains formed
weakly adherent biofilms, while 30%, belonging to the genus Bacillus, were classified as strong
biofilm producers. Moreover, 40% of the strains, including Azospirillum brasilense (Ab-V5
and Ab-V6), Bacillus subtilis CCMA 0401, and Rhizobium leucaneae BR935,
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promoted beneficial responses in the microplants, also standing out in consortia such as Ab- V5
+ BR935, Ab-V5 + 0401, BR935 + 0401, Ab-V6 + BR935, and Ab-V6 + 0401, which
demonstrated positive effects on phytotechnical and physiological variables. These findings
highlight biotization as an effective biotechnological tool with potential applications in plant
tissue culture and the promotion of more sustainable agricultural practices.

Keywords: Tissue culture; Fragaria Ananassa Duch; Biostimulants; Plant-microorganism
interaction.

1 INTRODUCAO

O morangueiro Fragaria x ananassa Duch, pertence a familia Rosaceae, é uma das
frutas mais consumidas no mundo (Mezzetti et al., 2018). Contém varios compostos bioativos,
incluindo fendis, flavonoides, antocianinas, taninos, entre outros (Fierascu et al., 2020;
Kajdzanoska et al., 2011). Esses compostos podem ter efeitos benéficos para a saude, como
propriedades imunomoduladoras, anti-inflamatorias (Fumagalli et al., 2016; Gasparrini et al.,
2017; Huang et al., 2022; Van De Velde et al., 2019), antioxidantes (Nowicka et al., 2019) e
antimicrobianas (Cardoso et al., 2018).

A China lidera a producdo mundial de morangueiros, ocupando a primeira posi¢cdo com
uma area plantada de 129.046 hectares e uma producéo de 3.389.620 toneladas. J& o Brasil, no
ano de 2023, alcancou uma producdo de 197.000 toneladas em uma area de 5.084 hectares
(Antunes et al., 2023). A forma mais comum de propagacao é por estoldes (GUO et al., 2021).
No entanto, a micropropagacédo por cultura de tecidos vegetais (CTV) tem sido relatada por
Boxus e, desde entdo, tem sido utilizada para produzir varios clones de uma planta matriz
(Boxus, 1999, 1974), assim, o estabelecimento do cultivo in vitro pode ser realizado a partir de
diferentes tipos de explantes como estoldes (Dias et al., 2009), as pontas de brotacdo, segmentos
nodais (Karim et al., 2015) ou aquénios (Hernandez-Soberano; Ruiz- Herrera; Valencia-
Cantero, 2020; Pang et al., 2023), permitindo a multiplicacdo de células, tecidos, 6rgdos ou
partes da planta em condic¢es controladas, possibilitando a coleta rapida, em larga escala,
durante todo o ano (Abdalla et al., 2022; Carvalho; Silva; Medeiros, 2006; Read; Preece, 2014;
Yildirim; Turker, 2014).

Seis sd0 0s estagios da micropropagacdo: o estagio O: consiste na selecdo do explante;
0 estagio I: é o estabelecimento da cultura, o estagio Il: Alongamento e multiplicacédo; o estagio
I1l: enraizamento, estagio IV: endurecimento, por ultimo, o estagio V: transferéncia para as

condigdes naturais (para o campo) (Soumare et al., 2021). Os explantes vegetais sao
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previamente desinfetados e cultivados assepticamente em meio de cultivo Murashige & Skoog
(MS) que pode ser adicionado com reguladores de crescimento como auxinas, tais como o acido
indol acético (AlIA,) e o &acido indol butirico (IBA) (Madumali; Abeythilakarathna; H. Seran,
2021) ou mediante o uso de citocininas como a benzilaminopurina (BAP) e o tidiazuron (TDZ)
(Haddadi et al., 2010), para melhorar a producdo de brotos, o crescimento vegetal e/ou
enraizamento de morangueiro (Bhatt, 2000; EI Hamdouni; Lamarti; Badoc, 2001; Hanhineva;
Kokko; Karenlampi, 2005; Nehra; Stushnoff; Kartha, 1990; Omar et al., 2013; Vine, 1968).

Outra alternativa além do uso dos fitohormdnios que atualmente esta sendo estudada é
a biotizacdo de microplantas in vitro com microrganismos altamente prospectivos para
aumentar a eficacia do processo de micropropagacao através do desenvolvimento de uma
interacdo benéfica entre o explante vegetal e 0 microrganismo (Castro et al., 2019; Kanani;
Modi; Kumar, 2020; Lim et al., 2023a; Nowak, 1998; Nowak et al., 1999; Soumare et al.,
2021). Neste sentido, podem ser usadas bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
(Arslan; Akkaya, 2020; Castro-Restrepo et al., 2022a; Lim et al., 2023b), fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) (Wazny et al., 2024; Williams et al., 1992), ou aqueles microrganismos
endofiticos benéficos que se manifestam ao longo da manutencéo do cultivo in vitro (Castro-
Restrepo et al., 2022b; Espinoza et al., 2021; Kanani; Modi; Kumar, 2020). Assim, durante o
periodo de interagdo microplantula-microrganismo (co-inoculagdo), podem ocorrer mudangas
fisiolégicas e bioguimicas no explante vegetal, e a colonizacdo bem-sucedida dependera de
diversos fatores que poderiam induzir uma quimiotaxia positiva, permitindo a fixacdo a
superficie da raiz para a possivel colonizacédo dos tecidos internos (Balsanelli et al., 2016; Botta
et al., 2013; Krasova et al., 2022; Lim et al., 2023b). Neste sentido, a formacgéo de biofilme
também € de interesse, uma vez que podem oferecer diversos beneficios, como melhorar a
aquisicdo de nutrientes, resisténcia bacteriana, ademais fornece uma estabilidade mecanica,
facilita as interacdes benéficas entre bactérias e plantas pela comunicacdo célula- célula,
podendo induzir a formag&o de consorcios sinérgicos (Ajijah et al., 2023).

A biotizacdo pode beneficiar a microplantas durante a fase in vitro bem como na fase ex
vitro, podendo ajudar na adaptacdo do sistema radicular e promovendo um maior
desenvolvimento da parte aérea, possibilitando-lhe uma preparacdo para as novas interagdes
com o solo e os microrganismos do ambiente externo (Chandran et al., 2020; Gray, 2010;
Hazarika, 2006; Rather et al., 2022; Read; Preece, 2014; Saad et al., 2012; Saeedi et al., 2023,;
Wang et al., 2022). Azospirillum, Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium e Bacillus sdo

alguns dos géneros bacterianos de interesse por apresentam diversos mecanismos de acao e
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podem ser usados como biofertilizantes, bioestimuladores ou biocontroladores em diferentes
sistemas agricolas (Arya et al., 2020; Babalola, 2010; Castro-Restrepo et al., 2022a; Cavalcanti
et al., 2020; Chandran; Meena; Swapnil, 2021, 2021; Flores-Félix et al., 2018; Fukami;
Cerezini; Hungria, 2018; Herndndez-Soberano; Ruiz-Herrera; Valencia-Cantero, 2020;
Masciarelli; Llanes; Luna, 2014; Pedraza, 2020; Kour et al., 2020).

Nesta pesquisa, foram utilizadas algumas Bactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas (BPCV), onde algumas delas foram previamente estudadas no Laboratorio de Cultura
de Tecidos Vegetais/Laboratorio de Bioprodutos e Interacbes Planta Microrganismo
(LCT/LABIMP-UFLA). Anteriormente, as cepas de Azospirillum brasilense Ab-V5, Bacillus
subtilis CCMA 0401, Bradyrhizobium japonicum CCMA 0088 foram avaliadas quanto a
producdo de AIA e a fixacdo bioldgica de nitrogénio. Também, a cepa Ab-V5 foi testada
individualmente e em consorcios em plantas de morangueiro em casa de vegetagdo,
encontrando que a melhor combinagdo foi dada entre Azospirillum brasilense (Ab-V5) +
Burkholderia cepacia (CCMA 0056) + Enterobacter cloacae (CCMA 1285) tendo uma
resposta positiva a inoculacdo em comparacao com controles ndo inoculados (ANDRADE et
al., 2023). Aléem disso, em outra pesquisa, foram estudadas a solubilizacao de fosforo, potassio
e a producdo de AIA, bem como o potencial biofertilizante com Azospirillum brasilense Ab-V5
e Bacillus megaterium CCMA 0401 encontrando melhoria das propriedades fisioldgicas e
morfoanatdmicas em mudas de morangueiro inoculadas (Silva et al., 2022). Por ultimo, as 10
bactérias testadas aqui também foram utilizadas na biotizacdo de duas cultivares de batata
(Solanum tuberosum L), onde também se caracterizou previamente a producdo de
fitohormonios como AIA, Acido salicilico (AS) e Giberelinas (GA) além da produgio de ACCd
(Aminociclopropano-1-Carboxilico Deaminase) (Molina et al., 2024). O objetivo deste estudo
foi avaliar a capacidade de formacéo de biofilme de 10 cepas bacterianas e investigar os efeitos
das BPCVs na biotizacdo de microplantas de morangueiro in vitro, bem como as respostas de

acumulo de clorofilas, carotenoides, fenois e flavonoides.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais vegetais e obtencao de explantes
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos

Vegetais/Laboratorio de Bioprodutos e Interacdes Planta Microrganismo (LCT/LABIMP-
UFLA) do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
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Lavras-MG. As microplantas de duas cultivares de morangueiro, Oso Grande (OG) e Camarosa
(CA) foram cedidos pela Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda. Utilizaram-se frascos de 200
mL contendo 50 mL do meio basal MS (Murashige; Skoog, 1962) suplementados com 1mg/L"
1 6-benzilaminopurina (BAP) (Boxus, 1974). O pH foi ajustado para 5.7, e foi autoclavado por
20 min a 121 °C 15 psi. As microplantas foram mantidas por aproximadamente 30£3 dias em
uma sala de crescimento, com iluminacdo artificial fornecida por ld&mpadas de LED brancas
(6400 K-\ = 525 nm) e irradiancia média de 49.4 pMol m2 s™!, com fotoperiodo de 16 horas
(h) e temperatura de 25 + 2 °C (Aratjo et al. 20214, b). Posteriormente as microplantas foram
individualizadas e transferidas para frascos com o meio MS sem regulador de crescimento por
30 dias.

2.2 Condicoes de cultura das cepas bacterianas

Foram utilizadas dez bactérias cedidas pela Colecdo de Cultura da Microbiologia
Agricola (CCMA/UFLA) do Laboratoério de Microbiologia das Fermenta¢Ges no Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e pelo Centro de Recursos Bioldgicos
Johanna Ddbereiner da Embrapa Agrobiologia do Brasil (CCBD) (Tabela 1). As bactérias
utilizadas foram previamente estocadas a -80°C. Ao momento do uso foram reativadas em agar
nutriente (AN) composto por peptona 5 gL, extrato de levedura 3 gL, cloreto de sodio 5 gL
1 e 4gar 15gL, e mantidas no BOD (Bio-Oxygen Demand) a 28+2°C por 48 h.
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Tabela 1 - Cepas bacterianas

Localizacéo

Cddigo Género e espécie e Origem
geogréfica
AD-V5 Azospirillum brasilense Curitiba-PR, Brasil Fukami et al., 2018
(CCMA1291) ’ N
Ab\é%gi;\l PSo Azospirillum brasilense Curitiba-PR, Brasil -
CIAT 899 Rhizobium tropici Colémbia, Embrapa -
BR935 Rhizobium leucaneae Cipo-BA, Brasil, -
Embrapa
BR921 Sinorhizobium fredii Lapao-BA, Brasil, -
Embrapa
CCMAO0122 Sinorhizobium fredii Luminérias-MG, Brasil Fruto (Cerrado) Pixirica
CCMAO0088 Bra_ldyrh|_zoblum Arcos-MG, Brasil Fruto (Cerrado) Marolo
japonicum
CCMAO0401 Bacillus subtilis Alto Garcas-MT, Brasil Bebida In((X?foga; - Chicha
CCMAO0004 Bacillus megaterium Confresa-MT, Brasil Bebida indigena - Caxiri
CCMAOLL2 B(_a\ClIIus _ Luminérias-MG. Brasil Fruto (Cerrado) Murici do
amyloliquefaciens cerado

Cepas bacterianas utilizadas ao longo dos experimentos. CCMA: Colecéo de Cultura da Microbiologia
Agricola; EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Fonte: Da autora (2024).

2.3 Teste de producéo de biofilme

A quantificacdo do biofilme foi realizada utilizando a metodologia descrita por
(O*toole, 2011). Cada cepa bacteriana foi cultivada em caldo nutriente por 48 h, sendo mantida
a 120 rpm a 28+2°C. Ap0s o crescimento, aliquotas das amostras foram transferidas para placas
de 96 pocos, onde cada amostra foi misturada em 1:1 com meio fresco, e mantida a temperatura
ambiente por 1, 2 e 3 dias. Apos a incubacdo, as placas foram invertidas para remover o meio
presente e, em seguida, mergulhadas cuidadosamente em dgua destilada estéril, repetindo-se o
processo duas vezes. Posteriormente, foram adicionados 125 ul. de uma solucdo de 0.1% de
cristal violeta (CV) a cada poco da placa de microtitulacdo e incubadas temperatura ambiente
por 15 minutos (min), em seguida, a placa foi enxaguada com agua destilada estéril 3 vezes e
seca com papel toalha.

Na sequéncia, foram adicionados 125 pL de 4cido acético a 30 % a cada pogo e mantidos
a temperatura ambiente durante 15 min. Por fim, 125 pL de cada amostra foram transferidos
para uma nova placa, e a absorbancia foi quantificada a 570 nm no espectrofotémetro (Thermo

Scientific™ Multiskan™), utilizando acido acético a 30% como
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branco. A formacéo de biofilme pelas BPCV foi quantificada aos 1, 2 e 3 dias, a fim de agrupar
os resultados em quatro categorias a partir das medi¢cbes OD (densidade dptica) e ODC
(densidade Optica de corte, ou seja, o valor do ensaio sem bacterias). As categorias foram
definidas como: nao aderentes OD<ODC, debilmente aderentes ODC<OD< (2xODC),
moderadamente aderentes (2xODC) <OD< (4xODC) e fortemente aderentes (4xODC) <OD
(Basson; Flemming; Chenia, 2008; Karimi et al., 2022; Stepanovi¢ et al., 2000). Os testes foram

feitos em triplicata.

2.4 Preparacao dos inoculos bacterianos

Células bacterianas de cada cepa foram crescidas em AN a 28+2°C por 48 h no BOD,
apos o crescimento as UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) foram tomadas usando um loop
de inoculagdo e entdo transferidas e ressuspensas em caldo nutriente CN, o indculo foi mantido
sob agitacdo a 120 rpm a 28+2°C por 48 h, logo ap6s foram centrifugados por 10 min a 1924xg
(Kasvi K14-0815%) e lavados duas vezes com agua destilada estéril. Em seguida, a densidade
celular foi ajustada para 1.5x108 UFC mL! com a escala de McFarland, e com recuento das
UFC no momento do inoculo.

2.5 Biotizacdo de microplantas de morangueiro

Microplantas das cultivares OG e CA com 2 a 2.5 cm de comprimento, 6 a 8 folhas e 3
a 5 mm de raiz foram selecionadas e transferidas individualmente para frascos de 200 mL,
contendo 50 mL de meio MS. Estas foram mantidas na sala de crescimento por 7 dias com
iluminacao artificial fornecida por lampadas de LED brancas (6400 K-\ =525 nm) e irradiancia
média de 49.4 pMol m2 s~!, com fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 * 2 °C(Arajo et al.
2021a, b). A biotizacdo foi feita na camara de fluxo laminar, pipetando 50 pL do indculo
bacteriano (108 células mL™) na base do caule-raiz de cada microplantas de morangueiro,
resultando em uma concentracdo bacteriana final de aproximadamente 108 células para cada
microplantula. Os frascos foram mantidos na sala de crescimento por 30+3 dias com iluminacao
artificial. Foi estabelecido um delineamento inteiramente casualizado com onze tratamentos (10
cepas bacterianas e o tratamento controle, sem inoculagéo) e quatro repeti¢cdes. Cada tratamento
foi composto por 24 microplantas para cada cultivar. Apos o tempo de crescimento foram

avaliadas as caracteristicas fitotécnicas dos tratamentos.

2.6 Biotizacdo de microplantas de morangueiro com consorcios bacterianos
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Apbs a determinacdo das melhores associacfes entre microplantula-bactéria, foram
selecionadas as bactérias potenciais para formar consorcios para a biotizacao in vitro (Tabela
2).

Tabela 2 - Tratamentos utilizados na biotizagdo em consorcios

Cadigo Cepas bacterianas
Ab-V5 + BR935 A. brasilense + R. leucaneae
Ab-V5 + 0401 A. brasilense + B. subtilis
BR935 + 0401 R. leucaneae + B. subtilis
Ab-V6 + BR935 A. brasilense + R. leucaneae
Ab-V6 + 0401 A. brasilense + B. subtilis
Controle Sem bactéria, (H20 destilada estéril)

Consorcios bacterianos utilizados na biotizacao in vitro das cultivares Oso Grande e Camarosa
Fonte: Da autora (2024).

2.7 Preparacao dos inéculos bacterianos para consorcios

As suspensdes bacterianas foram preparadas individualmente e misturadas em
proporcao 1:1, e mantidas em agitacdo por 20 min a 90 rpm em 25+2°C (Blanco et al., 2021).
Logo apos foram utilizadas para a biotizacdo das microplantas em consorcios. Os frascos foram
levados para a sala de crescimento por 30+3 dias com iluminagéo artificial fornecida por
lampadas de LED brancas (6400 K—A = 525 nm) e irradidncia média de 49.4 uMol m2 s™!, com
fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 2 °C. Ap6s o tempo de crescimento foram avaliadas

as caracteristicas fitotécnicas.

2.8 Andlises Fitotécnicas

Ao final do experimento foram realizadas as analises fitotécnicas no Laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais/Laboratorio de Bioprodutos e Interacdes Planta Microrganismo
(LCT/LABIMP-UFLA). Foram avaliados o comprimento de parte aérea (CPA), comprimento
da raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total
(MT) e nimero de brotos. Um paquimetro digital foi utilizado para medir o comprimento da
parte aérea e 0 comprimento da raiz, e uma balanca analitica de preciséo foi empregada para a

determinacéo da massa fresca e seca.
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2.9 Extracdo e quantificacdo de clorofilas e carotendides

Para a quantificacdo de clorofilas e carotenoides 0.1 g de folhas de cada tratamento
foram coletadas em 10 mL de acetona a 80% e mantidas por 24h em auséncia de luz, logo apés
os extratos foram filtrados e foram feitas as leituras da absorbancia em 663.2 nm, 646,8 nm e
470 nm no espectrofotdmetro (Thermo Scientific™ Multiskan™). Os célculos de pg de
clorofila/g de matéria fresca foliar, seguiram as seguintes equac@es (Lichtenthaler, Buschmann,
2001):

Clorofila a:12.25xA663.2-2.79X Agas 8
Clorofila b:21.50x Ass6,8-5.10XA663.2
Carotenoides: (1000x As70-1.82XCa-85.02xCh) /198

2.10 Obtencéo dos extratos hidro-metandlicos

Foram pesados 0.2 g de matéria seca da parte aérea e adicionados com 10 mL da mistura
de metanol: agua (80:20, v/v) e acidificados com HCI (0.1%) para a obtencéao dos extratos hidro-
metandlicos, que foram mantidos em agitacdo em temperatura ambiente na auséncia de luz por
24 h, logo apds foram centrifugados a 855 x g (Kasvi K14-0815%) por 15 mim, os sobrenadantes
foram recuperados e armazenados a -80 até analise (Ariza et al., 2016).

2.11 Quantificacao do conteudo fenolico total (TPC)

O conteudo fendlico total (TPC) dos extratos foi determinado usando o reagente de
Folin-Ciocalteu (FC) (SINGLETON., 1965), onde 100puL dos extratos hidro-metanolicos foram
misturados com 500 pL do reagente FC ao 10% e incubados por 3 min, logo apds foi adicionado
400 pL do CH3CO2Na (7 M) e incubados em temperatura ambiente por 2 horas na auséncia de
luz, a absorbancia foi medida a 760 nm usando o espectrofotémetro (Thermo Scientific™
Multiskan™). A curva de calibragéo foi realizada a partir de uma solucdo stock de 100 pg/mL
de &cido gélico, os dados foram expressos em mgGAE/g, miligramas de equivalentes de acido

galico por grama de matéria seca (Ariza et al., 2016; Simirgiotis et al., 2008).
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2.12 Quantificacdo do conteudo total de flavondides (TFC)

O conteddo total de flavondides (TFC) foi quantificado segundo a metodologia proposta
por (Ariza et al., 2016), com algumas modificagdes nos volumes.v250 pL dos extratos hidro-
metanolicos, misturados em 1.25 mL de &gua MilliQ, com a adi¢do de 75 uL de solugédo de
NaNO:2 (5%), e incubados por 6 min, posteriormente foram adicionados 150 pL de solucdo de
AICl3-6H20 (10%), seguido de 500 uL de NaOH (1 M), sendo o volume final foi ajustado para
2.5 mL com agua MilliQ e a absorbancia medida a 420 nm usando o espectrofotdmetro (Thermo
Scientific™ Multiskan™). A curva de calibracdo foi a partir de uma solucdo stock de 100
pg/mL de quercetina, foram os expressos em mgQE/g miligramas de equivalentes de quercetina

por grama de matéria seca (Chang et al., 2002; Memari-Tabrizi et al., 2021).

2.13 Anélises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, foi realizada andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
com um nivel de significancia de p < 0.05 utilizando os softwares Infosfat (Di Rienzo et al.,
2020) e Sisvar v 5.8 (Ferreira., 2023).

3 RESULTADQOS

3.1 Teste de formacéao do biofilme

A formacao de biofilme pelas BPCV foi quantificada aos 1, 2 e 3 dias, a fim de agrupar
os resultados em quatro categorias, sendo elas: ndo aderentes: (-); fracamente aderentes: (+);
moderadamente aderentes: (+ +); fortemente aderentes (+ + +), a partir das medigdes OD
(densidade ética) e ODC (densidade Optica de corte) ou seja, o valor do ensaio sem bactéria
(Tabela 4) (Basson; Flemming; Chenia, 2008; Karimi et al., 2022; Stepanovi¢ et al., 2000). Foi
observado que a maior formacdo de biofilme bacteriano foi no B. amyloliquefaciens CCMA
0112 com uma producdo fortemente aderente ap6s 2 dias de crescimento, seguidamente as cepas
de B. subtilis CCMA 0401 e B. megaterium CCMA 0004 estiveram na categoria

moderadamente aderente ap6s 2 dias de crescimento, por ultimo, se
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encontram as demais cepas bacterianas que mantiveram uma formagdo fracamente aderente

ao longo do tempo avaliado (Tabela 3).

Tabela 3 - Producdo de biofilme bacteriano

BPCVs 24 H 48 H 72H

A. brasilense Ab-V5 + + +

A. brasilense Ab-V6 + + +

R. tropici CIAT 899 + + +

R. leucaneae BR935 + + +

S. fredii BR921 + + +

S. fredii CCMA 0122 + + +

B. japonicum CCMA 0088 + + +
B. subtilis CCMA 0401 + + + ++
B. megaterium CCMA 0004 + + + ++

B. amyloliquefaciens CCMA 0112 + ++ + +++

Teste de producéo de biofilme bacteriano ap6s 72 horas de cultivo. Categorias de classificacdo: Ndo
aderentes: (-); Fracamente aderentes: (+); Moderadamente aderentes: (+ +); fortemente aderentes (+ +

+)
Fonte: Da autora (2024).

3.2 Biotizacdo do morangueiro

A biotizac&o in vitro das cultivares de morangueiro Oso Grande (OG) e Camarosa (CA)
revelou que 40% das bactérias apresentaram uma interacdo positiva na promocdo de
crescimento vegetal. Destacaram-se as cepas A. brasilense Ab-V5, A. brasilense Ab-V6, B.
subtilis CCMA 0401 e R. leucaneae BR935. Por outro lado, 60% das cepas ndo permitiram o
desenvolvimento completo das microplantas, e B. amyloliquefaciens CCMA 0112 induziu a
morte da microplantas ap06s 2 dias da biotizacéo, nas duas cultivares, sendo, portanto, excluida
dos testes subsequentes.

A biotizacdo de microplantas da cultivar OG revelou um aumento no comprimento da
parte aérea (CPA) nas interacfes com as cepas A. brasilense Ab-V5 e R. leucaneae BR935, que
apresentaram valores de aproximadamente 1.4 vezes maiores que o controle. Em relagédo ao
comprimento da raiz (CR), quatro cepas se destacaram: A. brasilense Ab-V5, A. brasilense Ab-
V6, B. subtilis CCMA 0401 e o R. leucaneae BR935, sem apresentar diferencas significativas
entre elas. A massa seca da parte aérea (MSPA) mostrou um comportamento similar com o
comprimento da parte aérea, com A. brasilense Ab-V5, e R. leucaneae BR935 aumentando
aproximadamente 1.3 e 1.26 vezes em comparagao ao controle.

Na massa seca da raiz (MSR) observou-se que a biotizagdo com o A. brasilense Ab- V5

foi a que teve maior influéncia neste parametro, seguido do R. leucaneae BR935, B.
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subtilis CCMA 0401 e A. brasilense Ab-VV6 sem apresentar diferencas significativas entre eles.

Por ultimo, na massa total (MT) 40% das cepas apresentaram um incremento (Ab-V5, BR935,
Ab-V6 e CCMA 0401) (Figura 1A). Por outro lado, o 60 % das BPCV apresentaram valores
inferiores ao controle em todos os parametros avaliados (Tabela 4).

Tabela 4 - Variaveis fitotécnicas nas cultivares de morangueiro biotizadas individualmente

Biotizac&o in vitro
Cultivar Oso Grande

Comprimento (cm)

Massa seca (mg)

Tratamentos Comprimento Comprimento da F':gﬁzzztizz Mgzs?:iezca Massa
parte aérea (CPA) raiz (CR) (MSPA) (MSR) total (MT)
A. bras"vesnse Ab- 5.83 + 0.01° 6.95 + 0.07° 21575403 633803 20t
A. bras"\fg‘se Ab- 4.66 + 0.008 6.60 + 0.08° 19413 +1.0°¢  50.1+0.2° 2414'120 +
R. ”Opéggc'AT 1.88 + 0,02 0.31 +0.02¢ 5034+ 14"  8.34+0.1 671'658f *
R. leucaneae b b 261.63
R 5.75 + 0.01° 6.74 + 0.06° 208.63+0.2%° 53003 oo
S. fredii BR921 4.15+0,01° 3.81+0.02° 144.45+20°  36.49+02° 18(2"85' *
S-fred CCMA 1.46 + 0.04° 0.0 £0.0° 17.14£03 33501 GDF
ol 1.66 +0.03% 0.0 £0.0° 11754019 40102  T50%
o3 ouptlls 4.71 +0.007° 6.58 + 0.07° 100.63£0.0°  50.25+0.0° 2H058%
B. megaterium d, d ¢ d 70.89 +
e 1.65 + 0.04% 0.65 + 0.06 62.0+ 1.2 8.89+ 0.3 o
Controle 3.93+0.01° 5.05+ 0.8 165+03 350008 2oooéod *

Biotizac&o in vitro
Cultivar Camarosa

Comprimento (cm)

Massa seca (mg)

Massa seca

Massa seca

Tratamentos Comprimento Comprimento da parte aérea da raiz Massa
parte aérea (CPA) raiz (CR) (MSPA) (MSR) total (MT)
A. bras"vesnse Ab- 4.46+ 0,02° 3.41 +0.07° 233.88+02°  54.5+0.2° Z%Sff
A. bras"veg‘se Ab- 4.78 + 0.01° 6.44 + 0.06° 193.0+02°  47.06+0.1° 248'2? *
R. tropicl CIAT 1.0+00° 0.0 +0.0° 27.49+08  571+02 332+10°
R. leucaneae d 298.38+
R 4.53 + 0.04° 2.80. +0.02 246.38+0.1° 52,0+ 0.1° o
S. fredii BR921 3.99 + 0.03° 2,51 + 0,049 164.75420° 33006  O000*
s. fredii CCMA . 1247+
19 1.0+00° 0.0+ 0.0° 9.24+008"  3.23+0.1° S0
B. japonicum ¢ . et . 17.7+0.2°
o 1.13+0.04 0.18 + 0.01 13.25+0.1 4.45+02 :
B. subtilis ) 223,62 +
o 4.76 + 0.01° 6.21 + 0.02° 18312 401° 4050 + 0.1° o
B. megaterium d 29.38 +
S 1.24 +0.03° 0.23 + 0.01¢ 2594+0.9%¢  344+01° o
Controle 3.91+0.01° 4.83 + 0.04° 160.00 + 0.2° 38'32,* 198';(,3 *
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Variaveis fitotécnicas das microplantas das cultivares Oso Grande e Camarosa biotizadas
individualmente ap6s o término do cultivo in vitro. Comprimento parte aérea (CPA), Comprimento da
raiz (CR), Massa seca parte aérea (MSPA), Massa seca da raiz (MSR), Massa total (MT). Letras distintas
indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).

Fonte: Da autora (2024).

As respostas positivas a biotizacdo das microplantas da cultivar (CA) também foram
evidentes nos mesmos géneros bacterianos descritos anteriormente para a cultivar (OG). Assim,
observou-se um aumento no comprimento da parte aérea (CPA) quando as microplantas foram
biotizadas com as cepas de A. brasilense Ab-V6, B. subtilis CCMA 0401, R. leucaneae BR935
e A. brasilense Ab-V5. A cepa S. fredii BR921 apresentou valores préximos ao controle,
enquanto o 50% correspondente as demais cepas utilizadas tiveram um efeito negativo neste
parametro. No que diz respeito ao CR, apenas o0s tratamentos com A. brasilense Ab-V6 e B.
subtilis CCMA 0401 evidenciaram um incremento entre 1.33 e 1.28 vezes, respectivamente,
em comparacdo ao controle. Com relacdo a MSPA, MSR e MT, observou-se um incremento
nesses parametros quando foram utilizadas cepas bacterianas R. leucaneae BR935, A.
brasilense Ab-V5, A. brasilense Ab-V6 e B. subtilis CCMA 0401 (Figura 3B), revelando que
a biotizacdo com esses géneros bacterianos favoreceu o acimulo de biomassa aérea e radicular
na microplantas de morangueiro cultivadas in vitro (Tabela 4). Enquanto ao nimero de brotos
na cultivar OG foi aumentado quando biotizadas com o B. subtilis CCMA0401, j& na cultivar
CA abiotizacdo individual com as cepas de R. leucaneae BR935 e A. brasilense, Ab-V5 foram

0s tratamentos que aumentaram a producao de brotos.

Figura 3 - Microplantas biotizadas individualmente cultivar Oso grande e Camarosa

A. Biotizacdo individual da cv Oso grande
Ab-V5 BRY35 Ab-V6 CCMA0401 Controle
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B. Biotizacdo individual da cv Camarosa
BR935 Ab-V5 Ab-V6 CCMA0401 Controle

Microplantas de morangueiro biotizadas individualmente in vitro. (A) cultivar Oso Grande e (B)
cultivar Camarosa.
Fonte: Da autora (2024).

3.3 Biotizagdo de morangueiro com consorcios bacterianos

A biotiza¢do com os consorcios bacterianos formados a partir da selecdo das melhores
cepas individuais (A. brasilense Ab-V5, A. brasilense Ab-V6, B. subtilis CCMA 0401 e o R.
leucaneae BR935) revelou que, na cultivar (OG), todas as combinacGes foram benéficas
(Tabela 5), no entanto o tratamento Ab-V5+0401 se destacou em todas as varidveis analisadas.
No CPA, os melhores tratamentos foram Ab-V5+0401 e Ab-V5+BR935 com um incremento
de 1.39 e 1.27 vezes em comparagdo ao controle, respectivamente. No CR, apenas o tratamento
Ab-V5+0401 apresentou diferenca significativa. Enquanto a MSPA, os dois melhores
tratamentos foram Ab-V5+0401 e Ab-V5+BR935 com um incremento de 2.4 e 2.1 vezes. Na
MSR e na MT, as combinagdes Ab-V5+0401, Ab-V5+BR935 e BR935+0401 demonstraram
melhor acumulo de biomassa, seguido dos consorcios com Ab-V6 (Figura 2A).

Na cultivar Camarosa (CA), todas as combina¢Ges também se mostraram benéficas
(Tabela 5). O CPA apresentou maior incremento no tratamento Ab-V5+BR935 (1.38 vezes),
seguido do Ab-V5+0401 (1.27 vezes). No CR, os tratamentos que tinham a cepa A. brasilense
Ab-V5 apresentaram valores similares ao controle, os demais tratamentos tiveram valores
inferiores. Na MSPA, os tratamentos Ab-V5+BR935 e Ab-V5+0401 proporcionaram aumentos
de aproximadamente 2.3 e 2.1 vezes, respectivamente.

Por outro lado, a MSR teve um incremento em todos os tratamentos com valores entre
1.91 e 3.28 vezes. Por ultimo, a MT indicou que todos os tratamentos tiveram diferenca
significativa em comparagdo ao controle, com destaque para o tratamento o Ab-V5+BR935,
que proporcionou 0 maior aumento nesta cultivar (Figura 2A). E importante destacar que, em
ambas cultivares, os consorcios formados com a cepa Ab-V5 apresentaram maiores
incrementos no acumulo de biomassa, embora os tratamentos com a cepa Ab-V6 também

induziram um aumento desta quando comparado com os tratamentos individuais.
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Tabela 5 - Variaveis fitotécnicas na cultivares de morangueiro biotizadas em consorcios

Consorcios in vitro

Cultivar Oso Grande

Comprimento (cm)

Massa seca (mg)

Comprimento Comprimento Massa seca Massa seca da Massa total
Tratamentos parte aérea Pr parte aérea .

(CPA) da raiz (CR) (MSPA) raiz (MSR) (MT)
Ab-V5 + BR935 4,98 + 0.022:P 3.65+0.02° 356.17 £ 1.1° 113.6+1.2° 469.8 £ 1.5°
Ab-V5 + 0401 5.43 £0.017 5.60 + 0.022 397.83+1.4° 135.0+0.9* 532.8 £ 1.7°
BR935 + 0401 4,53 £0.01>°¢ 3.52+0.08° 297.67+1.0° 114.83 £0.3° 4125+ 1.0°
Ab-V6 + BR935 4.58 +0.04>°¢ 2.97 +£0.01¢ 244.4 +1.2¢ 83.3+0.7° 327.7+ 1.5
Ab-V6 + 0401 4,13 +0.3%¢ 2.05+0.2° 257.1+1.3¢ 71.0+ 1.0° 328.1+1.3¢
Controle 3.9+0.03¢ 4,95+ 0.01° 165.33+0.4° 35.67+0.1° 201.0+05°

gglr:is\?;f '82:2;;2% Comprimento (cm) Massa seca (mg)

Tratamentos Co;ﬁg;ng;e:;o Comprimento '\2?212?%2 Massa seca da Massa total

P (CPA) daraiz(CR) P (MSPA) raiz (MSR) (MT)
Ab-V5 + BR935 5.43+0.01° 5.08 + 0.022 362.0+ 0.6 120.0+ 0.6 482.0 + 1.1
Ab-V5 + 0401 5.03 +0.09° 4,95+ 0.01° 332.67 £ 2.0° 118.0+ 1.0 450.67 £ 2.2°
BR935 + 0401 4.38+0.01° 2.42+0.03° 318.3+0.8° 97.3+1.1° 4156+ 1.0°
Ab-V6 + BR935 4,35+ 0.03° 2.55 +0.04° 281.5+1.2° 82.5+0.3° 364.0 + 1.3¢
Ab-V6 + 0401 3.4+0.01° 1.40 £ 0.03° 225.1+ 0.6° 70.0 + 0.5 295.1+0.9°
Controle 3.93+0.01¢ 4.82 +0.01° 157.28 + 0.6 36.5+0.2¢ 198.67 £ 0.8

Variaveis fitotécnicas das microplantas das cultivares Oso Grande e Camarosa biotizadas com
consorcios apos o término do cultivo in vitro. Comprimento parte aérea (CPA), Comprimento da raiz

(CR), Massa seca parte aérea (MSPA), Massa seca da raiz (MSR), Massa total (MT). Letras distintas
indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).

Fonte: Da autora (2024).

Notou-se que a biotizagdo com os consorcios Ab-V5 + 0401, Ab-V5 + BR935, BR935

+ 0401 favoreceu a formacdo de maior niumero de microbrotos na cv OG com a formacao de 8

a 12 aproximadamente, os consércios formados com a cepa Ab-V6 tiveram menor formacgéo

destes com valores entre 3 a 6 microbrotos, por outro lado na cv CA se verificou que o consércio

Ab-V5 + 0401 foi 0 que teve maior formacédo de microbrotos (Figura 4B).

Figura 4 - Microplantas de morangueiro biotizadas com consércios

A. Biotiza¢do com consércios da cv Oso grande

Ab-V5+0401

Ab-V5+BR935

BR935 +0401

Ab-V5+0401

Ab-V5+BR9Y35

B. Biotiza¢dio com consorcios da cv Camarosa

BR935 +0401

Microplantas de morangueiro biotizadas em consércios in vitro. (A) cultivar Oso Grande e (B) cultivar

Camarosa.

Fonte: Da autora (2024).
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De modo geral, observou-se que as cepas de Ab-V5 e Ab-V6, o R. leucaneae BR935 e
o B. subtilis CCMA 0401 foram as que apresentaram relacdo positiva na promocdo de
crescimento vegetal do morangueiro em condic¢des in vitro, tanto na biotizacdo individual
quanto em consorcios. Ademais, notou-se que o S. fredii BR921 revelou valores préximos ao
controle em ambas cultivares, por outro lado, 50% das cepas bacterianas (CIAT 899 R. tropici,
CCMA 0122 S. fredii, CCMA 0088 B. japonicum, CCMA 0004 B. megaterium e CCMA 0112
B. amyloliquefaciens) apresentaram valores inferiores ao controle, limitando o crescimento das
microplantas de morangueiro nas condi¢6es in vitro. Também se observou que a biotizagdo com
CCMA 0112 B. amyloliquefaciens ndo foi favoravel ap6s 72 h da co- inoculagdo, devido ao
crescimento excessivo da bactéria no meio de cultura MS em ambas cultivares biotizadas
(Figura 5).

Figura 5 - Microplantas biotizadas que apresentaram um efeito negativo na promocao de
crescimento

CCMA 0112 CCMA 0088 CCMA 0122 CIAT 899
y — '7\ r
E a
CCMA 0004
| Zgp

Microplantas biotizadas que apresentaram respostas negativas apds o processo de co-inoculagéao.
CCMAO0112: B. amyloliquefaciens; CCMA 0088: B. japonicum CCMA0122: S. fredii; CIAT 899:R.
tropici, CCMAQO04: B. megaterium

Fonte: Da autora (2024).

3.4 Quantificacao de clorofila

Na cultivar OG, a produgdo de clorofila a clorofila b e carotendides esteve em maior
concentragdo quando biotizadas com o consorcio Ab-V5+ 0401. Também se encontrou que a
clorofila a teve aumentos no tratamento individual com Ab-V5 e nas microplantas biotizadas
com 0s cinco consorcios quando comparados com o controle. Na clorofila b o consorcio Ab-
V5+BR935 também se destacou, por ultimo, os carotendides também aumentaram em todos 0s
tratamentos com o0s consorcios e no tratamento individual com Ab-V5 (Tabela 7). Na cv CA se
encontrou que a clorofila a foi aumentada em trés tratamentos, na biotizagdo com os consorcios
Ab-V5+0401 e Ab-V6+0401, e na biotizacdo individual com Ab-V6. A clorofila b



58

se destacou principalmente nos tratamentos com consércio Ab-V5+0401 e no tratamento
individual com Ab-V5. Nos carotenodides, novamente destacou-se o tratamento com Ab-
V5+0401, seguido do Ab-V6+0401, Ab-V6+BR935 e 0s demais consorcios, 0s tratamentos
individuais com BR935, Ab-V6 e Ab-V5 estiveram logo ap6s com valores préximos ao controle
(Tabela 6).

Tabela 6 - Quantificacdo de clorofilas e carotendides nas cultivares in vitro

Cv Oso grande Cv Camarosa

Tratamentos CIO?f”a Clorboﬂla Carotendides Clorofilaa  Clorofilab  Carotendides
e H _ c, c d,
Azosplrlllum\tl)gasnense Ab 7 610,045 0.8543-2.01 112 +0.01b ¢ 5.24:?.2 1.24+0.06% 1.0940.06" ©
iy . ] .
Azospirillum brasilense AD- 5 1940170 0541008 08szoozie  OMDO% ogsio0zne  1105008%
. . d, a, b,
Rhizobiumleucaneae 54340011 096:006° 08720060 005003 LABOOTY g 15i009n ¢
1 ih + e,
Bacillus Sgggi's CCMA  5ossgose O05001"  gouporeae 4104037 08260120 07020.12¢
7.29+0.100 X , . . .
Ab-V5 + BR935 . 1.28+0.04 1.28+0.01 445+0.15F 114+0042° 117 +0.02b¢
Ab-V5 + 0401 00+028 16440048  176+0.01° 961018 1324003  2.02+0.042
+ b, + [ + b, ¢,
BR935 + 0401 681£021% 091004% ) 1400000 55gepiea 093001 1.19+0.08 ©
b, cC,
Ab-V6 + BR935 709£0.37  0.95+0.04 1224006°  516+02¢¢  069+0.03¢  1.35+0.05°
+ c, + d,
Ab-V6 + 0401 663£0.08"  0.75:0.01% 4110020 668004°  078£001°  1.77+0.09°
e, b,
Controle +%'3i%e 0.694_rf0.02 0.75+0.01¢ 5.61+0.1¢ 4 0.87 Ci 9'02 1.0+0.02¢ d

Quantificacdo de clorofilas e carotendides nas cultivares Oso grande e Camarosa. Letras distintas
indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).

Fonte: Da autora (2024).

3.5 Quantificacdo do contetdo total fendlico (TPC)

A cultivar OG apresentou maior acimulo de contetdo total fendlico (TPC) na maioria

dos tratamentos, tanto em consorcios como na biotizacdo individual quando comparado com a
cultivar CA que teve maior acumulo de TPC quando biotizadas com o0s consércios e no

tratamento individual com CCMAO0401 (Figura 6).
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Figura 6 - Quantificacdo do contetdo total fendlico (TPC) in vitro
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Quantificacdo do contetdo total de fendlicos (TPC) nas cultivares Oso Grande e Camarosa.
Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).

Desta forma, na cultivar OG, o consércio conformado pelas cepas Ab-V5+0401
demonstrou o maior acimulo de fenois, com 14.37 mgGAE/g, seguido pelo BR935+0401 com
13.30 mgGAE/g. Em seguida, destacaram-se os tratamentos de biotizag¢&o individual com as
cepas Ab-V5 (11.59 mgGAE/g) e CCMA 0401 (11.20 mgGAE/g), quando comparados com 0
controle (7.43 mgGAE/g). Por outra parte, na cv CA, os melhores resultados no acimulo de
contetdo total fendlico (TPC) foram observados nos consorcios formados pelas cepas Ab-
V5+0401 (14.62 mgGAE/g), Ab-V6+0401 (11.24 mgGAE/g). Quanto a biotizacdo individual,
a cepa CCMA 0401 e o consorcio BR935+0401 mostraram um acumulo similar, os demais

tratamentos estiveram proximos ou abaixo do controle (6.27 mgGAE/qg) (Figura 6).
3.6 Quantificacdo do conteudo total de flavondides (TFC)
Na cv OG, observou-se novamente gque tanto os tratamentos individuais quanto os

consorcios apresentaram maior acumulo do conteudo total de flavonoides (TFC) em

comparagdo com a cultivar CA.
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Figura 7 - Quantificacdo do contetdo total de flavonoides (TFC) in vitro
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Quantificacdo do conteldo total de flavonoides (TFC) nas cultivares Oso Grande e Camarosa. Letras
distintas indicam diferencgas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).

Na cv OG, o maior acumulo para o TFC foi obtido com o tratamento individual CCMA
0401 (47.96 mgQE/qg), seguido pelo consdrcio Ab-V5+0401 (45.03 mgQE/g). Em seguida,
destacaram-se o tratamento individual com a cepa Ab-V5 (42.01 mgQE/g) e o consorcio
BR935+0401(38.71 mgQE/g), principalmente. Na cv CA, o consorcio formado por Ab-
V5+0401 (55.66 mgQE/g) mostrou o melhor desempenho no acumulo do conteudo total de
flavonoides (TFC), seguido pelo consércio Ab-V6+0401 (40.55 mgQE/g), quando comparados

com o controle que registrou valores proximos a 19.01 mgQE/g (Figura 7).

4 DISCUSSAO

A selecdo adequada de microrganismos benéficos na cultura de tecidos vegetais (CTV)
é crucial para a biotizacdo bem-sucedida das microplantas. Neste contexto, Bactérias
Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCVs), fungos micorrizicos arbusculares (FMA), ou
bactérias endofiticas naturalmente presentes nos explantes mantidos em cultivo in vitro podem
induzir mudancas metabdlicas e de desenvolvimento durante a interacdo (co- inoculacgao)
explante-microrganismo (Kanani et al., 2020; Soumare et al., 2021; Wazny et al., 2024). Essas
alteracdes resultam em respostas fisiologicas ou bioquimicas que modulam o comportamento
vegetal, refletindo-se na promocéo de crescimento, no acumulo de metabélitos secundarios, na
modulagdo de enzimas antioxidantes, no acimulo do teor de clorofila, entre outras mudancas
positivas ou negativas que possam ocorrer ao longo do co- cultivo (Gianinazzi et al., 2003;
Gianinazzi et al., 2010; Lim et al., 2020; Wazny et al., 2024).
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Durante o processo de colonizacgdo, a bactéria interage com a raiz da microplanta,
desencadeando uma resposta vegetal que pode induzir uma guimiotaxia positiva com algumas
cepas especificas, essa interacdo pode permitir uma colonizagdo bem-sucedida, podendo
resultar no estabelecimento da bactéria nas areas internas da raiz. O ingresso bacteriano
possivelmente ocorre pelos espacos de emergéncia das raizes e meristemas radiculares
(Compant et al., 2010; Botta et al., 2013). Neste sentido, a formagdo de biofilme bacteriano
pode influenciar significativamente na colonizacao inicial e na quimiotaxia positiva ou negativa
(Rudrappa et al., 2008; Beauregard et al., 2013). No presente estudo, observou-se que 70% das
(BPCVs) apresentaram uma formacdo de biofilme fracamente aderente (+). As bactérias
pertencentes ao género Bacillus mostraram variagdes na formacao de biofilme, CCMA 0401 B.
subtilis e 0 CCMA 0004 B. megaterium exibiram uma formacéo de biofilme moderadamente
aderente (++), e CCMAO0401 apresentou um efeito positivo na promocao de crescimento
vegetal, correspondendo ao 10%. Por outro lado, CCMA 0112 B. amyloliquefaciens demonstrou
uma formacdo de biofilme fortemente aderente (+++) e apds 48h a 72h, encontrou-se um
crescimento excessivo apds 72 h de co-cultivo em ambas as cultivares, o anterior pode estar
relacionado a capacidade superior de B. amyloliquefaciens para formar biofilmes robustos,
como relatado por Chen et al. (2013), o que pode explicar a colonizacdo mais agressiva sob a
microplantas e 0 meio MS.

Nesta pesquisa, avaliou-se o efeito de dez bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCVs) na biotizacdo individual de microplantas de morangueiro. Se encontrou que o 40%
das cepas, correspondentes A. brasilense Ab-V5, A. brasilense Ab-V6, R. leucaneae BR935 e
B. subtilis CCMA 0401, promoveram significativamente o crescimento vegetal das
microplantas em ambas as cultivares durante o co-cultivo in vitro. Por outro lado, o 60% das
bactérias ndo apresentaram uma colonizacdo positiva o que se refletiu na biomassa total e nos
demais parametros fitotécnicos avaliados. A biotizacdo também foi avaliada com consércios
bacterianos formados a partir das cepas selecionadas, as quais demostram um aumento mais
expressivo da biomassa da parte aérea, evidenciando efeitos sinérgicos positivos na promogéao
de crescimento. Assim, a biotizacdo de morangueiro com FMA e BPCVs ja tem sido relatada,
inicialmente, avaliaram a inoculagdo com trés fungos micorrizicos arbusculares (FMA) de
espécies de Glomus na micropropagado da cv Senga Sengana, constatando que as trés espécies
de FMA aumentaram a biomassa comparadas com os controles (Williams et al., 1992), Também

tem-se relatos do uso de BPCVs no morangueiro em condiges in vitro, num
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estudo, realizaram a inducdo de calos e organogénese, com a co-inoculagdo com Azomonas
insignia, achando a presenca da bactéria nos espacos intracelulares dos calos regenerados e
obtendo a formacdo novos brotos que subsequentemente foram enraizados, aclimatados e
plantados ao ar livre (Preininger et al., 1997). Mais recentemente, utilizaram aquénios de
morangueiro que foram expostos a compostos volateis produzidos por Arthrobacter agili
UMCV2, encontrando que estimularam sua germinacgdo, além de que também avaliaram o
Bacillus methylotrophicus M4-96, revelando que induziu a germinacdo atraves da producédo de
compostos difusiveis. Ambas as cepas estimularam o crescimento vegetal nas condicfes in
vitro, evidenciando o potencial de diferentes mecanismos bacterianos na promocao do
crescimento de morangueiro s. (Hernandez-Soberano; Ruiz-Herrera; Valencia-Cantero, 2020).
A biotizacdo também tem sido explorada em outras culturas, com Elaeis guineensis jacq, onde
tem-se relatos do uso de diferentes bactérias incluindo, Azospirillum brasilense Sp7 (ATCC
29729), Bacillus sphaericus (UPMB10) e Azospirillum
lipoferum (CCM3863), Herbaspirillum seropedicae (Azlin et al., 2007; Lim et al., 2010;
2016;2018;2023; Noor et al., 2013).

Neste contexto, a selecdo adequada de indculos, tanto individuais quanto
multimicrobianos, torna-se relevante para identificar as combinagcdes mais adequadas na
formulagdo dos bioinoculantes na CTV (Kanani et al., 2020). Destaca-se que as respostas
fisioldgicas podem variar entre as cultivares, o que reforca a necessidade de estudos especificos
para cada espécie vegetal e combinacGes de microrganismos (Rouphael et al., 2015; Wazny et
al., 2023; Tabacchioni et al., 2021). Nossos resultados mostraram que na cv OG, 0 consorcio
Ab-V5+0401 se destacou principalmente em quase todas as varidveis analisadas. J& na cv CA,
0s tratamentos compostos pelas cepas Ab-V5+BR935 e Ab-V5+0401 mostraram-se mais
promissores nas variaveis fitotécnicas avaliadas. Notavelmente, em ambas as cultivares todas
as combinacdes de consorcios tiveram um efeito significativo no acimulo da biomassa aérea, e
na formacao de brotos, principalmente aqueles que continham a cepa Ab-V5.

Por outra parte, as clorofilas e os carotendides desempenham papéis fundamentais nos
processos fotossintéticos e na protecao contra o estresse oxidativo. A clorofila, sendo o principal
pigmento fotossintético, é responsavel pela absorcédo de luz solar e sua conversdo em energia
quimica, essencial para a producao de carboidratos nas plantas (Pérez-Galvez et al., 2020). Ja
0s carotenoides, além de auxiliarem na captura e transferéncia de energia luminosa para a
clorofila, possuem propriedades antioxidantes que neutralizam radicais livres e protegem o0s
tecidos vegetais dos danos oxidativos (Lichtenthaler; Buschmann, 2001). Essas propriedades

antioxidantes também sdo reconhecidas por seus potenciais beneficios a saude
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humana, especialmente na prevencdo de doencas cronicas, como cancer e doengas
cardiovasculares (Pérez-Galvez et al., 2020; Roca et al., 2014). Nesta pesquisa se encontrou
que na quantificacdo de clorofila a clorofila b e carotendides a biotizagdo com 0s consorcios
bacterianos induziu modulagdes nos acimulos destes destacando-se principalmente o consoércio
Ab-V5+0401 em ambas as cultivares. Além disso, na cultivar OG a clorofila a também foi
aumentada no tratamento com Ab-V5, e a clorofila b também se incrementou no consoércio Ab-
V5+BR935, por ultimo, os carotenoides estiveram aumentados em todos os consércios e no
tratamento com Ab-V5. J& na cv CA se observou que além do tratamento Ab- VV5+0401 foi o
que se destacou nestes parametros avaliados, e na clorofila b também se refletiu nos tratamentos
Ab-V5 e Ab-V5 + BR935, os carotendides mantiveram maior acimulo no tratamento Ab-
V5+0401, seguido do Ab-V6+0401 e Ab-V6+BR935 o0s demais tratamentos estiveram
proximos ou menor ao controle, o anterior destaca a modulacéo do sistema fotossintético pela
biotizacao.

Os compostos fendlicos presentes no morangueiro podem influenciar na bioatividade
dos extratos, a qualidade, as caracteristicas sensoriais e organolépticas, assim como também ter
efeitos benéficos na saude (Fierascu et al., 2020; Guiné et al., 2020; Kajdzanoska et al., 2011).
Na cv OG, o conteudo de fendlico total (TPC) revelou que o consércio Ab-V5+0401 apresentou
0 maior acimulo com 14.37 mgGAE/g, seguido pelos tratamentos da biotizagdo com as cepas
BR935+0401, Ab-V5 e CCMA 0401, em comparacdo com o controle. Na cv CA, quatro
consorcios tiveram maior influéncia no acimulo de TPC, destacando-se novamente o0 consorcio
Ab-V5+0401 (14.62 mgGAE/g), seguido por Ab-V6+0401 (11.24 mgGAE/g), e Ab-
V6+BR935 (9.37 mgGAE/qg). Na biotizacdo individual, apenas CCMA 0401 (8.95 mgGAE/qg)
apresentou um actmulo de TPC superior ao controle (6.27 mgGAE/g). Alguns estudos tem
explorado os efeitos da biotizacdo, assim, Dominguez et al. (2022), relataram que a biotizacao
com enddfitos (T. asperellum e B. subtilis) em microplantas M. spicata foi eficaz na fase de
enraizamento, melhorando a sobrevivéncia das plantulas durante a fase de aclimatacdo com
valores entre 95% a 93%. O tratamento com o T. asperellum, resultou em maior acimulo de
fenois (280 mg GAE/100 mg) e reduziu a incidéncia da doenca de Rhizoctonia sp em 8 %,
enquanto B. subtilis reduziu a incidéncia da doenca em 10%. Também tem se relatos de
microrganismos endofiticos utilizados na biotizacdo durante a micropropagacdo como uma
alternativa para melhorar a qualidade da cultura além de aumentar o contetido de metabdlitos
especializados, como flavondides e compostos fendlicos em geral (Villamarin et al., 2019;
Quambusch et al., 2018; Pereira et al., 2016).
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Os flavondides, importantes metabdlitos secundarios encontrados em morangueiros,
desempenham um papel crucial na defesa da planta e na qualidade nutricional podendo exibir
diversos efeitos benéficos, incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
imunomoduladoras, antimicrobianas, entre outras (Pinto et al., 2008, Pinto et al., 2010; Aaby
et al., 2012). Estudos recentes tém demonstrado que a interacdo planta- BPCVs pode
desencadear modulagdes desses compostos ao atuarem como elicitores estimulando a
biossinteses de flavonodides e outros metabolitos secundarios (Kumar et al., 2021; Ortiz- Rivera
et al., 2021). Nesta pesquisa, observou-se que o contetdo total de flavondides na cv OG foi
maior no tratamento de biotizagao individual com a cepa CCMAO0401 (47.96 mgQE/qg), seguido
pelo consércio Ab-V5+0401 (45.03 mgQE/g). Ja na cultivar CA destacou- se novamente 0
consorcio Ab-V5+0401 (55. 66 mgQE/qg), seqguido do Ab-V6+0401 (40.55 mgQE/g) como o0s
tratamentos que proporcionaram maior acumulo de (TFC). Esses resultados evidenciam que as
BPCVs tém potencial para modular o contetdo de flavonoides, podendo ser uma estratégia
promissora para melhorar aspectos agronémicos e nutricionais (Chamam et al., 2013; Miotto-
Vilanova et al., 2019).

Assim, as BPCVs estudadas nesta pesquisa foram previamente testadas no
(LCT/LABIMP-UFLA) num estudo anterior, constatou-se que as duas cepas de A. brasilense,
Ab-V5, Ab-V6, eram produtoras de auxinas, giberelinas e &cido salicilico, enquanto B. Subtilis
CCMA 0401 foi descrito como produtor de ACCd, giberelinas, acido salicilico (Molina et al.,
2024). E durante a biotizacéo de duas cultivares de batata (Solanum tuberosum L.), observou-
se que as cepas A. brasilense Ab-V5 e R. tropici CIAT 899 aumentaram significativamente pelo
menos um parametro de crescimento em ambas as cultivares, tanto em condicdes in vitro quanto
ex vitro. Além disso, foram avaliadas as respostas das melhores bactérias em consorcios. Os
resultados indicaram que as combinagdes mais eficazes foram A. brasilense Ab-V5 + B.
megaterium e A. brasilense Ab-V5 + R. tropici CIAT 899, as quais apresentaram maior taxa de
crescimento in vitro e ex vitro (Molina et al., 2024).

Nossos resultados, revelaram que as bactérias com maior afinidade foram A. brasilense
Ab-V5, B. subtilis CCMA 0401, R. leucaneae BR935 e 0 A. brasilense Ab-V6. Estas cepas
mostraram efeitos positivos nos parametros fitotécnicos nas condigdes in vitro assim como na
formacdo dos consércios bacterianos, o que se corrobora com os achados de Backer et al.
(2018), onde destacaram a importancia da compatibilidade entre diferentes cepas bacterianas
na formacao de consorcios eficientes para a promocao do crescimento vegetal e formulagdo de
bioestimulantes. Por outro lado, se observou que o B. megaterium e R. tropici CIAT 899 nédo

favoreceram o desenvolvimento da microplantas biotizadas de morangueiro, o
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que ressalta a importancia da especificidade planta-microrganismo, como apontado por
Compant et al. 2019. Pois a eficacia diferencial das cepas bacterianas entre as espécies vegetais
pode ser atribuida a diversos fatores, incluindo diferencas na composicdo dos exsudatos
radiculares, na estrutura do sistema radicular e nas condi¢gbes micro ambientais (Etesami;
Maheshwari, 2018). Além disso, as interacdes especificas entre 0s gendtipos das plantas e as
cepas bacterianas podem influenciar significativamente o sucesso da colonizagéo e os efeitos
promotores de crescimento (Patel; Saraf, 2017).

Assim, os géneros Azospirillum, Rhizobium e Bacillus demostraram capacidade de
melhorar a resposta de promogdo de crescimento vegetal, além de induzir modulacGes
metabolicas no conteddo de fendis e flavondides nas microplantas durante o co-cultivo in vitro.
Desta forma, a biotizacdo se configura como uma ferramenta biotecnoldgica que pode ser usada
na fase de multiplicacdo ou de enraizamento durante o cultivo in vitro atuando como
bioestimulantes (Nowak, 1998; Orlikowska et al., 2017; Kanani et al., 2020; Soumare et al.,
2021). Dentre os proximos desafios destaca-se a necessidade de explorar como a biotizagdo
pode-se estabelecer como uma alternativa eficaz para facilitar a adaptacdo das microplantas as
condicdes ex vitro. Esta fase € critica devido as mudancas abruptas nas condi¢cdes ambientais,
como variagBes na umidade relativa, intensidade luminosa, disponibilidade de nutrientes
(Romano; Martins-Loucdo, 2003; Hazarika, 2006), e a preparacgao da microplantas com BPCVs
poderia contribuir na adaptacdo aos novos desafios, ndo entanto, mais pesquisas Sao necessarias
para otimizar os protocolos de biotizacdo e entender melhor as interagbes planta-

microrganismo durante a transi¢do para o ambiente ex vitro.

5 CONCLUSAO

Para a biotizacdo in vitro de microplantas de morangueiro as cepas bacterianas
selecionadas como promissoras sdo A. brasilense Ab-V5, A. brasilense Ab-V6, B. subtilis
CCMA 0401 e R. leucaneae BR935, tanto individualmente quanto em consorcio. As cepas
selecionadas possibilitam modulacdes fitotécnicas e metabolicas que influenciam o

desenvolvimento vegetal de propagulos de morangueiro durante a micropropagacao.
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RESUMO

O uso da cultura de tecidos vegetais (CTV) permite a obtencdo de explantes de uma planta
matriz em um ambiente controlado de laboratério, garantindo condicdes ideais para o
desenvolvimento inicial. O morangueiro, uma fruta de alto valor nutricional, ja tem sido
amplamente explorado em micropropagacao in vitro. Contudo, uma das principais limitac6es
enfrentadas pelas microplantas é a adaptacdo as condicdes ex vitro. Nesse contexto, 0 uso de
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs) surge como uma alternativa promissora
para restabelecer microrganismos benéficos nas mudas micropropagadas e melhorar seu
desempenho. Neste estudo, foram caracterizadas dez cepas bacterianas quanto a sua capacidade
de fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes (fésforo, potéssio, célcio e
zinco), producdo de enzimas hidroliticas (amilases, celulases, proteases, lipases e quitinases),
sideroforos e cianeto de hidrogénio. Avaliou-se também a resposta ex vitro de duas cultivares
de morangueiro, ,,Oso Grande™ (OG) e ,,Camarosa“ (CA), biotizadas com inoculos individuais
ou consorcios de BPCVs dos géneros Azospirillum, Bacillus e Rhizobium. Os resultados
mostraram que todas as cepas fixaram nitrogénio biologicamente e solubilizaram fosfatos,
enquanto 90% solubilizaram potéssio, 40% célcio e 50% zinco. Além disso, todas as cepas
produziram &cidos organicos, com destaque para o género Bacillus, que também apresentou alta
producdo de enzimas hidroliticas, sider6foros e HCN. A biotizacdo e re-inoculacdo das
microplantas em condi¢fes ex vitro aumentaram significativamente a taxa de sobrevivéncia das
plantulas e, em alguns casos, promoveram o acumulo de biomassa, modulando os teores de
clorofilas, carotenoides, fendis e flavonoides. Na cultivar OG, as cepas Ab-V5 e CCMA 0401
promoveram maior acumulo de biomassa total, tanto na biotizacdo quanto na re-inoculacao,
com destaque para o0s consércios envolvendo Ab-V5. Ja na cultivar CA, a cepa Ab-V5 foi a
mais eficaz em ambas as condi¢Ges, com o consércio Ab- V5+0401 apresentando resultados
promissores durante a re-inoculagdo. Assim, o uso de BPCVs demonstra grande potencial como
ferramenta eficaz na cultura de tecidos vegetais, auxiliando na adaptacdo das microplantas as
condicBes ex vitro e favorecendo o restabelecimento da microbiota benéfica.

Palavras-chave: Micropropagacdo; Fragaria x ananassa Duch; BPCV; Solubilizacdo de
nutrientes; Bioinoculantes.
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ABSTRACT

The use of plant tissue culture (PTC) enables the production of explants from a mother plant
under controlled laboratory conditions, ensuring optimal development. Strawberries, a fruit
with high nutritional value, have been extensively explored for in vitro micropropagation.
However, one of the main challenges faced by microplants is their adaptation to ex vitro
conditions. In this context, the use of plant growth-promoting bacteria (PGPB) emerges as a
promising alternative to restore beneficial microorganisms in micropropagated seedlings and
enhance their performance. In this study, ten bacterial strains were characterized for their ability
to fix nitrogen biologically, solubilize nutrients (phosphorus, potassium, calcium, and zinc),
produce hydrolytic enzymes (amylases, cellulases, proteases, lipases, and chitinases),
siderophores, and hydrogen cyanide (HCN). The ex vitro response of two strawberry cultivars,
,»0s0 Grande™ (OG) and ,,Camarosa™ (CA), biotized with individual inoculants or PGPB
consortia of the genera Azospirillum, Bacillus, and Rhizobium, was also evaluated. Results
showed that all strains performed biological nitrogen fixation and phosphate solubilization,
while 90% solubilized potassium, 40% calcium, and 50% zinc. Additionally, all strains
produced organic acids, with the genus Bacillus standing out for its high production of
hydrolytic enzymes, siderophores, and HCN. Biotization and re-inoculation of microplants
under ex vitro conditions significantly increased seedling survival rates and, in some cases,
promoted biomass accumulation while modulating chlorophyll, carotenoid, phenol, and
flavonoid levels. In the OG cultivar, the strains Ab-V5 and CCMA 0401 promoted greater total
biomass accumulation during both biotization and re-inoculation, with consortia involving Ab-
V5 also showing promising results. For the CA cultivar, the strain Ab-V5 was the most effective
under both conditions, with the Ab-V5+0401 consortium demonstrating notable results during
re-inoculation. Thus, the use of PGPB shows great potential as an effective tool in plant tissue
culture, aiding in the adaptation of microplants to ex vitro conditions and supporting the
restoration of beneficial microbiota.

Keywords: Micropropagation, Fragaria x ananassa Duch, PGPB, Nutrient solubilization,
Bioinoculants.

1 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) pertencente a familia Rosaceae, é uma
planta de grande interesse mundial por produzir frutas de alto valor nutricional, é reconhecida
por suas propriedades organolépticas e por conter quantidades significativas de compostos
bioativos, incluindo fendis, flavonoides, antocianinas, entre outros compostos que oferecem
diversos beneficios a satde (Aaby et al., 2012; Giampieri et al., 2014; Fierascu et al.,2020).
Atualmente, China é o principal produtor de morangueiro, 3.389.620 t, e o Brasil € 0 nono com
197.000 t anuais (Antunes et al., 2023).

A producdo in vitro foi descrita por Boxus (Boxus, 1999, 1974), estabelecendo as bases
para o desenvolvimento de protocolos de micropropagacéo, que permite obter uma producdo

em larga escala de microplantas de alta qualidade fitossanitaria, em um periodo de
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tempo relativamente curto e em espacos controlados (Debnath; Teixeira Da Silva, 2007;
Abdalla et al., 2022). Uma abordagem atualmente utilizada na Cultura de Tecidos Vegetais
(CTV) é a biotizacdo, que implica a inoculacdo de explantes vegetais com microrganismos
benéficos durante alguma das fases de cultivo in vitro, visando a estimular o crescimento
vegetal, bem como facilitar a transicdo para as condig¢des ex vitro (Nowak, 1998; Read; Preece,
2014; Castiglione et al., 2021; Saeedi et al., 2023).

Assim, as Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) podem melhorar
significativamente o desenvolvimento das plantas através de diversos mecanismos diretos e
indiretos (Esitken et al., 2010; Glick, 2012; Sharma et al., 2013; Gouda et al., 2018; Chandra;
Chandra; Tripathi, 2021), dentre os mecanismos diretos tem-se o efeito benéfico que possam
ter na promocao de crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo a fixacdo bioldgica
de nitrogénio (FBN) (Sanchez; Ospina; Montoya, 2017), a solubilizacdo e disponibilizacdo de
nutrientes essenciais como o fosforo (P) (Lelapalli et al., 2021; Sanchez; Ospina; Montoya,
2017), potassio (K) (Aleksandrov; Blagodyr*; I1ev, 1967; Boubekri et al., 2021; Kumar Meena
etal., 2015; Meena et al., 2016; Rogers; Bennett, 2004; Soumare; Sarr; Diedhiou, 2023) célcio
(Ca) (White; Broadley, 2003; Supanjani et al., 2006) e o zinco (Zn) (Kamran et al., 2017).

Por outra parte, a producédo de fitohormonios pelas BPCV também é muito importante,
pois pode influenciar na modulagéo destes nas plantas, algumas BPCV sintetizam auxinas, que
sdo fitohormdnios fundamentais para o crescimento e desenvolvimento vegetal (Grossmann,
2010; Halliday). As giberelinas (GA) podem estimular respostas de alongamento celular,
divisao celular e diferenciacdo em plantas (Lang, 1956; Radley, 1956), o &cido salicilico (AS)
é um fitohorménio fendlico que atua na regulacdo do crescimento vegetal na transducéo de
sinais, tanto na mediacdo de doengas quanto na mediacdo dos estresses bidticos e abioticos
(Khan et al., 2014; Alli et al., 2018; Kang; Li; Guo, 2014).

Dentre os mecanismos indiretos das BPCV se incluem a producdo de enzimas
hidroliticas que auxiliam na degradacdo da matéria organica e na liberacdo de nutrientes (Gouda
etal., 2018; Ferreira; Soares; Soares, 2019). A producéo de siderdforos que facilitam a captacao
de ferro pelas plantas, especialmente em condi¢cbes de baixa disponibilidade deste elemento
(Bellenger et al., 2008; Braud et al., 2009a, 2009b Ahmed; Holmstrém, 2014). A sinteses de
cianeto de hidrogénio (HCN) que pode atuar como um agente de biocontrole contra patégenos
(Bakker; Schippers, 1987; Flury et al., 2016; Sehrawat; Sindhu; Glick, 2022; Rijavec; Lapanje,
2016). Algumas bactérias BPCV séo portadoras da enzima 1- aminociclopropanol-carboxillico

deaminase (ACCd), responsavel pela clivagem do precursor
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de etileno vegetal, ACC, em amonia a-cetobutirato, isso pode diminuir os niveis de etileno nas
plantas. (Honma; Shimomura, 1978; Glick; Penrose; Li, 1998; Glick et al., 2007a, b; Glick,
2012, 2014). Assim, a inoculacdo de plantas com BPCV pode ser uma estratégia eficaz na
diminuicdo do uso massivo de fertilizantes e agroquimicos, embora 0s mecanismos associados
ao uso de bactérias na promocdo do crescimento vegetal ainda precisam ser mais explorados.
(Ferreira et al., 2024)

Desta forma, a biotizacdo poderia ajudar no desenvolvimento do vegetal, através da
preparacao e adaptacao do sistema radicular, ou pelo acimulo de biomassa na parte aérea e raiz,
possibilitando melhor adaptagdo para as condi¢Oes ex vitro onde se estabelecerdo novas
interacOes planta-substrato-microrganismos (Chandran et al., 2020; Gray, 2010; Rather et al.,
2022b; Read; Preece, 2014; Saad et al., 2012; Wang et al., 2022; Hazarika, 2006; Saeedi et al.,
2023). Nesta pesquisa, foram explorados alguns destes mecanismos de agdo em dez BPCV,
como foram a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfato, potassio, calcio e
zinco, producdo de &cidos ou bases, producdo de enzimas hidroliticas, amilase, celulase,
protease, lipase e quitinases, a producdo de sider6foros e HCN, assim como também se avaliou
o efeito benéfico da biotizacao e re-inoculacdo de plantulas de morangueiro nas condicGes ex
vitro a fim de determinar a porcentagem de sobrevivéncia, promocao de crescimento vegetal, o

acumulo de clorofilas, carotendides, fenois e flavonéides em ambas cultivares de morangueiro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e local experimental

Foram utilizadas plantas de duas cultivares de morangueiro, Oso Grande (OG) e
Camarosa (CA), cedidas pela Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda. Os experimentos foram
conduzidos no laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais/Laboratério de Bioprodutos e
Interacbes Planta Microrganismo (LCT/LABIMP-UFLA) do Departamento de Agricultura
(DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG. Para o cultivo in vitro,
utilizaram-se frascos de 200 mL contendo 50 mL do meio basal MS (Murashige; Skoog, 1962)
conforme o protocolo adaptado por Boxus (1974). O pH do meio foi ajustado para 5.7 antes da
autoclavagem, que foi realizada por 20 min a 121 °C 15 psi. As microplantas foram mantidas
por aproximadamente 30+3 dias em uma sala de crescimento, sob condi¢des controladas de

iluminacdo artificial e temperatura. A iluminacdo foi fornecida por lampadas
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de LED brancas (6400 K-\ = 525 nm), com irradidncia média de 49.4 pMol ms e fotoperiodo
de 16 h. A temperatura foi mantida em 25 + 2 °C (Araujo et al. 2021a, b). Posteriormente as

microplantas foram subcultivadas em meio MS sem regulador de crescimento.

2.2 Cepas bacterianas

As bacterias utilizadas foram cedidas pela Colecdo de Cultura da Microbiologia
Agricola (CCMA/UFLA), do Laboratério de Microbiologia das FermentacBes do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), e pelo Centro de
Recursos Biologicos Johanna Ddbereiner da Embrapa Agrobiologia, Brasil (CCBD).
Inicialmente, as bactérias (Tabela 7) foram caracterizadas quanto a capacidade de fixar
nitrogénio, solubilizar fosfatos, potassio, calcio, zinco, liberar acidos ou bases, produzir
enzimas hidroliticas (amilase, celulases, proteases, lipases e quitinases), sintetizar sideréforos
e cianeto de hidrogénio (HCN). Em estudos anteriores, as bactérias ja haviam sido
caracterizadas quanto a producéo de fitohormdnios, acido indol acético (AlA), acido salicilico
(AS), giberelinas (GA) e a enzima da ACC deaminase, bem como na biotizacdo de Solanum
tuberosum L (Molina et al., 2024).

Tabela 7 - Cepas bacterianas utilizadas nos testes bioquimicos

Cadigo Cepas bacterianas
Ab-V5 (CCMA1291) Azospirillum brasilense
Ab-V6 (CNPSo 2084) Azospirillum brasilense

CIAT 899 Rhizobium tropici
BR935 Rhizobium leucaneae
BR921 Sinorhizobium fredii

CCMAO0122 Sinorhizobium fredii
CCMA 0088 Bradyrhizobium japonicum
CCMAO0401 Bacillus subtilis
CCMAO0004 Bacillus megaterium
CCMAO0112 Bacillus amyloliquefaciens

Cadigos das BPCVs cedidas pela Colecdo de Cultura da Microbiologia Agricola (CCMA/UFLA e pelo
Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Débereiner da Embrapa Agrobiologia, Brasil (CCBD). As duas
cepas de Azospirillum brasilense foram nomeadas a partir daqui como: Ab-V5 e Ab-V6

Fonte: Da autora (2024).
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2.3 Preparacdo do indculo para aos testes de caracterizacdo bioquimica

O inoculo bacteriano foi preparado a partir de suspensdes celulares obtidas de um cultivo
de cada cepa em 7 mL de CN (Caldo Nutriente), mantidos sob agitagdo a 120 rpm por 48 h a
28+2°C. Apo0s o periodo de incubacéo, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos (min) a
1.788 x g (Kasvi K14-0815%). As células obtidas foram lavadas duas vezes com agua destilada

estéril, e ajustadas na concentracio 1.5x108UFC mL! utilizando a escala de McFarland.

2.3.1 Fixacao bioldgica de nitrogénio

As bactérias foram cultivadas em tubos de vidro contendo 10 mL de meio NFB (
Dobereiner et al., 1995; Kuss et al., 2007) composto por 5 g L™ de &cido malico, 0.5 g L™
K2HPO4, 0.2 g L MgS04,0.1 g L't NaCl, 0.02 g L™ CaCl,.2H,0, 1 mL de solugio de vitaminas
(10 mg biotina, 20 mg piridoxina, em 100 mL de &gua destilada), 2 mL da solugdo de
macronutrientes (0.2 g NaMo0a4.2H20, 0.3 g MnS04.H20, 0.28g H3BOs3, 0.008 g CuSO4.7 H20,
0.024 g ZnS0.4.7 H20, em 200 mL de agua destilada), 4 mL da solu¢do FEEDTA 1.64 %, 2 mL
azul de bromotimol (0.5% em 0.2 N NaOH), 45 g L KOH, 1.75 g L-1 e pH 6.8 + 0.2. As
culturas foram incubadas de 48 a 72 horas (h) a 28 + 2°C em B.O.D (Biochemical Oxygen
Demand). A capacidade de fixacdo de nitrogénio pelas bactérias foi determinada com base na

formacéo da pelicula na superficie do meio.

2.3.2 Solubilizagao de fosfato

A solubilizacdo de fosfato inorganico foi avaliada em placas de Petri contendo meio
NBRIP (National Botanical Research Institute™s Phosphate) (Nautiyal, 1999; Tejera-
Hernandez; Heydrich-Pérez; Rojas-Badia, 2013) composto por 10 gL de glicose, 5 g L
MgCl,.6H20, 5 gL™Ca3(PO4)2, 0.25 gL MgS04.7H,0, 0.2 gL KCI, 0.1 gL (NH4)2S04, 15
gL-1 de agar. O meio foi esterilizado em autoclave. Trés placas por cepa bacteriana foram
inoculadas com 10 pL de cada suspenséo celular em trés pontos equidistantes e incubadas 24 a
96 ha 28 +2°C em B.O.D. A solubilizagao do fosfato foi determinada pela observagdo do halo
transllcido ao redor das col6nias. O indice de solubilizagdo (IS) foi calculado pela razéo entre
o didmetro do halo em milimetro (mm) e o didmetro da coldnia (mm). A capacidade de

solubilizagdo de fosfato Cas(POs)> pelas cepas foi classificada como baixa solubilizagéo
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(1S<2), média solubilizacdo (IS<4) e alta solubilizacdo (IS>4) (Berraquero; Baya;

Cormenzana, 1976; Chagas Junior et al., 2010).

2.3.3 Solubilizac&o de potéssio

A solubilizacdo de potéssio (K) foi avaliada utilizando o meio &gar Aleksandrov
(Aleksandrov et al., 1967), composto por (5 gL de glicose, 0.5 gL* MgSOs, 0.005 gL FeCls,
0.1 gL1CaCO0s, 2 g Lt Cag(PO4)2, 2 g L, 2.0 g L, de aluminios silicatos de potassio, e com
a adicdo de 0.125 g L™ de azul de bromotimol e 15 gL de agar (Rajawat et al., 2016). O pH
foi ajustado para 7.0+ 0.2 e 0 meio foi esterilizado em autoclave. Trés placas por cepa bacteriana
foram inoculadas com 10 L de cada suspensdo celular em trés pontos equidistantes e incubadas
em B.O.D por 72 a 96 h a 28 + 2°C. A solubilizacdo de potassio pelas bactérias foi observada
pela mudanca da cor do meio de azul para amarelo. O indice de solubilizagdo (IS) foi calculado
usando a formula IS = didametro do Halo (mm) / diametro da Col6nia (mm) (Berraquero; Baya;
Cormenzana, 1976; Chagas Junior et al., 2010; Rajawat et al., 2016).

2.3.4 Solubilizacéo de calcio

A solubilizacdo de célcio foi avaliada em placas de Petri contendo o meio calcita
(Nautiyal et al., 2000; Rana et al., 2015), composto por 10 g L™ de dextrose; 5 gL de CaCOs;
0,5 gL de (NH4)2S04; 0.2 gL de KCI; 1 gLt de MgS0Q4.7H,0; 5 gL* de extrato de levedura;
15 gL de &gar. O pH ajustado para 7.0 + 0.2, o0 meio foi esterilizado em autoclave. Trés placas
por cepa bacteriana foram inoculadas com 10 pL de cada suspensdo celular em trés pontos
equidistantes e incubadas em B.O.D a 28 + 2°C por 5 a 7 dias. A solubilizacéo de célcio pelas
bactérias foi observada pela producédo de halos transltcidos ao redor das coldnias. O indice de
atividade solubilizante de calcita foi determinado (CSAI) pela férmula CSAIl=, didametro da
zona clara (CzZD)/diametro da coldnia (Dc) (Rana et al., 2015; Khanghahi et al., 2018;
Yaghoubi Khanghahi et al., 2021).

2.3.5 Solubilizagao do zinco

A solubilizagéo do zinco foi feita em placas de Petri contendo o meio composto por: 10
g L™ de glicose, 1 g Lt (NH4)2S04,0.2 g LT KCL, 0.1 g LT KzHPO4 0.2 g L't MgSQy, 0.1
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% de 6xido de zinco (Zn0), 15 g L 4gar (Khanghahi et al., 2018). O meio foi esterilizado em
autoclave. Trés placas por cada cepa bacteriana foram inoculadas com 10 uL de cada suspensao
celular em trés pontos equidistantes e incubadas em B.O.D por 5a 7 diasa 28+2°C. Aeficiéncia
de solubilizacdo de Zn (ZnE) foi calculada pela formula: ZnE= (HZ/C) x 100, onde HZ é o
didmetro da zona do halo de solubilizagéo de ZnO e, C o diametro da col6nia (Khanghahi et
al., 2018; Yaghoubi Khanghahi et al., 2021).

2.3.6 Acidificagdo do Meio de Cultura

Os testes foram realizados em placas de Petri contendo o meio de cultura ELMABT
constituido por 1 g L™ de KzHPO4, 0.18 g L™ de MgS04.7H20, 0.2 g L™ de NaCl, 9 g L de
manitol, 1,5 g L de extrato de levedura, 5 mL de solugdo de azul de bromotimol e 15 g L™ de
agar (Vincent, 1970). Trés placas por cepa bacteriana foram inoculadas com 10 pL da suspensao
celular em trés pontos equidistantes e incubados em B.O.D a 28 + 2°C por 48 a 96
h. A cor do meio em pH 7.0 é verde, se o microrganismo cultivado causa a acidificacao, o meio
torna-se amarelo ao redor da col6nia, indicando a producgéo de acido organico pela bacteéria, se
ele adquire uma coloracdo azulada, indica alcalinizagdo do meio agar (Vincent., 1970; Silva et
al., 2022).

2.4 Producéo de enzimas hidroliticas

A atividade da amilase foi avaliada em placas de Petri contendo Agar Nutriente (AN)
suplementado com 0.2 % de amido, com pH ajustado para 6.0 £ 0.2, (Carrim; Barbosa; Vieira,
2006; Rana, 2014). Trés placas por cada cepa bacteriana foram inoculadas com 10 pL da
suspensdo celular em trés pontos equidistantes e incubadas em B.O.D a 28+2°C por4 a7 dias.
Ap0s o periodo de incubacdo, adicionou-se iodo de Gram 0.3 % para avaliacdo da formacéo de
um halo claro ao redor da coldnia. O indice enzimatico (IE) foi determinado pela razédo entre o
diametro do halo e o didmetro da coldnia (Hankin; Anagnostakis, 1975; Hankin; Zucker; Sands,
1971).

A producdo de celulases foi avaliada em placas de Petri contendo Meio Minimo Mineral,
composto por 0.4% (NHa4)2SO4, 0.6% NaCl, 0.1% K;HPO., 0.01% MgSO4, 0.01%

CaClz 0.5% de carboximetilcelulose (CMC) (Merck, Alemanha) e 2% de agar (Kasana et al.,
2008; Mahdi et al., 2022). Trés placas por cepa bacteriana foram inoculadas com 10 pL da

suspensdo celular em trés pontos equidistantes e incubados em B.O.D a 28+2°C por 4 a 7
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dias. A atividade enzimatica foi evidenciada pela formacao de halo claro em torno da col6nia
ap6s 20 min da adicdo de solucdo de vermelho do Congo a 1% (Labo Chemie, Mumbai, india)
(Liang et al., 2014). O indice enzimatico (IE) foi determinado pela razéo entre o diametro do
halo de degradagdo de CMC e o didmetro da coldnia (Carrim; Barbosa; Vieira, 2006; Hankin;
Anagnostakis, 1975; Hankin; Zucker; Sands, 1971).

A atividade de protease foi avaliada em placas de Petri contendo o meio Skim Milk
Agar, composto por 5 g L™ Caseina, 1 g L™ glicose, 2.5 g L™ de extrato de levedurae 15 g L™
de agar com a adicdo de 7% de leite desnatado (Mamarasulov et al., 2022; Ntabo et al., 2018).
Trés placas por cepa bacteriana foram inoculadas com 10 pL da suspensdo celular em trés
pontos equidistantes e incubados por 48 a 72 h em B.O.D a 28 + 2°C. A atividade proteolitica
foi evidenciada pela presenca de halos transparentes ao redor das col6nias bacterianas. O indice
enzimatico (IE) foi determinado pela razéo entre o didmetro do halo e o diametro da colénia
(Carrim; Barbosa; Vieira, 2006; Hankin; Anagnostakis, 1975; Hankin; Zucker; Sands, 1971).

A atividade da lipase foi avaliada em placas de Petri contendo AN adicionado de 0.1 g
L, CaCl;H-0, com pH ajustado a 6.0 +0. 2 e suplementado com 20 mL de Tween 80 ap6s a
autoclavagem, previamente filtrado (membrana 0.22 pm) (Dogan; Taskin, 2021; Hankin;
Anagnostakis, 1975; Sierra, 1957). Trés placas por cepa bacteriana foram inoculadas com 10
pL da suspensdo celular em trés pontos equidistantes e incubado em B.O.D a 28+2 °C por 4
dias. As cepas que apresentaram zona clara ao redor das coldnias foram consideradas positivas
para a lipase. O indice enzimatico (IE) foi determinado pela razdo entre o diametro do halo e 0
didmetro da colbnia (Carrim; Barbosa; Vieira, 2006; Hankin; Anagnostakis, 1975; Hankin;
Zucker; Sands, 1971).

A producdo de quitinases foi avaliada com base na metodologia ja estabelecida por
Roberts e Selitrennikoff (1988). A Quitina coloidal (Sigma) foi preparada previamente,
utilizando 40 g L™ de quitina em 400 mL de HCI concentrado, mantida em agitacdo constante
a 150 rpm por 24 h. Em seguida, foram adicionados 2 L de 4gua destilada estéril fria, agitados
por 2 horas e filtrados, permitindo a obtencdo da quitina coloidal. O meio de cultura foi
preparado com 0.3 g L™ MgSO4, 3 g L"*NH4(SO4)2 2 g L KoHPO4, 1 g L de &cido citrico,
suplementado com 4.5 g L de quitina coloidal, e 15 g L™ de &gar. Trés placas por cepa
bacteriana foram inoculadas com 10uL da suspensdo celular em trés pontos equidistantes e
incubados em B.O.D a 28 + 2°C por 15£3 dias. As cepas que apresentaram zona opaca ao redor

das colbnias foram avaliadas como positivas para quitinases. O indice enzimatico (IE)
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foi determinado pela razdo entre o diametro do halo e o didmetro da colénia (Carrim;
Barbosa; Vieira, 2006; Hankin; Anagnostakis, 1975; Hankin; Zucker; Sands, 1971).

2.5 Producdo de siderdforos em placa

A producéo de sideroforos pelas cepas bacterianas foi avaliada seguindo a metodologia
de preparo do meio B -King- Chromium azurol Sulfonato (CAS) modificado (Louden;
Haarmann; Lynne, 2011; Schwyn; Neilands, 1987). O meio de cultura foi constituido por 20 g
L de peptona; 1.5 g L™ de KoHPO4; 1,5 g Lt MgS04.7H20; 15 mL de glicerol e 15 g L™ de
agar, com pH ajustado para 7.0 + 0.2. A solugdo CAS foi preparada com duas solugdes. A: (72.9
mg de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HDTMA) em 40 mL de H.O destilada), e solucéo
B (60.5 mg de azurol sulfonato de cromo em 50 mL de H>O deionizada, mais 10 mL de uma
solugdo 1mM de FeClz.6H.O em HCI 10 mM). As solugfes foram autoclavadas separadamente.
Apos a esterilizagdo, 0 meio de cultura e as solugfes foram misturadas na proporcao de 9:1,
respectivamente e vertido nas placas de Petri, A producdo de siderdforos foi avaliada pela

observacdo de halos amarelados ou alaranjados ao redor do inoculo ap6s a inoculagéo.

2.5.1 Quantificacdo da producéo de sideréforos em meio liquido

A quantificagdo da produgdo do sideroforos foi realizada utilizando o método
espectrofotométrico por meio do ensaio Chrome Azurol sulfonate (CAS) (Louden; Haarmann;
Lynne, 2011; Schwyn; Neilands, 1987). Cada cepa bacteriana foi inoculada em 7 mL de meio
liquido King-B, sendo retiradas aliquotas as 72, 168, 240 e 336 h. Essas aliquotas do
sobrenadante foram adicionadas na microplaca juntamente com a solu¢cdo CAS em relacdo 1:1
sendo mantido em temperatura ambiente por 20 min. Em seguida, foi feita a leitura da densidade
Optica em 630 nm no espectrofotbmetro (Thermo Scientific™ Multiskan™) (Tortora; Diaz-
Ricci; Pedraza, 2011). A percentagem de Unidade de Siderdforos (% S.U) foi estimada usando
a formula: [(Ar-As) /Ar] *100, onde Ar € a absorbancia de referéncia (meio ndo inoculado +
solucédo de ensaio CAS) e As, € a absorbancia da amostra (sobrenadante livre de células +

solucdo de ensaio CAS).

2.6 Producdo de cianeto de hidrogénio (HCN) em placa
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A producdo do HCN pelas cepas bacterianas foi determinada com as metodologias
descritas por Castric (1975) e Abd EI-Rahman et al. (2019). As cepas foram inoculadas em
meio King's suplementado com 4.4gL™ de glicina. Tiras de papel filtro Whatman n°.1 foram
embebidos numa solucdo de carbonato de sédio a 2% e acido picrico a 0.5 %, e colocadas no
topo de cada tampa de cada placa de Petri. As placas foram incubadas na B.O.D a 28+2°C por
4 dias. A mudanca da cor amarela do papel filtro para castanho claro, indica menor producao
de HCN (+), marrom, indica producdo média (++), vermelho tijolo, indica alta producdo (+++)
e vermelho escuro, indica muito alta (++++) (Bakker; Schippers, 1987).

A quantificacdo da producdo de HCN pelas cepas bacterianas foi realizada a partir de
sua inoculagio em caldo King's suplementado com 4.4gL ! de glicina, uma tira de papel filtro
Whatman n°.1 (10 x 0.5 cm) foi mergulhada na solucéo de carbonato de sodio a 2% e de &cido
picrico a 0.5% e fixada no topo de cada tubo. Os tubos foram selados com parafilme e levados
a 140 rpm por 4 dias a 28 £ 2°C. As tiras de papel filtro foram mergulhadas em 10 mL de &gua
destilada e a absorbancia foi lida no espectrofotometro (Thermo Scientific™ Multiskan™)
a 625 nm. As analises de cada cepa bacteriana foram feitas em triplicata (Abd EI-Rahman et
al., 2019; Reetha; Pavani; Mohan, 2014).

2.7 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Posteriormente, realizou-se analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey com um nivel de significancia de p < 0.05 utilizando os softwares Infosfat (Di Rienzo et
al., 2020) e Sisvar v 5.8 (Ferreira, 2023).

2.8 Biotizacéo

Os experimentos de biotizacdo foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais e no Laboratorio de Bioprodutos e Interacdes Planta Microrganismo (LCT/LABIMP-
UFLA), ambos vinculados ao Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). As BPCV foram previamente caracterizadas bioquimicamente e testadas na
biotizacdo, permitindo a selecdo das cepas A. brasilense Ab- V5, Ab-V6, B. subtilis CCMA
0401, e R. leucaneae BR935 como 0s mais promissores para a biotizagdo individual.

Posteriormente, esses géneros foram avaliados quanto a formacao de
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consorcios bacterianos durante a biotizacdo in vitro. Com base nesses resultados, os

tratamentos foram definidos para os testes realizados na casa de vegetacdo (Tabela 8).

Tabela 8 - Tratamentos utilizados na cassa de vegetacéo

Tratamentos
Cadigo Tratamentos Cepas bacterianas
Ab-V5 T1 Azospirillum brasilense
Ab-V6 T2 Azospirillum brasilense
BR935 T3 Rhizobium leucaneae
CCMA 0401 T4 Bacillus subtilis
Ab-V5 + BR935 T5 A. brasilense + R. leucaneae
Ab-V5 + 0401 T6 A. brasilense + B. subtilis
BR935 + 0401 T7 R. leucaneae + B. subtilis
Ab-V6 + BR935 T8 A. brasilense + R. leucaneae
Ab-V6 + 0401 T9 A. brasilense + B. subtilis
Controle T10 Sem bactéria, (H20 destilada esteril)

Tratamentos com BPCV utilizados na biotizagdo e re-inoculagdo de microplantas de morangueiro
cultivadas in vitro e levadas para a casa de vegetacao.
Fonte: Da autora (2024).

Para a biotizacao, utilizaram-se microplantas de morangueiro das cultivares Oso Grande
(OG) e Camarosa (CA) com as seguintes dimensfes: 2 a 2.5 cm de comprimento, com 6 a 8
folhas e 3 a 5 mm de raiz, as microplantas foram transferidas individualmente para frascos de
200 mL contendo 50 mL do meio basico Murashige & Skoog (MS) (Murashige; Skoog, 1962).
Ap06s uma semana de adaptacdo na sala de crescimento, as microplantas foram transferidas para
uma capela de fluxo laminar, onde foram aplicados 50 puLL da suspensdo bacteriana previamente
preparada, com concentragio de 1.5x108UFC mL?. A suspenséo foi pipetada na base do caule-
raiz de cada microplanta, resultando em uma concentracéo bacteriana de aproximadamente 10°
células por microplanta (Recuento UFC).

A formacdo dos consoércios bacterianos foi realizada a partir de suspensdes bacterianas
preparadas individualmente, que foram misturadas na proporc¢do 1:1 e mantidas em agitacao
por 20 min a 100 rpm, em temperatura ambiente, para homogeneizacdo (Blanco et al., 2021).
Ap0s a biotizacdo, as microplantas foram mantidas por aproximadamente 30+3 dias em uma
sala de crescimento, com iluminacao artificial, fornecida por lampadas de LED brancas (6400
K-\ = 525 nm) e irradidncia média de 49.4 pMol m2 s~ . O fotoperiodo foi de 16 h diarias, com
temperatura controlada a 25 + 2°C (Araujo et al., 2021a, b). Foi estabelecido um delineamento
inteiramente casualizado com dez tratamentos (quatro cepas e cinco consorcios) e o tratamento
controle, sem inoculacdo) e quatro repeticbes. Cada tratamento foi composto por 24 mudas

(seis mudas por repeticdo) para ambas as cultivares Oso grande e Camarosa (Tabela 2).
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Apo6s 30+3 dias da biotizacéo, as mudas do morangueiro foram transferidas para vasos

contendo uma mistura de substrato na propor¢do 6:4 de substrato comercial Tropstrato HT
Hortalicas e areia, previamente esterilizada por trés dias consecutivos, durante uma hora diaria.
As mudas foram entéo levadas para a casa de vegetacdo, mantida a uma temperatura de 25+2°C
durante o dia e 16£2°C durante a noite. No inicio da adaptacdo utilizou-se um pléstico de
polipropileno perfurado, removido por 2 h a cada 24 h, e sendo mantido por 96 com o objetivo
de ajudar a manter a umidade e facilitar a transicdo das condic@es in vitro para as condi¢des ex
vitro, auxiliando assim na adaptacdo ao novo ambiente.

As mudas transplantadas foram divididas em dois grupos: o primeiro grupo foi
composto pelas mudas biotizadas (A), enguanto o segundo grupo incluiu mudas submetidas a
uma segunda re-inoculacéo (B), realizada pela adi¢cdo de trés mililitros de cada inoculo sete dias
apos o transplante para as condi¢des ex vitro. As mudas foram regadas a cada dois dias e
fertilizadas uma vez por semana com 10 mL de uma solucdo de Hoagland, na metade da
poténcia, para os tratamentos experimentais (Sylvia; Jarstfer, 1992). O tratamento controle foi
fertilizado com 10 mL de uma solucdo de Hoagland com adubag&o completa (Hoagland; Arnon,
1950). A taxa de sobrevivéncia foi avaliada apds 25 dias, e as variaveis fitotécnicas foram
mensuradas apos 60 dias nas condigdes ex vitro. Também se realizou as quantificdo de
clorofilas, carotendides, fendis e flavonoides. Os dados obtidos foram inicialmente submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Posteriormente, foi realizada anéalise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey com um nivel de significancia de p <
0.05 utilizando os softwares Infosfat (Di Rienzo et al., 2020). Sisvar v 5.8 (Ferreira, 2023).

2.9 Quantificacao de clorofilas e carotenoides

A quantificacdo de clorofilas e carotenoides foi realizada a partir de 0.1 g de folhas
ressuspensas em 10 mL de acetona a 80%, mantidas no escuro por 24 horas. Apds a filtragem
dos extratos, as leituras de absorbancia foram realizadas em 663.2 nm, 646.8 nm e 470 nm
utilizando um espectrofotbmetro (Thermo Scientific™ Multiskan™). Os calculos das
concentracfes da clorofila (ug/g de matéria fresca foliar), seguiram as seguintes equacdes
(Lichtenthaler, 1987; Lichtenthaler, Buschmann, 2001):
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Clorofila a:12.25xA663,2-2.79XA646,8
Clorofila b:21.50x Asss,8-5.10XAs63.2
Carotenoides: (1000x As70-1.82XCa-85.02xCh) /198

2.10 Obtencé&o dos extratos hidro-metandlicos para a quantificacéo de fenois e

flavonoides

Foi preparado um extrato hidro-metandlico a partir de metanol: agua (80:20, v/v)
acidificado com HCl a 0.1%. Dez mililitros da solucdo foram adicionados 0.2 g de matéria seca
de folhas e mantidos em agitacdo a temperatura ambiente na escuriddo por 24 h. Em seguida,
foram centrifugados a 855 x g (Kasvi K14-0815% por 15 min, e os sobrenadantes foram
recuperados e armazenados a -80 até andlise (Ariza et al., 2016; Ariza et al., 2018). Os extratos
foram utilizados para a quantificacdo do conteudo fendlico total (TPC) e o conteudo total de
flavonoides (TFC).

2.11 Quantificacdo do conteudo fenolico total (TPC)

A quantificacdo de fendis foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu (FC), com
modificacbes (SINGLETON., 1965). Onde 100uL dos extratos hidro-metandlicos foram
misturados com 500 pL do reagente FC a 10% e incubados por 3 min. Em seguida, adicionaram-
se 400 pL do CH3COzNa (7 M), e foram novamente incubados em temperatura ambiente e no
escuro por 2 horas. A absorbancia foi medida a 760 nm usando o espectrofotdmetro (Thermo
Scientific™ Multiskan™). A curva de calibracéo foi realizada a partir de uma solucéo stock de
100 pg/mL de acido géalico, os dados foram expressado como mgGAE/g, miligramas de
equivalentes de acido galico por grama de matéria seca (Ariza et al., 2016; Ariza et al., 2018;
Simirgiotis et al., 2008).

2.12 Quantificacao do conteudo total de flavondides (TFC)

O TFC foi determinado de acordo com a metodologia proposta (Ariza et al., 2016) com
modificagdes. Foram misturados 250 pL dos extratos hidro-metandlicos com 1.25 mL de 4gua
MilliQ e adicionados com 75 pL de solucdo de NaNO> a 5%. Apds incubacdo de 6 min, foram
adicionados com 150 puL de solugéo de AICI3-6H20 a 10%, e 500 pL. de NaOH a 1 M. O volume

final foi ajustado para 2.5 mL com &gua MilliQ, e a absorbancia foi mensurada a
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420 nm usando um espectrofotdometro (Thermo Scientific™ Multiskan™). A curva de

calibracdo foi realizada a partir de uma solucdo stock de 100 pg/mL de quercetina, e 0s
resultados foram expressos em mgQE/g, miligramas de equivalentes de quercetina por grama

de matéria seca (Chang et al., 2002; Memari-Tabrizi et al., 2021).

2.13 Anélises estatisticas

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Posteriormente, foi realizada analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey com um nivel de significancia de p < 0.05 utilizando os softwares Infosfat (Di Rienzo et
al., 2020) e Sisvar v 5.8 (Ferreira, 2023).

3 RESULTADOS

3.1 Testes de Fixacao Biologica de nitrogénio (FBN), solubilizacédo de fosfatos, potassio,
calcio, zinco e acidificagdo/alcaliniza¢do do meio

Dez cepas bacterianas foram testadas para avaliar sua capacidade de Fixacao Bioldgica
de Nitrogénio (FBN), o indice de solubilizagéo (IS) de fosfatos, potassio, calcio, bem como a
eficiéncia de solubilizacdo do zinco (ZnE), conforme apresentado na Tabela 9. Todos os
isolados bacterianos (100%) demonstraram a capacidade de realizar a FNB e solubilizar de
fosfatos, 90% solubilizaram potassio. Enquanto a solubilizacéo de calcio somente foi realizada
por A. brasilense Ab-V6, R. leucaneae BR935, B. japonicum CCMA 0088, e S. fredii CCMA
0122, todas com um IS baixo (1S<2). Quanto a eficiéncia de solubiliza¢&o do zinco (ZnE), 50%
das cepas demonstraram alta eficiéncia, destacando-se B. japonicum CCMA 0088, S. fredii
CCMA 0122, ambas as cepas de Azospirillum (Ab-V5, Ab-V6) e B. subtilis CCMAO0401.

Adicionalmente, todas as bactérias tiveram a producéo de acidos no meio ELMABT.
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Tabela 9 - Fixagdo Biologica de nitrogénio, indice de solubilizacdo (IS) e acidificagdo ou
alcalinizacdo em meio solido pelas BPCV

Fixacdo Indice de Eficienciade  Acidos ou
Biolégica Solubilizacdo  Solubilizagéo Atividade Solubilizacio  alcalinizacio
Microrganismos 9 de fosfatos de potassio  Solubilizante ¢ 2ag
_de (1S) (1S) de Calcita de Zn Meio
Nitrogénio (CSAI) (ZnE) % ELMABT
A. bras'\'/e5nse Ab- + 143+0.02%¢  3.10+0.2¢ 0+0.0° 262+0.3° Amarelo
A. bras'\'fense Ab- + 2.43+0.01° 7.07+0.1° 2.0+0.09° 245+0.4° Amarelo
R. ”O%'ggc'AT + 1.60+0.03¢ 0+0.0' 0+0.0° 0+0.0° Amarelo
R. leucareae + 1260017 367020  147:01° 0+0.0¢ Amarelo
S. fredii BR921 + 1.2+0.01¢ f 1.43+0.1¢ 0+0.0° 0+0.0° Amarelo
S. fre%'l'Z%CMA + 3574005  587+02°¢  1.27+0.02° 320+0.4° Amarelo
%‘Cji‘fl’gné%‘gg + 3.27+0.1° 7.53+0.05? 1.420.06" 418+0.42 Amarelo
B. S”bt(')uglcCMA " 307£002°  513+0.1° 0£0.0° 25540.7° Amarelo
Bégﬁ,?ztgggf + 37740068  6.63+0.1%D 0+0.0°¢ 0+0.0° Amarelo
B.
amyloliquefaciens + 1.740.03¢ 3.17+0.2¢ 0+0.0° 0+0.0¢ Amarelo
CCMA 0112

Testes de Fixagdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, potassio, calcio, zinco e produgdo
de &cidos ou bases no meio de cultura. Positivo: (+). indice de solubilizagdo (1S): baixo (1S<2), médio
(IS<4) e alto (IS>4). Valores na tabela com diferentes letras indicam diferenca estatisticamente
significativa (P<0.05). Amarelo: producéo de acidos.

Fonte: Da autora (2024).

3.2 Producéo de enzimas hidroliticas pelas BPCV

As cepas de B. subtilis CCMA e B. megaterium CCMA 0004 produziram as cinco
enzimas testadas (amilases, celulases, proteases, lipases e quitinases), embora com baixo indice
enzimatico (IE<2). Por outro lado, a cepa B. amyloliquefaciens CCMA 0112 foi positiva para
quatro enzimas, exceto quitinases, enquanto R. tropici CIAT 899 foi negativo apenas para
celulases. Também se observou que as duas cepas de Azospirillum foram positivas apenas para

proteases, e R. leucaneae BR935 demonstrou atividade para proteases e quitinases (Tabela 10).



Tabela 10 - Producgdo de enzimas hidroliticas pelas BPCV
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MiCroraanismos Amilases  Celulases Proteases  Lipases  Quitinases
g (IE) (IE) (IE) (IE) (IE)
A. brasilense Ab-V5 0+0.0P 0£0.0° 1.09+0.01°  0+0.0° 0+0.0°
A. brasilense Ab-V6 0+0.00° 0+0.0°  1.17+0.04>  0%0.0° 0+0.0¢
- . . b . 1.34+0.05"
R. tropici CIAT 899 1.460.04 0+0.0 1.13+0.01° 1.57+0.05 ¢
R. leucaneae BR935 0+0.0° 0+0.0° 1.79+0.082 0+0.0° 1.57+0.042
S. fredii BR921 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0¢
S. fredii CCMA 0122 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0¢
B. japonicum CCMA 0088  0+0.0° 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0° 0+0.0¢
a,
B. subtilis CCMA 0401 1.3920.03° ~#00% 4 1400010 1222004 ) 5640000
. a,
B. R CEMA ™ 1aor00re 122009 1 6pi00a  1asep1e 1492004
B. amyloliquefaciens a a a a d
CCMA 0112 1.31+0.03% 1.68+0.13* 1.62+0.01* 1.28+0.03 0+0.0

Determinacéo do Indice enzimatico (IE) na producéo de enzimas hidroliticas. classificado como: baixo
(IE<2), médio (IE<4) e alto (IE>4). Valores na tabela com diferentes letras indicam diferenca
estatisticamente significativa (P<0.05).

3.3 Producdo de sideroforos

Fonte: Da autora (2024).

A producdo de siderdforos foi avaliada em placa (Tabela 11) e em meio liquido (Figura

1). As trés cepas do género Bacillus, juntamente com S. fredii BR921 e R. tropici CIAT 899,

iniciaram a produgdo de siderdforos ap6s 1 semana. As duas cepas de Azospirillum

demonstraram leve producdo somente ap6s duas semanas de cultivo. A Figura 8 ilustra a

producéo de sider6foros em placa por B. amyloliquefaciens CCMA 0112 e Bacillus megaterium

CCMA 0004.
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Tabela 11 - Producdo de sideroforos qualitativamente

Producéo de sideréforos em placa

Microrganismos 1 semana 2 semanas
A. brasilense Ab-V5 - +
A. brasilense Ab-V6 - +
R. tropici CIAT 899 + +

R. leucaneae BR935 - -

S. fredii BR921

S. fredii CCMA 0122 - -

B. japonicum CCMA 0088 -

B. subtilis CCMA 0401 +

B. megaterium CCMA 0004 +

B. amyloliquefaciens CCMA 0112 +

+
+

+ + +

Producdo de sider6foros em meio solido. Positivo: (+); Negativo (-)
Fonte: Da autora (2024).

Figura 8 - Producéo de sider6foros em placa meio B-king-CAS

Producédo de sider6foros em meio solido Chrome Azurol Sulfonate (CAS) (A) B. amyloliquefaciens
CCMA 0112; (B) Bacillus megaterium CCMA 0004
Fonte: Da autora (2024).

3.3.1 Quantificacdo da producao de sideroforos

A quantificagdo dos sideréforos em meio liquido revelou um padrdo similar ao

observado no teste em placas (Figura 9).



94

Figura 9 - Producéo de sider6foros em meio liquido

[] u
B ssH
B o=
B s3%H

Percentage of siderophores (%)

Plant Growth-Promoting Bacteria (PGPB)

Producdo de siderdforos em % porcentagem relatadas apés 72, 168, 240, 336 horas. Letras distintas
indicam diferencgas estatisticamente significativas (P < 0.05).

Fonte: Da autora (2024).

Onde B. amyloliquefaciens CCMA 0112 foi o maior produtor, com uma taxa de
producdo de 84.87%, seguido por S. fredii BR921 (80.91%), R. tropici CIAT 899 (55.43%), B.
megaterium CCMA 0004 (37.71%) e B. subtilis CCMA 0401 (20.88%). As cepas de A.
brasilense Ab-V5 e Ab-V6 apresentaram valores inferiores a 15%, iniciando ap6s 336 h de
cultivo. Ja R. leucaneae BR935, S. fredii CCMA 0122 e o B. japonicum CCMA 0088 foram

negativos para a producao de sider6foros em ambas as condicdes avaliadas.
3.4 Producéo de cianeto de hidrogénio (HCN)

A producao de HCN foi determinada pelo método do acido picrico, testando-se as BPCV
em placas e em meio liquido (Tabela 12). No teste em placa, B. megaterium CCMA 0004 e B.
subtilis CCMA 0401 foram as maiores produtoras de HCN, seguidas por R. tropici CIAT 899
e B. japonicum CCMA 0088, que apresentaram producdo moderada. As demais cepas foram
negativas. Na quantificacdo em meio liquido, observou-se um padrdo similar, com B.
megaterium CCMA 0004 e o B. subtilis CCMA 0401, destacando-se como as maiores
produtoras de HCN.
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Tabela 12 - Producdo qualitativa e quantitativa de HCN

Microrganismos HCN em placa Quantificacdo de HCN
A. brasilense Ab-V5 - 0.047 £0.001"7
A. brasilense Ab-V6 - 0.047 +£0.004
R. tropici CIAT 899 + 0.08 +0.002" ¢
R. leucaneae BR935 - 0.049 + 0.001
S. fredii BR921 - 0.061+ 0.002% ¢
S. fredii CCMA 0122 - 0.054 + 0.001*"
B. japonicum CCMA 0088 + 0.072 + 0.002% ¢
B. subtilis CCMA 0401 ++ 0.089 + 0.001*"°
B. megaterium CCMA 0004 +++ 0.092 + 0.0022
B. amyloliquefaciens CCMA0112 - 0.049 +0.001f
Controle - 0.001 +0.001°

Teste de producdo de HCN em placa e em meio liquido. Negativo: (-); Positivo: (+); Nivel de producéo
pela cor: castanho claro/menor producdo (+); marrom/ producdo média (+ +); vermelho tijolo/ alta
producéo (+ + +); vermelho escuro/ produgdo muito alta (+ + + +). Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (P < 0.05).

Fonte: Da autora (2024).

3.5 Porcentagem de sobrevivéncia apos a biotizacéo e re-inoculagdo em condicdes ex

vitro

A taxa de sobrevivéncia das cultivares Oso Grande OG e Camarosa CA foi avaliada
apos 25 dias na casa de vegetacdo. Nos tratamentos individuais, foi observada uma taxa de
sobrevivéncia de 100% em ambas as condi¢des, biotizacdo e re-inoculagdo. Nos tratamentos
com consorcios, a resposta foi variada com algumas associacdes alcancando 100% de

sobrevivéncia, enquanto outras apresentaram taxas similares ao controle 87.5% (Tabela 13).

Tabela 13 - Percentagem de sobrevivéncia

Percentagem de sobrevivéncia em Cultivares de Cultivar Oso Cultivar

morangueiro Grande (%) Camarosa
(%)

Tratamentos Inoculagdes A B A B
Tl Azospirillum brasilense Ab-V5 100 100 100 100
T2 Azospirillum brasilense Ab-V6 100 100 100 100
T3 Rhizobium leucaneae BR935 100 100 100 100
T4 Bacillus subtilis CCMA 0401 100 100 100 100
T5 Ab-V5 + BR935 100 100 100 87.5
T6 Ab-V5 + 0401 958 100 100 100
T7 BR935 + 0401 100 100 100 87.5
T8 Ab-V6 + BR935 100 100 875 875
T9 Ab-V6 + 0401 875 875 875 100

Controle Sem bactéria, (H20 destilada

T10 estéril)

875 875 875 87.5
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Percentagem de supervivéncia das microplantas de morangueiro das cultivares Oso Grande e
Camarosa. (A): biotizagdo; (B): Re-inocula¢do em condigdes ex vitro.
Fonte: Da autora (2024).

3.6 Cultivar Oso Grande (OG) na casa de vegetacao

Na biotizacdo da cultivar OG (A), diferentes respostas foram observadas nos parametros
de comprimento. No comprimento parte aérea (CPA), trés tratamentos tiveram maior
crescimento, onde se incluiram o consorcio Ab-V6+BR935, com 13.15 cm, seguido do
tratamento com Ab-V5, com 12.65 cm e 0 CCMA 0401, com 12.98 cm. No comprimento da
raiz (CR) os consorcios BR935+0401, Ab-V5+0401, Ab-V6+BR935 foram o0s que se
destacaram, com 23.20 cm, 21.21 cm e 20.38 cm, respectivamente, enquanto os demais
tratamentos tiveram desempenho semelhante ou inferior ao controle. Na massa seca da parte
aérea (MSPA), a biotizacdo com 0 CCMA 0401 mostrou um aumento de 2.38 vezes em relagdo
ao controle, sequida pelo tratamento com Ab-V5 que apresentou de 1.6 vezes. Os demais
tratamentos tiveram valores proximos ao controle. Na massa seca da raiz (MSR), destacaram-
se CCMA 0401, Ab-V5 e o consorcio Ab-V5+0401, nos valores de na massa total (MT)
destacaram-se 0 CCMA 0401, Ab-V5 com maior acimulo (Tabela 14).



Tabela 14 - Variaveis fitotécnicas da cultivar Oso Grande na casa de vegetacdo
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Cv Oso Grande (OG) ap6s biotizacao e re-inoculagédo em condigdes ex vitro

Comprimento (cm)

Massa seca (g)

Massa

Comprimento Comprimento Didmetro seca 5211531 Massa
Tratamentos PGPy daraz(CR) foliarOF)  ETY raiz (tm')
MSR)
mspa)
Ab-V5 12.65+0.2° 13001y LMAE LSTL o 080L 28T
] ie . 1163+ 101+ 050+ 151+
ADV6  9.24+0.12 13.18+0.2 oo S ot o
+
BRO35  10.44+0.19b¢  1664+02¢  L/>f 094z oope 162
A4£0. 04£0. 0.3° 0.04° 5 0.050¢
C&'gﬂlA 12,98+ 0.2° 150602  401%02 2(5%‘:;3 06%733 30'20163
Aé’%;’; 10.89 + 0.19° 18.89 + 0.2° 110% * Od%ici g'g’gdi 10"(‘)%(]—*
Ab-V/5 + ) ) 10.24+ 103+ 080+ 183+
Biotizagio 0401 1013+0.08™*  21.21%03 0.13¢ 002  002° 003
A +
AT e e mowr 85 W 5S5 i
AE?QQSJ 13.15+0.17° 20.38 +0.3° 18"3? 5 10'10‘23 006%32 e 16707401
Y sowwmmsor OB 051 Ga s
Corjf\m'e 10.28 + 0.2 18.72 0.2 %Zigff Od%%f 8 'ggbi é'gfcfj
Ab-V5  13.43+019°%  15.65+0.23%¢ 18'3?5 t'%if %‘%‘:ﬁ %’%if
Ab-V6 9.93+ 0.2¢ 11.41 +0.19' 10(543% * g'gjdi 06%02;: 1(')2015?
BRO35  1008+0.11¢  16.08+0.2%¢ 13.&19301 Od%iei 8'3230,1; 16007 i
C&'(\)/'lA 13.39 £ 0.16 2 14.74 £ 0.2° ésijiib %‘%‘éf %)' %)%f %‘%‘éf
‘hoss  oxooe  ssxost T GEE GRS GOX
PO AbVE+ o0 ppepege | 1413f  13x  099x 233s
. T U . U a [o a b, ¢
o, 0401 0.24 ) 0.04 0072 007
inOC(tg§1<;30 BFSZS? T 107020 23.49+0.42P %i?%,: é'gg’bi 8 'géb,ic g'ggc,i;
Aé’F'z\ég; 12.74+017%°  17.48+0.3¢¢ %3'112 N 16363;1:5 8 'gg’ci é'ggdi
APVET 1040202 1834502 9egxox ooy OBE LA
Controle cd c 1251+ 0.96 £ 075+ 171+
5 1154 + 0.4 18.01£0.2 G iob.e St ool oo

Variaveis fitotécnicas das cultivares Oso Grande biotizadas individualmente e em consorcios que foram
transplantadas para a casa de vegetacdo. (A) Biotizadas; (B) Re-inoculadas Comprimento parte aérea
(CPA), Comprimento da raiz (CR), Massa seca parte aérea (MSPA), Massa seca da raiz (MSR), Massa
total (MT). Letras distintas indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).
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Na re-inoculacédo da cultivar OG, observou-se novamente que os tratamentos com Ab-
V5 e CCMA 0401, junto com os consorcios Ab-V5+0401 e o Ab-V6+BR935, tiveram a maior
influéncia no comprimento da parte aérea (CPA). Para o comprimento da raiz (CR), os
consorcios Ab-V5+BR935, BR935+0401 e Ab-V5+0401 apresentaram 0S maiores
comprimentos. Na MSPA, os tratamentos com CCMA 0401, Ab-V5, Ab-V5+BR935,
BR935+0401, Ab-V5+0401, Ab-V6+ BR935 se destacaram nesse parametro. Para a MSR,
destacaram-se novamente Ab-V5, CCMA 0401 e o consorcio Ab-V5+0401. Por ultimo, a MT
mostrou que a re-inoculagdo favoreceu este parametro, especialmente com as cepas Ab-V5,
CCMA 0401, e os consorcios Ab-V5+BR935, Ab-V5+0401, BR935+0401 que foram
reintroduzidos (Tabela 14). A producdo de estoldes na cultivar OG tanto nos tratamentos
biotizados quanto os tratamentos re-inoculados com Ab-V5, CCMA 0401 e o consorcio Ab-
V5+0401, este ultimo, somente na re-inoculacdo, apresentaram entre 3 a 4 estolGes, 0os demais

tratamentos tiveram produgdes proximas ao controle que teve ente 1 a 2 estoldes.

3.7 Quantificacdo de clorofila e carotenoides na cultivar OG

Na cultivar OG, a quantificacdo de clorofila a durante a biotizagdo indicou que 0s
consorcios Ab-V5+0401 e Ab-V6+BR935 promoveram maior acimulo, enquanto os demais
tratamentos apresentaram valores proximos ou abaixo do controle. Para a clorofila b e
carotendides, os tratamentos Ab-V5+0401 e Ab-V6+ BR935 e Bacillus subtilis CCMA 0401
foram os que apresentaram maiores acumulos. Na re-inoculacdo da cv OG, os consorcios Ab-
V5+0401, Ab-V6+BR935 e Ab-V5+BR935 demonstraram os maiores niveis de clorofila a e na
clorofila b e nos carotendides (Tabela 15).
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Tabela 15 - Concentracao de clorofilas e carotendides na cultivar Oso Grande

(A) Biotizacéo

(B) Re-inoculacao

Tratamentos . Clorofila - Clorofila Clorofila .
Cv OG Clorofila a b Carotenoides a b Carotenoides
Azospirillum +0 119
brasilense 4'6710'11 1.2540.03¢ 0.78 +0.02f  6.45+0.06¢ 1.69+0.03¢ 1.07+0.08¢
Ab-V5
Azospirillum
brasilense 5.11+0.24¢  1.36+0.3° 0.70+0.04f 6.35+0.06¢ 0.95+0.03f 0.80+0.01"
Ab-V6
Rhizobium +0 02¢
leucaneae 3.72+0.03¢  0.96+0.01° 0.65+0.05f 5.37+0.054 2'54‘(,0'03 1.45+0.01f
BR935
Bacillus
subtilis 10.16+0.4> 3.92+0.172 2.48+0.11¢ 10.63+0.1¢ 3.70+0.09®  2.42+0.02¢d
CCMA 0401
Ab-V5 + 2.06
BR935 8.48+0.38¢ +0.11° 1.60+0.07¢ 13.65+0.1° 3.55+0.02° 3.02+0.040
Ab-V5 + 0401 14.22+0.12 3.67+0.058  2.77+0.08° 15.42+0.4* 4.33+0.122 3.46+0.062
BRUZ5+0401 880:0.0°  ,o0° 183003 1188+0.0° 284:00F  258:0.02°
Ab-V6 + a a a a a b
BR935 13.80+0.08% 3.90+0.03 3.28 £0.02 15.18+0.6 4.68+0.2 3.08+0.11
+ C.
Ab-V6 + 0401 10.37+0.1P +%‘%22b 1.18+0.02¢ 10.57+0.1¢ 2'4610'03 2.32 +0.03¢
Controle 10.87+0.1° 2'29f0'04 1.72+0.02¢ 10.90+0.1¢  2.27+0.04¢ 1.73+0.02¢

Quantificacdo dos teores clorofilas e carotendides na cultivar Oso Grande. Letras distintas indicam
diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).

O conteldo total de fendis (TPC) nas plantas biotizadas (Figura 10 A) mostrou que trés

tratamentos em consércios com a cepa Ab-V5 apresentaram maior concentracdo, com valores
entre 11.85 mgGAE/g e 11.44 mgGAE/g, quando comparados ao controle (9.11 mgGAE/qg) e

os tratamentos individuais (variando de 6.89 mgGAE/g a 2.75 mgGAE/g). Nas plantas re-

inoculadas (Figura 10 B), o acumulo de TPC, também foi maior nos consércios, destacando-se
Ab-V5+BR935, BR935+0401, e Ab-V6+0401, os tratamentos individuais que tiveram valores
entre 2.93mgGAE/g a 9.84 mgGAE/g, e o controle esteve com valores de 9.68 mgGAE/g.
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Figura 10 - TPC em mudas biotizadas (A) e em mudas e re-inoculadas (B)
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Quantificacdo do Contetido de Fendis Totais (TPC) na cultivar Oso Grande. (A) Biotizadas; (B) Re- inoculadas

Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).

3.8 Quantificacdo de flavondides na cultivar OG

A quantificacdo do conteudo total flavondides (TFC) na cultivar OG mostrou que nos
tratamentos biotizados, Figura 11A, revelou que as associacGes bacterianas estimularam
também e esse parametro quando comparados com a biotizacao individual, onde quatro
tratamentos em consorcios apresentaram maior acimulo, com valores entre 60.91 mgQE/g e
56.12 mgQE/qg, sem apresentar diferencas significativas entre eles.

O controle apresentou 44.87 mgQE/g, enquanto os tratamentos individuais tiveram
valores menores, variando de 10.31 mgQE/g a 36.19 mgQE/g. Na re-inoculagédo, também se
encontrou que os consorcios foram os que mais influenciaram no acimulo do TFC, assim o0s
cinco consorcios tiveram acumulos entre 61.62 mgQE/g a 70.47 mgQE/g. Logo apos esteve 0
tratamento individual com Ab-V6 que apresentou 48.35 mgQE/g, seguido do controle que

registrou 44.61 mgQE/g. Os demais tratamentos individuais apresentaram menores acumulos

de TFC (Figura 11 B).
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Figura 11 - TFC em mudas biotizadas (A) e em mudas e re-inoculadas
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Quantificagdo do Contetido de Flavonoides Totais (TFC) na cultivar Oso Grande. (A) Biotizadas; (B)
Re-inoculadas Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).

3.9 Cultivar Camarosa (CA) na casa de vegetacéo

As mudas biotizadas da cultivar Camarosa (CA) ndo tiveram diferengas significativas
entre os tratamentos no CPA e o controle. No entanto, 0 CR mostrou variagdes: 0s consorcios
BR935+0401 teve um crescimento de 27.35 cm, seguido do Ab-V5+BR935 com 20.06 cm,
BR935 com 19.10 cm e Ab-V5+0401 com 18.83 c¢cm, destacando-se em relacdo aos demais
tratamentos. Na MSPA, os tratamentos Ab-V5, Ab-V5+0401 apresentaram o maior acimulo
de biomassa, os tratamentos Ab-V5+BR935, BR935+0401, e BR935 tiveram valores proximos
ao controle. Na MSR néo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos, e por

Gltimo, o tratamento com Ab-V5 destacou-se no acimulo de massa total (Tabela 16).
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Tabela 16 - Variaveis fitotécnicas da cultivar Camarosa na casa de vegetacdo

Cv Camarosa ap0s biotizagao e re-inoculagdo em condicoes ex vitro

Comprimento (cm) Massa seca ()

Massa

. ., Massa
Comprlmento Comprimento Dlametro seca secada Massa
Tratamentos parte aérea da raiz (CR) foliar parte raiz total
(CPA) (DF) aérea (MSR) (MT)
(MSPA)
AV 1078+02°% 181106 125+ 138+ 079+ 217+
) o o 02>¢%  0.04°  004%  0.04°
1125+ 070+ 037+ 107+
- d, e f
Ab-V6 9.75+0.3 1438+03 e oots oo 05
+
BR935 1200£01°  19.00:03° ones  oens ooy LSoE
11.13 + 0.2% 1244+ 091+ 063+ 154+
CCMA 0401 b, c 15.83 0-4e’f 0'2b,c,d 004b c,d 0.052 Oo7b
Ab-V5 + 11.86+0.3% . 1286+ 099+ 077+ 176+
BR935 b 2006£05°  ggabe g gozr 007
AD-V5+0401 1229+02° 1883x020¢ 1o0F 2L 0005 LS
Biotizago 10.34 + 0.2 1370+ 10+ 071+ 171+
A . —-— . . —_— . —_— . —_— . —
( ) BR935 + 0401 de 27.35+0.6° 0.4:0 0.06b ¢ 0.042 0.08P
Ab-V6 + . 1769+04° 910+ 062+ 036+ 098+
BRO35 954201 d.e 0.4° 0.03° 0.03° 0.05°
+ +
Ab-V6+0401 9.80+0.1%¢  1553+0.1f 102_'53,( 09'0739({9 g_gfbfi 10'%822:
Controp A 1115303 1628%02¢  1275%  088x 065+ L53x
ontrole b, c e f 0.3a’b’c 0.03% d 0.072 008b
. 1414+ 148+ 075t 2.23%
Ab-V/5 13.03+03° 1456+02%¢ 5L Gos: 004t 5o7s
10.26 +0.3" . 1031+ 052+ 041+ 093+
Ab-V6 - 12.83+03 e oo 0oacd (o d
+
BR935 117340250  14.01+0.2% 13;(15 & 8‘3;10 gl'gfa,ib 10'%283
10.33 + 0.1 1216+ 076+ 041+ 117+
CCMA 0401 . 159£05%° 070 0ol st Goe
Ab-V/5 + R s. 1353+ 091+ 062+  152%
Biotizagao BRY35 1230£037 1485£04%°  "goav gomc  gosb 006
1061+ 136+ 072+ 208+
- Ab-V5+0401 1283%02° 17.91£03° 3o P S
: ) 10.29 + 1.2 062+ 020+ 082+
inoculacéo p f
u G840  BRY35 + 0401 o 1925+1% 85801 ont U v
Ab-V6 + y . . 051+ 036+ 087+
e 004£01°¢  1063%03 84302 U o oo
Ab-V6+0401  8.89+01¢  27.71+0.6° 106.2{& * 10'%925 3 515 o 10'%‘25:
11.25 + 0.3 , 1263+ 084+ 066+ 150+
Controle B e 1615£02°0 (e o 00eb  gog

Variaveis fitotécnicas das cultivares Camarosa biotizadas individualmente e em consércios que foram
transplantadas para a casa de vegetacdo. (A) Biotizadas; (B) Re-inoculadas Comprimento parte aérea
(CPA), Comprimento da raiz (CR), Massa seca parte aérea (MSPA), Massa seca da raiz (MSR), Massa
total (MT). Letras distintas indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).
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Durante a re-inoculagdo na cultivar CA, o tratamento com Ab-V5 foi 0 que mais
influenciou o CPA, sem embargo nao teve diferencas significativas quando comparado com o
controle. O consércio Ab-V6+0401 apresentou maior CR, com 27.71 cm, seguido dos
tratamentos com Ab-V6+BR935 e BR935+0401. Na MSPA, os tratamentos Ab-V5, Ab-
V5+0401, Ab-V6+0401 mostraram maior acumulo. Enquanto no MSR nédo houve diferenca
significativa, mas a MT incrementou com os tratamentos Ab-V5 e Ab-V5 + 0401. Finalmente,
a producdo de estoldes na cultivar CA foi menor que a cultivar OG, onde encontrou-se uma

producéo similar entre os tratamentos e o controle, com producgdes entre 1-2 estoldes.

3.10 Quantificacao de clorofila na cultivar CA

Na cultivar CA a biotizacdo (A) revelou que o tratamento com Ab-V5 apresentou o
maior acimulo de clorofila a com 14.24 pg/g, seguido por Ab-V6+BR935 com 12.90 pg/g. Na
clorofila b seis tratamentos mostraram aumento, e os carotendides foram incrementados em
cinco tratamentos (Tabela 17). Na re-inoculacdo (B), todos os cinco consorcios promoveram

aumento dos niveis de clorofila a clorofila b e carotendides em comparagdo ao controle.

Tabela 17 - Concentracdo de clorofilas e carotendides na cultivar Camarosa

(A) Biotizagdo (B) Re-inoculagéo

Tratamentos Cv . Clorofila L . Clorofila .
Camarosa Clorofila a b Carotendides Clorofilaa b Carotenoides
ar .
Azospirillum 1424:038° 311+012°  192:004"  942:.019¢ 1832004 ) o9 0,020
brasilense Ab-V5
Azospirillum o f c g d 1.62 o f
b N e 9.15$0.19% 1 193:0.04  115+0.02 7.82+0.28 e 1.15+0.04
Rhizobium 78940220 126£003° 09740029 8262012 12440019 1.06+0.01¢
leucaneae BR935 O = Bt = B e A
- .y bv
Bg"c",'\‘,ljs‘ASgEg{'s 1L.7020.23% 5 174005  2.65£0.06>¢  7.79+0.12¢ i%‘_%%d 0.79 +0.01°
+0.26¢
AbV5+BROZ5 103020260 ) 00 0070 2304004%°  16.97405° 477+016°  3.45:0.10°
+ c, + b,
Ab-V5+0401 10.7220.37% 5 4740190 242+0070 0 14662022 J_,%'_%b 2.23+0,08¢ @
+ b, + a,
BR935+0401 UBIR012% 5 30s0048 247400200 164420720 F192025" 5 99,0130
+ 2
Ab-V6+BR935 12.00£020° 342008 2041004 1671203 2809 o 040060
+0.20b
povesosor IR 3006 27sro0et  1sosos 370 2ss0010
Controle 0481020%¢ 250:005° 2224005  0.224006' ST 204:001°

Quantificacdo dos teores clorofilas e carotendides na cultivar Camarosa.

diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).

Fonte: Da autora (2024).

Letras distintas indicam
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3.11 Quantificacdo de Fenois na cultivar Camarosa

Na biotizacdo da cultivar CA (Figura 12A), o tratamento com Ab-V5+0401 teve o maior
acumulo de TPC, com 12.97 mgGAE/g, seguido por Ab-V6+0401, CCMAO0401 e Ab-
V5+BR935, sem diferencas significativas entre eles. J& o Ab-V6 BR935 apresentou 11.37
mgGAE/g, os demais tratamentos apresentaram valores similares ou inferiores ao controle (9.19

mgGAE/Q).

Figura 12 - TPC em mudas biotizadas (A) e em mudas e re-inoculadas
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Quantificacdo do Contelido de Fendis Totais (TPC) na cultivar Camarosa. (A) Biotizadas; (B) Re-
inoculadas Letras distintas indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).

Nas plantas re-inoculadas da cultivar CA (Figura 12B), o contetdo de TPC mostrou que
0 consorcio Ab-V5+0401 foi o que mais se destacou e teve um acumulo similar a biotizacéo
com 12.55 mgGAE/g, seguido por BR935+0401 e Ab-V6+0401. Os consoércios Ab-V6+BR935
e 0 Ab-V5+BR935 apresentaram 9.91 mgGAE/g e 9.59 mgGAE/g, respectivamente. O controle
e os tratamentos individuais tiveram menor acimulo em comparagdo aos tratamentos em
consorcios. Por ultimo, tanto a biotiza¢do quanto a re- inoculacao tiveram uma producgdo TPC

em concentracOes similares.

3.12 Quantificacao de flavondides na cultivar CA

A quantificagdo de flavonoides da cultivar CA se observa na figura 13A para as mudas

biotizadas e a Figura 13B representa as mudas re-inoculadas.
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Figura 13 - TFC em mudas biotizadas CA (A) e em mudas e re-inoculadas CA (B)
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Quantificacdo do Contetdo de Flavonoides Totais (TFC) na cultivar Camarosa. (A) Biotizadas; (B)
Re-inoculadas Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).

Na biotizacdo da cultivar CA (Figura 13A), o acumulo de flavonéides TFC foi maior
nos tratamentos Ab-V6+0401 (55.81 mgQE/g), Ab-V5+BR935 (52.31 mgQE/g), e Ab-
V6+BR935 (48.68 mgQE/g). Em seguida, estiveram os tratamentos Ab-V5 (45.64 mgQE/qg),
CCMA 0401 (42.97 mgQE/qg) e Ab-V5+0401 (42.02 mgQE/g), enquanto os demais tratamentos
variaram entre 28.78 mgQE/g a 20.35 mgQE/g, e o controle teve valores de 18.84 mgQE/g. Na
re-inoculagdo da cultivar CA (Figura 6B), todos os consorcios apresentaram aumento no
acimulo de TFC, com destaque para Ab-V5+0401 (56.94 mgQE/g). Os outros consorcios
variaram entre 50.75 mgQE/g e 40.95 mgQE/g. Enquanto os tratamentos individuais, tiveram
menores acumulos (entre 29.33 mgQE/g e 24.44 mgQE/g) que os consorcios, por ultimo, se

encontrou o controle com menor acimulo de TFC.

4 DISCUSSAO

O objetivo inicial deste estudo foi realizar a caracterizacdo bioguimica de dez cepas
bacterianas quanto a sua capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), solubilizag&o de
fosfato, potassio, calcio e zinco, producdo de enzimas hidroliticas (amilases, celulase, protease,
lipases e quitinases), além da producéo de sideroforos e cianeto de hidrogénio HCN. Também
foi investigado o desempenho da biotizacao e a re-inoculagéo das quatro cepas bacterianas mais
eficientes, bem como seus consorcios, na adaptacdo de mudas de morangueiro in vitro as
condicBes ex vitro. Esta pesquisa destaca a importancia do uso de BPCV como uma alternativa

biotecnoldgica promissora para a cultura de tecidos vegetais
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(CTV) (Soumare et al., 2021). A selecdo adequada de bactérias compativeis com as mudas in
vitro é essencial, pois a compressdo das intera¢6es benéficas entre essas bactérias e os explantes
na condicdo in vitro é fundamental para maximizar os beneficios dessa associacdo, que podem
resultar em mudancas positivas no desenvolvimento das plantas, facilitando sua adaptacéo ao
ambiente (Gianinazzi et al., 2003; Wazny et al., 2024).

Os resultados indicaram que 100% das cepas analisadas foram capazes de realizar a
FBN e solubilizar fosfatos. Além disso, 90% das cepas solubilizaram potassio, 40% foram
capazes de solubilizar célcio, 50% solubilizaram o zinco, e todas apresentaram a producao de
acidos organicos. Assim, as BPCV exercem um papel importante na nutricdo vegetal ao
promover a solubilizacdo e disponibilizagcdo de nutrientes essenciais. Estudos mostram que
algumas BPCV sdo eficientes na solubilizacdo de compostos como o fosforo insollvel,
principalmente através da producéo de acidos organicos que diminuem o pH do solo, facilitando
a liberacdo desse nutriente para as plantas (Chen et al., 2006; Sharma et al., 2013). Nesta
pesquisa, observou-se que todas as cepas avaliadas solubilizaram o fosfato e produziram acidos
organicos. Adicionalmente, as BPCV também contribuem para a fixacdo bioldgica de
nitrogénio, convertendo o nitrogénio atmosférico em formas assimilaveis pelas plantas, como
amonia, essencial para o crescimento vegetal (Rees et al., 2005; De Bruijn, 2015). Desta forma,
a aplicacdo de BPCV pode ser uma estratégia que podem contribuir para o aumento da
produtividade agricola ao otimizar o manejo de nutrientes, uma vez que pode reduzir a
dependéncia de fertilizantes promovendo uma agricultura mais sustentavel (Vejan et al., 2016;
Orozco-Mosqueda, 2021).

Além disso, as BPCV podem sintetizar enzimas hidroliticas, que facilitam a degradacéo
de compostos organicos no solo, melhorando a disponibilidade de nutrientes para as plantas
(Vessey, 2003; Glick, 2012). Neste estudo, as enzimas amilases, celulases, proteases e lipases
foram predominantemente produzidas pelas trés cepas do género Bacillus. Esse género é
amplamente conhecido pela producao de varias enzimas hidroliticas, que tem aplicagdes diretas
tanto na nutricdo das plantas quanto no controle biolégico de fitopatégenos. Enzimas como as
quitinases, por exemplo, tém acéo hidroliticas direta sobre certos patdgenos contribuindo para
o controle biologico (Raaijmakers et al., 2002). Nesta pesquisa verificou-se que as cepas
produtoras de quitinases incluiram B. megaterium CCMA 0004, B. subtilis CCMA 0401, R.
leucaneae BR935 e R. tropici CIAT 899. Assim, a agdo conjunta dessas bactérias na rizosfera

poderia contribuir na fertilidade do solo e no controle bioldgico das culturas agricolas.
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Algumas BPCV sdo conhecidas pela capacidade de produzir sider6foros, moléculas
organicas de baixo peso molecular cuja principal funcdo é capturar e transportar ferro em
condigdes de baixa disponibilidade. O ferro € um elemento essencial para diversos processos
bioldgicos, como a fotossintese e a respiracdo, tanto em microrganismos quanto em plantas
(Marschner; Crowley; Rengel, 2011; Pahari et al.,, 2017). Dessa forma, os sideréforos
produzidos pelas BPCV desempenham um papel crucial ao aumentar a disponibilidade de ferro
para as plantas, melhorando o seu crescimento e produtividade (Timofeva et al., 2022). Além
disso, também podem contribuir na supressdo de patégenos ao competir com eles pela
disponibilidade do ferro, conferindo uma funcdo indireta de biocontrole (Crowley, 2006;
Rajkumar et al., 2010). Nesta pesquisa, verificou-se que as cepas produtoras de sider6foros
foram B. amyloliquefaciens CCMA 0112 com 84.87%, Sinorhizobium fredii BR921 com
80.91%, R. tropici CIAT 899 com 55.43%, B. megaterium CCMA 0004 com 37.71%, e Bacillus
subtilis CCMA 0401 com 20.88%. Estudos anteriores descreveram a produgdo de sideroforos
pelo género Bacillus, destacando a producdo de catecolatos sob condi¢des de deficiéncia de
ferro (Patel et al., 2009). Cepas de B. subtilis também foram relatadas por sua agdo de
biocontrole contra Fusarium e por promoverem o crescimento em plantas de pimenta (Yu et
al., 2011). Ademais, 0s géneros como Rhizobium e Sinorhizobium também séo descritos na
producéo de sideroforos (Datta; Chakrabartty, 2014).

Por outro lado, a producdo de cianeto de hidrogénio (HCN) também foi avaliada neste
estudo, sendo observada a maior concentracdo nas cepas B. megaterium CCMA 0004, B.
subtilis CCMA 0401, R. tropici CIAT 899 e B. japonicum CCMA 0088, em ambas as condi¢Ges
avaliadas, tanto em placa quanto em meio liquido. O HCN é um metabdlito secundario volatil
produzido a partir do aminoacido da glicina, que pode ser liberado pelos exsudatos radiculares
(Blumer; Haas, 2000; Andrade et al., 2020). A producéo de HCN ja foi relatada em géneros
como Pseudomonas spp. (Ahmad; Ahmad; Khan, 2008; Anand et al., 2020; Michelsen;
Stougaard, 2012), e Bacillus spp (Abd EI-Rahman et al., 2019). O HCN também é reconhecido
por seu papel na inibicdo do crescimento de certos patdgenos e nematoides, tornando-o uma
ferramenta valiosa na promocdo do crescimento das plantas e no biocontrole de doencas
(Ramette et al., 2003). Estudos anteriores identificaram a P. chlororaphis como uma das
melhores produtoras de HCN, com valor maximo de absorbéncia de 0.047 (Abd EI-Rahman et
al., 2019), os resultados deste estudo indicam que as BPCV analisadas apresentaram produgéo
de HCN similares ou superiores.

As dez cepas bacterianas aqui estudadas também foram previamente avaliadas no

LCT/LABIMP-UFLA, onde foram caracterizadas quanto a producédo de acido indol acético
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(AlA), giberelinas (GA) acido salicilico (AS) e a enzima aminociclopropano-1-carboxilico
deaminase (ACCd). Observando-se que a maior producdo de AIA ocorreu ap6s 144h pelo B.
japonicum CCMA 0088, seguido das cepas dos géneros Azospirillum e Sinorhizobium. As
giberelinas foram produzidas principalmente pelas duas cepas de Azospirillum ap6s 144 horas.
A producdo de acido salicilico destacou A. brasilense Ab-V5 foi o principal produtor, seguido
do B. megaterium, B. subtilis, e A. brasilense Ab-V6. A quantificacdo da ACCd revelou o
género Bacillus como principal produtor. Estes estudos também relataram o efeito destas cepas
na biotizagcdo de duas cultivares de batata (Solanum tuberosum L.), observando que A.
brasilense Ab-V5, R. tropici CIAT 899, A. brasilense Ab-V5+B. megaterium aumentaram
significativamente pelo menos um parametro de crescimento em ambas as cultivares e sob
condigdes in vitro e ex vitro (Molina et al., 2024). Assim, destacasse que nesta pesquisa a cepa
A. brasilense Ab-V5 e algumas de suas combinagdes foram relevantes na promocao de
crescimento, podendo também ser possibilitado pela producéo de AlA e giberelinas.

Ademais, no LCT/LABIMP-UFLA, também foi previamente avaliada a biotizacdo de
microplantas de morangueiro das cultivares OG e CA com as mesmas cepas bacterianas
permitindo a sele¢do dos melhores géneros: Azospirillum, Ab-V5 e Ab-V6, B. subtilis CCMA
0401 e o R. leucaneae BR935, que foram utilizados na formacdo de consorcios bacterianos
encontrando-se também uma resposta positiva durante a biotizagdo in vitro, desta forma, este
estudo € a continuacdo do Artigo 1, onde microplantas de morangueiro foram biotizadas em
condigdes in vitro. Da mesma forma que influenciaram na melhora de alguns dos parametros
fitotécnicos, fotossintéticos e bioquimicos, apresentando mudancgas no acumulo de fendis e
flavondides, quando comparados com o controle, que foi fertilizado com solucéo de Hoagland
completa enquanto que os tratamentos biotizados e re-inoculados foram fertilizados com uma
solucdo Hoagland reduzida, demonstrando assim o potencial das BPCV na reducdo do consumo
de fertilizantes, e se estabelecendo como uma alternativa eficaz para a formulacdo de
bioinoculantes individuais ou em consorciagoes.

Observou-se que na cultivar OG, durante a biotizacdo (A) os tratamentos com
Azospirillum brasilense Ab-V5 e Bacillus subtilis CCMA 0401 se destacaram no acumulo da
biomassa total (MT). Durante a re-inoculacdo (B) da cultivar OG, houve um incremento da
biomassa total nos tratamentos individuais com Ab-V5 e CCMA 0401, além dos consorcios
formados por Ab-V5+BR935, Ab-V5+0401 e BR935+0401. Em relacdo ao acimulo de
clorofilas e carotendides, observou-se que, nas duas condicdes avaliadas, a clorofila a clorofila

b e carotenodides se acumularam principalmente nos consorcios Ab-V5+0401 e Ab-
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V6+BR935. A quantificacdo de fenodis TPC durante a biotizacdo (A) revelou maiores
concentracdes nos trés tratamentos em consércios que incluiam a cepa Ab-V5. Nos tratamentos
re-inoculados (B) destacaram-se 0s consorcios Ab-V5+BR935, BR935+0401 e Ab-V6+040,
assim se observou que em ambas as condi¢des avaliadas os consércios estimularam o maior
acumulo de TPC na cultivar OG. Por fim, o acimulo de flavondides totais TFC durante a
biotizacdo (A) revelou que quatro dos cinco consorcios se destacaram nesse parametro,
enquanto, na re-inoculagéo (B), todos os cinco consércios apresentaram maior acumulo, neste
sentido observou-se que 0s consorcios bacterianos induziram maiores mudangas nos perfis
destes metabolitos secundarios, relatos anteriores ja tém destacado a modulacdo de fendis,
flavonoides em plantas quando inoculadas com BPCV (Chamam et al., 2013; Miotto-Vilanova
etal., 2019).

Estudos anteriores também indicam que algumas BPCV promovem o aumento da
producdo de clorofilas e carotendides em morangueiros, melhorando a fotossintese e o
desenvolvimento das plantas, esse beneficio ocorre principalmente pela capacidade das BPCV
de aumentar a disponibilidade de nutrientes essenciais, como nitrogénio, ferro e magnésio, que
sdo elementos fundamentais na biossintese de clorofila (Esitken et al., 2010; Guerrero- Molina
et al., 2014). Desta forma, as BPCV podem induzir diversos estimulos sobre a microplantula, e
a selecdo adequada € fundamental para o desenvolvimento das interacfes benéficas, assim, as
BPCV compativeis podem ser util no sucesso das fases de endurecimento aclimatacdo das
plantulas in vitro durante a passagem para as condicdes ex vitro (Orlikowska et al., 2017).

Na cultivar CA, observou-se gque, durante a biotizacdo (A) a cepa Ab-V5 promoveu um
aumento na MT assim como também na re-inoculacdo (B), onde Ab-V5 e o consércio Ab-
V5+0401 apresentaram maior acimulo de biomassa total. Além disso, durante a biotizacdo (A),
o0 tratamento com Ab-V5 apresentou maior acimulo na clorofila a, enquanto a clorofila b foi
aumentada em quatro consorcios e nos tratamentos individuais com Ab-V5 e CCMA0401. Na
re-inoculagdo (B), os cinco consorcios aumentaram o acumulo da clorofila a clorofila b e
carotendides. Enquanto a quantificacgdo TPC revelou que, durante a biotizagcdo (A), 0s
tratamentos Ab-V5+0401, Ab-V6+0401, CCMA0401 e Ab-V5+ BR935 apresentaram maiores
concentracdes de fendis, também se observou que na re-inoculacéo (B), destacou-se novamente
0 consorcio Ab-V5+0401, seguido de BR935+0401, Ab-V6+0401, Ab-V6+BR935 e Ab-
V5+BR935. O acumulo de flavondides, TFC, também foi superior em cinco tratamentos
durante a biotizacdo (A): Ab-V6+0401, Ab-V5+BR935, Ab-V6+BR935, Ab-V5, CCMA 0401
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e Ab-V5+0401, e por altimo, durante a re-inoculacédo (B), todos os consércios mostraram maior
acumulo, destacando-se o tratamento Ab-V5+0401.

Os resultados sugerem que a biotizagdo e na re-inoculagdo da cultivar OG com A,
brasilense Ab-V5 e B. subtilis CCMA 0401 bem como a re-inoculagdo destas mesmas cepas
influenciaram principalmente nas caracteristicas relacionadas ao crescimento vegetativo, ja a
combinagdo em consoércios bacterianos estimularam em maior medida a producéo de fendis e
flavonoides, assim dependendo do interesse agricola, o uso destas BPCV poderia ser eficaz
como bioinoculantes, ou bioestimulantes do metabolismos de fendis e flavonoides. Assim, a
formacdo de multi-estirpes bacterianas poderia representar uma estratégia Gtil para aumentar a
eficiéncia destes compostos (Chamam et al., 2013; Miotto-Vilanova et al., 2019), e a sele¢do
de consércios € fundamental, uma vez que o contato fisico, a sinalizacdo quimica, a troca
metabdlica sdo interacdes relevantes entre as cepas, desta forma, a formacdo de misturas com
alta diversidade funcional pode melhorar as probabilidade de sucesso dos inoculantes, evitando
seu rapido declinio no solo, que dependerdo de qudo funcionais, complementares e sinérgicas
sejam as associa¢Ges microbianas (Bargaz et al., 2018; Tabacchioni et al., 2021).

Desta forma, destaca-se 0 uso destes géneros bacterianos no cultivo de morangueiro em
condicBes ex vitro. Existem relatos prévios sobre a utilizacdo de cepas de B. subtilis NA- 108,
que foi produtor de AIA e exerceu maior influéncia no crescimento do morangueiro, resultando
em um aumento de 43.5% no peso seco da raiz e 77% aumento no peso seco da parte aérea
quando comparado com controles ndo tratados (De Melo Pereira et al., 2012). Em outro estudo
testaram a capacidade biofertilizante de Azospirillum brasilense Ab-V5, Bacillus megaterium e
Brevibacillus fluminis, previamente caracterizados como solubilizadores de fésforo, potéssio e
produtores de AlA. Os resultados mostraram diferentes efeitos da inoculagcdo na melhoria das
propriedades fisioldgicas e morfoanatdbmicas de mudas de morangueiro. A inoculacao
individual e a formacdo de consorcios nesta pesquisa foram relevantes para compreender as
interacOes entre a planta e os microrganismos nas condi¢des ex vitro, assim alguns estudos
também relatam que a inoculacgdo, isolada ou em mistura, melhorou a condutancia estomatica,
a transpiracao foliar e a concentracdo interna de CO2 na combinacdo de A. brasilense Ab-V5+
B. fluminis. Além disso, os teores foliares de nitrogénio e magnésio aumentaram com A.
brasilense Ab-V5+ B. megaterium. A inoculagdo estimulou o crescimento da copa, 0
alongamento das raizes e a area foliar, permitindo uma redugdo do 70% na demanda de
fertilizantes utilizados no cultivo de morangueiros (Silva et al., 2022). Desta forma, nesta
pesquisa também se encontrou uma diminui¢do do consumo de fertilizantes, uma vez que 0s

tratamentos foram fornecidos com solugées reduzidas.
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Assim, o efeito de diferentes frequéncias de aplicagdo de A. brasilense Ab-V5 também
foi estudado em mudas de morangueiro da cultivar Pircinque provenientes de cultivo in vitro,
que foram aclimatadas, e mantidas em casa de vegetacdo. Observou-se que a inoculacdo a cada
15 dias melhorou caracteristicas fitotécnicas e fisiologicas. Inoculagbes Unicas também
promoveram aumentos significativos no comprimento das raizes e na biomassa seca, sugerindo
que o uso de Azospirillum poderia ajudar na reducdo da demanda por fertilizantes (De Oliveira
etal., 2024). Ademais, 0 uso de cepas bacterianas, PEPV15 e PEPV 16, pertencentes aos géneros
Phyllobacterium e Rhizobium, respectivamente, foram analisados em condi¢bes de
microcosmos, demostrando que essas cepas foram capazes de promover o crescimento do
morangueiro e aumentar significativamente o teor de &cido citrico, vitamina C (&cido
ascorbico). Esses estudos destacam o potencial dessas bactérias como uma pratica agronémica
eficaz para melhorar o teor de varios compostos bioativos em morangueiro s (Flores-Félix et
al., 2018). Dessa forma, o uso de BPCV pode ser uma abordagem eficaz para melhorar a
nutricdo vegetal, o desenvolvimento, bem como ajudar na resisténcia das plantas a diferentes
estresses ambientais (Esitken et al., 2010). Nesta pesquisa destaca-se o potencial das BPCV na
biotizacdo de microplantas de morangueiro como uma alternativa eficaz na transicdo das
condigdes in vitro para ex vitro. Estudos futuros, seréo essenciais para explorar ainda mais a
aplicacdo dessas bactérias no controle bioldgico, e na tolerancia a estresses ambientais, e assim

gerar estratégias que possam contribuir para uma agricultura mais sustentavel e resiliente.

5 CONCLUSAO

A caracterizacdo bioquimica das BPCV mostro perfis metabolicos variados entre as
cepas testadas, com destaque para a fixacao biolégica de nitrogénio (FNB) e a solubilizacdo de
fosfatos em 100% das cepas, solubilizacdo de potéassio em 90%, calcio em 40% e zinco em
50%, além da producgdo de acidos organicos por todas as cepas. O género Bacillus destacou na
producdo de enzimas hidroliticas, sider6foros e HCN. A cepa A. brasilense Ab-V5 apresentou
FNB, solubilizacédo de fosfato, potassio e zinco, bem como a producéo de proteases. B. subtilis
CCMA 0401 demostrou FNB e solubilizacéo de fosfato, potassio e zinco, além da producéo de
enzimas hidroliticas (amilase, celulase, protease, lipases e quitinases), sider6foros e HCN. R.
leucaneae BR935 foi capaz de realizar a FBN, solubilizar fosfato, potassio e calcio, e produzir
quitinases e proteases. Nas mudas biotizadas da cultivar OG, Ab-V5 e CCMA 0401

proporcionaram maior acumulo de biomassa total. Na re-inoculacéo, os
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tratamentos com Ab-V5, CCMA 0401 e os consércios Ab-V5+BR935, Ab-V5+0401,
BR935+0401 mostraram-se eficazes, sendo que 0s consorcios induziram maior acumulo de
fenois e flavonoides em ambas as condi¢bes avaliadas. Na cultivar CA, a cepa Ab-V5 se
destacou no acumulo da biomassa total em ambas as condicGes, e o consércio Ab-V5+0401
mostrou-se eficaz durante a re-inocula¢do. O acimulo de fendis e flavondides foi aumentado
principalmente pelos consoércios, embora alguns tratamentos individuais também tenham sido
eficazes. Desta forma, destaca-se 0 uso das BPCV na biotizacdo de morangueiro como uma
alternativa promissora para aumentar a sobrevivéncia, modular caracteristicas fisiologicas e

bioguimicas, e reduzir a necessidade de fertilizantes e pesticidas quimicos.
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RESUMO

O morangueiro esta entre as frutas mais apreciadas mundialmente devido as suas propriedades
nutricionais, nutracéuticas e organolépticas, além de seu alto teor de compostos bioativos
benéficos a saude. Embora a micropropagacdo in vitro do morangueiro ja tenha sido
amplamente estudada, o conhecimento sobre seu microbioma endofitico ao longo das geracoes
de subcultivos in vitro ainda € limitado. Além disso, a biotizacdo de microplantas com bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCVs) é especialmente relevante, pois pode auxiliar tanto
no desenvolvimento in vitro quanto na adaptacdo as condicdes ex vitro. Este estudo utilizou a
metataxondmica para caracterizar o microbioma endofitico de microplantas de morangueiro da
cultivar San Andreas em condi¢es in vitro ao longo de geragdes subcultivadas, e avaliou 0 uso
de BPCVs na biotizagdo dessas plantas. Os resultados revelaram uma mudanga na composicao
do microbioma endofitico ao longo das gera¢Ges, com predominio do filo Actinobacteriota no
ambiente in vitro, enquanto a planta matriz (PM) apresentou maior diversidade e riqueza
microbiana, predominando os filos Firmicutes, Actinobacteriota e Proteobacteria. A biotizacao
in vitro permitiu a selecéo das cepas Azospirillum brasilense (Ab-V5, Ab-V6), Bacillus subtilis
CCMA 0401 e Rhizobium leucaneae BR935 para a formag&o de consorcios (Ab-V5 + BR935,
Ab-V5 + 0401, BR935 + 0401, Ab-V6 + BR935 e Ab-V6 + 0401), que foram posteriormente
testados em condicdes ex vitro. A cepa Ab-V5 e seus consorcios demonstraram efeitos positivos
na biotizagéo, promovendo maior acimulo de biomassa nas plantas re-inoculadas. Além disso,
alguns tratamentos com BPCVs influenciaram a producdo de metabolitos secundarios, como
fenois e flavonoides. Esses resultados destacam a importancia das interacdes planta-
microrganismo e o potencial da biotizagdo com BPCVs como estratégia para melhorar a
adaptacédo das microplantas as condi¢Ges ambientais, promovendo o crescimento sustentavel.

Palavras-chave: Metataxondmica; Cultura de tecidos vegetais; Fragaria Ananassa Duch;
BPCV; Interagdo Planta-microrganismo; Aclimatizacéo.
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ABSTRACT

Strawberries are among the most globally appreciated fruits due to their nutritional,
nutraceutical, and organoleptic properties, as well as their high content of bioactive compounds
beneficial to health. While the in vitro micropropagation of strawberries has been extensively
studied, knowledge about their endophytic microbiome throughout successive in vitro
subcultures remains limited. Additionally, the biotization of microplants with plant growth-
promoting bacteria (PGPB) is particularly relevant, as it can support both in vitro development
and adaptation to ex vitro conditions. This study utilized metataxonomics to characterize the
endophytic microbiome of in vitro microplants of the San Andreas strawberry cultivar across
successive subcultures, and also evaluated the use of PGPB for their biotization. Results
revealed a shift in the composition of the endophytic microbiome over generations, with a
dominance of the phylum Actinobacteriota under in vitro conditions, while the mother plant
(MP) exhibited greater microbial diversity and richness, predominantly from the phyla
Firmicutes, Actinobacteriota, and Proteobacteria. in vitro biotization enabled the selection of
the bacterial strains Azospirillum brasilense (Ab-V5, Ab-V6), Bacillus subtilis CCMA 0401,
and Rhizobium leucaneae BR935 to form consortia (Ab-V5 + BR935, Ab-V5 + 0401, BR935
+ 0401, Ab-V6 + BR935, and Ab-V6 + 0401), which were subsequently tested under ex vitro
conditions. The strain Ab-V5 and its consortia demonstrated positive effects on biotization,
leading to increased biomass accumulation in re-inoculated plants. Additionally, some PGPB
treatments influenced the production of secondary metabolites, such as phenols and flavonoids.
These findings underscore the importance of plant-microbe interactions and highlight the
potential of PGPB biotization as a strategy to improve the environmental adaptation of
microplants while promoting sustainable growth.

Keywords: Metataxonomic; Plant tissue culture; Fragaria Ananassa Duch; PGPBs; Plant-
microorganism interaction; Acclimatization.

1 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) € uma cultura de grande importancia
econdmica, amplamente cultivada por suas propriedades nutritivas e por ser uma fonte rica em
compostos bioativos, como vitamina C, fenois, flavonoides, antocianinas, taninos, entre outros,
que conferem beneficios a salde humana (Mezzetti et al., 2018; Fierascu, 2020). Dentre as
alternativas para producdo de mudas de alta qualidade, destaca-se a micropropagacao in vitro,
que permite a obtencéo de plantulas geneticamente uniformes em larga escala, sob condicdes
controladas no laboratério (Read; Preece, 2014; Abdalla et al., 2022; Soumare et al., 2021).

O sucesso do cultivo in vitro depende de diversos fatores, como o tipo de explante, o
meio de cultivo, as fontes e concentracGes de agucares, reguladores de crescimento, entre
outros. Estes fatores influenciam diretamente o desenvolvimento vegetal, refletindo-se no

tamanho das folhas, altura das microplantas, desenvolvimento radicular, formacéo de calos ou
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brotos, e na taxa de multiplicacéo (Grattapaglia; Machado, 1998; Murashige; Skoog, 1962;
Golle et al., 2012). Além disso, aspectos como a oxidacdo e a contaminacdo podem impactar
negativamente o cultivo in vitro. Qualquer alteracdo nesses parametros pode levar a mudancas
no desenvolvimento das plantas e afetar o sucesso da aclimatizagdo (Esposito, 2021). Durante
0 estabelecimento do cultivo in vitro, os explantes passam por uma assepsia prévia para eliminar
microrganismos dos tecidos epifiticos, ndo entanto, alguns microrganismos endofiticos latentes,
que habitam naturalmente os tecidos internos das plantas, podem sobreviver aos processos de
assepsia aplicados na micropropagacdo (Orlikowska, Nowak, Reed, 2017; Quambusch;
Winkelmann, 2018). Os enddéfitos sdo microrganismos simbidticos que colonizam o interior dos
tecidos vegetais sem causar doencas as plantas. Além disso, eles podem competir com
fitopatdgenos pelos mesmos nichos, podendo contribuir para a protecdo da planta e para o
aumento de sua resiliéncia em condigdes adversas (Hardoim et al., 2015; Araujo et al., 2020).

Entre os efeitos benéficos dos microrganismos endofitos no cultivo in vitro, destaca-se
a estimulacdo de crescimento vegetal (Fouda et al., 2021), a produgdo de fitohormonios
(Umamaheswari et al., 2013), além de poderem ser utilizados como elicitores das biossinteses
de metabdlitos em plantas (Luti; Mavituna., 2011; Song et al., 2017). Esses efeitos, no entanto,
dependem de varidveis como o gendtipo da planta, o tipo de cultura in vitro e o tipo de
microrganismo envolvido (Fouda, 2019; 2021). Assim, alguns estudos enfatizam a importancia
dos microrganismos endofiticos no auxilio no desenvolvimento de plantas micropropagadas,
favorecendo o equilibrio osmotico, a absorcao de nutrientes, a protecéo contra patdgenos, além
de facilitar a aclimatizacao e melhorar a producao de biomassa (Dias et al., 2009). Compreender
a diversidade microbiana associada a explantes em culturas de tecidos vegetais € essencial,
assim, ja se tem alguns relatos da diversidade microbiana endofitica em espécies como
Pogonatherum paniceum (Lam.) (Koskiméki, 2010), Atriplex spp. (Lucero et al., 2011), Prunus
avium (Quambusch et al., 2018) e Arbutus unedo L. (Martins et al., 2022).

Por outro lado, o cultivo in vitro também permite explorar a biotizacdo com bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV), a fim de selecionar as cepas com caracteristicas
benéficas. A biotizacdo consiste na inoculacdo de explantes de tecido vegetal ou microplantas
em condigdes in vitro, com microrganismos benéficos, possibilitando o estudo das respostas
metabdlicas e o desenvolvimento das plantas (Del Rosario Espinoza-Mellado et al., 2021).
Nesta pesquisa, estudou-se inicialmente a comunidade bacteriana endofita em microplantas de

morangueiro da cultivar San Andreas (SA) ao longo de trés geracdes (G0, G5 e G10), além
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da planta mae, afim de determinar o comportamento da microbiota ao longo dos subcultivos in
vitro. Adicionalmente, investigou-se a resposta das microplantas a biotizacdo com BPCV em

condigdes in vitro e ex vitro.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
Laboratério de Bioprodutos e Interacdes Planta Microrganismo (LCT/LABIMP-UFLA) do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras- MG.
Os estolbes da cultivar San Andreas (SA), provenientes de plantas-mées saudaveis, foram
cedidas pelo Laboratério de Olericultura do Departamento de Agricultura da UFLA. Para o
estabelecimento do cultivo in vitro, os estoldes selecionados foram inicialmente lavados e
mantidos em agua destilada estéril por 30 minutos sob agitacdo magnética. Em seguida,
passaram por desinfestacdo com etanol a 80% por 2 minutos, logo, foram submersos em
hipoclorito de sodio a 1% por 10 minutos, e posteriormente, enxaguados seis vezes com agua
destilada estéril. ApoOs esse processo, foram secos com papel toalha estéril e cultivados
manipulados em condic¢des assépticas dentro de uma camara de fluxo laminar. Para o cultivo,
os estoldes foram transferidos a frascos de 200 mL contendo 50 mL do meio basal MS
(Murashige; Skoog, 1962), suplementado com 1 mg/L™! 6-benzilaminopurina (BAP), conforme
protocolo adaptado por Boxus (1974, 1999). O pH do meio foi ajustado para 5.7 antes da
autoclavagem, realizada a 121 °C 15 psi por 20 min. As culturas foram mantidas por
aproximadamente 30+3 dias em sala de crescimento sob condic¢des controladas de iluminagéo
artificial e temperatura. A iluminacéo foi fornecida por lampadas de LED brancas (6400 K-\
=525 nm), com irradidncia média de 49.4 uMol mzs 'e fotoperiodo de 16 h. A temperatura foi
mantida em 25 + 2 °C (Aragjo et al. 2021a, b) (Figura 14).

Figura 14 - Estabelecimento do cultivo in vitro da cultivar San Andreas
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Estabelecimento da cultura in vitro cultivar San Andreas.
Fonte: Da autora (2024).

2.2 Extracdo de DNA das geragdes in vitro da cultivar San Andreas (SA)

As plantulas in vitro da cultivar (SA) foram submetidas a subcultivos a cada 30 dias ao
longo de 10 meses. Material vegetal de microplantas de trés geraces, (GO, G5, G10), assim
como da planta méae (PM) foi macerado com nitrogénio liquido para a extracdo de DNA total,
utilizando o DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen), de acordo com as especificacdes do fabricante.
A qualidade e a quantidade do DNA extraido foram avaliadas em gel de agarose 1% e por
espectrofotometria no NanoDrop Lite (ThermoFisher Scientific) (260/280 nm). A extra¢do do

DNA foi feita em quadruplicada.
2.2.1 Sequenciamento e PCR

O sequenciamento foi realizado pela empresa BPI Biotecnologia EPP, localizada em
Sao Paulo, Brasil. Utilizou-se um par de primers especificos para amplificar a regido V5-V6-
V7 do gene 16S rRNA, com o objetivo de minimizar a amplificacdo do DNA de cloroplastos e
mitocdndrias, (Figura 15) (Chelius et al., 2001; Beckers et al., 2016; Qiu et al., 2020).

Figura 15 - Sequéncia dos oligonucleotideos

Iniciador Sequencia 5°-3°

16s_T799F_NGS TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAACMGGATTAGATACCCKG

16s_1193R_NGS GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACGTCATCCCCACCTTCC

Sequéncia dos oligonucleotideos 16S utilizados na amplificacdo dos DNA com o adaptador de
Hlumina.
Fonte: BPI (2024).

O programa de amplificag&o consistiu em uma desnaturagéo inicial a 94°C por 3 minutos
(min), seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 45 seg (segundos), anelamento a 55°C
por 1 min; extensdo a 72°C por 1 min; e uma extensao final a 72°C por 10 min. As reacdes de
amplificacdo foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied

Biosystems). ApOs reacdo de amplificacdo, cada amostra foi confirmada por
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eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com UniSafe Dye 0.03% (v/v). Os produtos de
amplificacdo resultaram em duas bandas, com tamanhos de aproximadamente 800 pb e 600 pb.
As bandas de 600 pb, correspondentes ao 16S, foram cuidadosamente excisadas do gel e
armazenadas a -80°C por uma noite. Posteriormente, o material foi centrifugado em tubos a
10.000 g, e o sobrenadante foi e submetido a etapa de purificagdo com esferas magnéticas

Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.

2.2.2 Reagéo de Indexagéao

Nesta etapa de indexacdo, os indexadores foram inseridos nos adaptadores comuns,
necessarios para a geracao de clusters e sequenciamento das amostras. A reacdo de indexagao
foi realizada de acordo com o protocolo do kit Nextera XT Index (Illumina). O programa de
amplificacdo incluiu a incubagdo a 72°C por 3 minutos, desnaturagéo inicial & 95°C por 30
segundos, seguido de 12 ciclos de 95°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos, e uma extensao final a 72°C por 5 minutos. As reaces de amplificacdo foram

realizadas em um termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems).

2.2.3 Purificacdo e Quantificacdo da Biblioteca NGS

As bibliotecas geradas passaram por uma etapa de purificagdo com esferas magnéticas
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), para remover fragmentos de menor tamanho e
residuos de primers da populacdo total de moléculas. Em seguida, as bibliotecas foram
quantificadas por PCR em Tempo Real, utilizando Kit KAPA Library Quantification Kit-
Illumina/Universal (Roche), conforme as especificagdes do fabricante. As amplificacGes em
tempo real foram conduzidas em termociclador QuantStudio3TM (Applied Biosystems).
Gerou-se um Pool equimolar de DNA, através da normalizagdo de todas as amostras, para
realizacdo do sequenciamento, que foi conduzido no sistema Illumina MiSeq de
sequenciamento de nova geracao (Illumina® Sequencing), utilizando o kit MiSeq V2 Nano 500
ciclos (leitura de 2 x 250 pb) com 25% de PhiX Sequencing Control V3 (Illumina).



130

2.2.4 Analise de bioinformética

As sequéncias foram analisadas usando o pipeline DADA2 (versao 1.8) no software R
(Callahan et al., 2016), aonde foram demultiplexadas e filtradas. As sequéncias de baixa
qualidade e com quimeras foram removidas («2%). Também se observou que apresentaram um
escore >Q30, as sequéncias forward foram truncadas em 240 pb e as reversas em 160 pb. Apos
a filtragem, uma meia 11122 sequéncias de alta qualidade foram obtidas. A afiliacdo
taxonomica foi realizada utilizando o banco de dados SILVA v.138 (Quast et al., 2013). Para

analise posterior, utilizou-se o pacote phyloseq (Mcmurdie; Holmes, 2013).

2.2.5 Analises de dados

Para analise de dados, verificou-se a normalidade e a homogeneidade dos dados. A
estrutura da comunidade microbiana foi avaliada por meio da Detrended Correspondence
Analysis (DCA). A escala multidimensional ndo métrica (NMDS) foi empregada para visualizar
dissimilaridades na estrutura da comunidade bacteriana com base na distancia de Bray-Curtis
sobre a abundancia de ASVs. A analise de variancia multivariada permutacional
(PERMANOVA) foi realizada para identificar diferengas significativas na estrutura das
comunidades bacterianas (Anderson, 2001). Além disso, foram realizadas analises de
componentes principais (PCA) utilizando matrizes de covariancia. As analises estatisticas
foram conduzidas no software R com o pacote phyloseq (Mcmurdie; Holmes, 2013).
Finalmente, o indice de riqueza (Chaol) e indice de diversidade (Shannon) foram calculados
com base na matriz taxondmica no nivel OTU, e a tabela de OTU ao nivel de filo e género foi

usada para comparar a composi¢do da comunidade entre os tratamentos (Chao et al., 2014).

2.3 Biotizacédo de microplantas da cultivar San Andreas

Inicialmente foram utilizadas 10 cepas bacterianas para a biotizagdo individual da
cultivar SA, as quais foram cedidas pela Colecdo de Cultura da Microbiologia Agricola
(CCMA/UFLA) do Laboratorio de Microbiologia das Fermentagfes no Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e pelo Centro de Recursos Bioldgicos
Johanna Dobereiner da Embrapa Agrobiologia do Brasil (CCBD) (Tabela 18).
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Tabela 18 - Tratamentos utilizados na biotizacdo individual e em consorcios

Cadigo Cepas bacterianas
Ab-V5 (CCMA1291) Azospirillum brasilense
Ab-V6 (CNPSo 2084) Azospirillum brasilense

CIAT 899 Rhizobium tropici
BR935 Rhizobium leucaneae
BR921 Sinorhizobium fredii

CCMAO0122 Sinorhizobium fredii
CCMA 0088 Bradyrhizobium japonicum
CCMAO0401 Bacillus subtilis
CCMAO0004 Bacillus megaterium
CCMAO0112 Bacillus amyloliquefaciens
Ab-V5 + BR935 A. brasilense + R. leucaneae
Ab-V5 + 0401 A. brasilense + B. subtilis
BR935 + 0401 R. leucaneae + B. subtilis
Ab-V6 + BR935 A. brasilense + R. leucaneae
Ab-V6 + 0401 A. brasilense + B. subtilis
Controle Sem bactéria, (H20 destilada esteéril)

Cepas bacterianas individuais e em consorcios utilizadas nos testes de biotizacdo da cultivar San
Andreas. As duas cepas de Azospirillum brasilense foram nomeadas a partir daqui como: Ab-V5 e Ab-
V6.

Fonte: Da autora (2024).

Para a biotizacdo, foram selecionadas microplantas com comprimento de 2 a 2,5 cm, 6
a 7 folhas e raizes entre 3 a 5mm. Essas microplantas foram transferidas individualmente para
frascos de 200 mL contendo 50 mL do meio basico Murashige & Skoog (MS) (Murashige;
Skoog, 1962) e foram mantidas por aproximadamente 30+3 dias em uma sala de crescimento,
sob iluminacdo artificial fornecida por lampadas de LED brancas (6400 K—A = 525 nm), com
irradiancia média de 49.4 uMol m2 s™!, fotoperiodo foi de 16 h diérias e temperatura controlada
a 25 £ 2°C (Aratjo et al. 2021a, b).

ApoOs uma semana de adaptacdo na sala de crescimento, as microplantas foram
biotizadas na capela de fluxo laminar com 50 pL de uma suspensdo bacteriana previamente
preparada, a uma concentracdo aproximada de 1.5x108 UFC/mL. A suspensio de cada
tratamento foi aplicada na base do caule-raiz de cada microplantula, resultando em uma
concentragdo bacteriana final de aproximadamente 10° células por microplantula. Foi
estabelecido um delineamento inteiramente casualizado com dez tratamentos, cada tratamento
foi composto por 24 mudas (seis mudas por repeticdo, com quatro repeti¢ces por tratamento).

A biotizacao individual permitiu a selegdo das quatro cepas com melhor desempenho,
sendo elas Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6), Bacillus subtilis CCMA0401 e
Rhizobium leucaneae BR935 as quais foram utilizadas para formacéo de consorcios formados

a partir de suas combinagfes (Tabela 2). Os consoércios bacterianos foram preparados a partir
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de suspensOes bacterianas individuais, misturadas na proporc¢ao 1:1 e mantidas em agitacéo a
100 rpm por 20 min, em temperatura ambiente, para garantir a homogeneizacdo (Blanco et al.,
2021).

2.4 Transplante e Condi¢Oes de Casa de Vegetacao

Apobs a biotizagcdo com consorcios se estabeleceram os tratamentos para serem levados
as condicBes ex vitro, onde se utilizaram as quatro cepas individuais e 0s cinco consércios
formados (Tabela 18). Foi estabelecido um delineamento inteiramente casualizado com dez
tratamentos (quatro cepas e cinco consorcios) e o tratamento controle, sem inoculagdo), com
quatro repeticdes. Cada tratamento foi composto por 24 mudas (seis mudas por repeticao).

Apés a avaliacdo das variaveis fitotécnicas, realizada aos 30 + 3 dias apods a biotizagéo,
as mudas foram transplantadas para vasos contendo uma mistura previamente esterilizada de
substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas e areia na proporcéo de 6:4. A esterilizacédo foi
realizada em autoclave por 1 hora ao longo de trés dias consecutivos. As mudas foram
transferidas para uma casa de vegetacdo com temperaturas controladas de 25 + 2°C durante o
dia e 16 + 2°C a noite. Para facilitar a adaptagdo ao novo ambiente, as plantas foram cobertas
com pléstico de polipropileno perfurado, permanecendo sob essa protecdo por 2 horas a cada
24 horas, durante os primeiros 4 dias (96 horas).

As mudas transplantadas foram divididas em dois grupos: o primeiro grupo foi
composto por mudas que somente foram biotizadas (A), enquanto o segundo grupo recebeu
uma segunda re-inoculagdo (B). As mudas foram irrigadas a cada dois dias e o0s tratamentos
foram fertilizados semanalmente com 10 mL de uma solucdo de Hoagland, na metade da
poténcia (Sylvia; Jarstfer, 1992). O grupo controle foi fertilizado com 10 mL de uma solugéo
de Hoagland com adubacédo completa (Hoagland; Arnon, 1950). A taxa de sobrevivéncia foi
avaliada ap0s 25 dias, e as variaveis fitotécnicas foram mensuradas apés 60 dias nas condi¢des

ex vitro. Ao final do experimento, foram avaliadas as variaveis fitotécnicas, fendis e flavonoides.

2.5 Extratos hido-metanolicos para a quantificacdo de fendis e flavonoides

Os extratos hido-metanolicos foram preparados com uma solucdo de metanol: agua
(80:20, v/v), acidificada com HCI a 0.1%. Para cada tratamento, 0.2 g de matéria seca foliar foi

misturada com 10 mL da solucdo de extrato, sendo mantida sob agitagcdo no escuro por 24
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h. Apds esse periodo, os extratos foram centrifugados a 855 x g por 15 min (Kasvi K14- 0815?),
e o0s sobrenadantes foram utilizados para a quantificacdo do contetdo fendlico total (TPC) e 0
contetdo total de flavondides (TFC) (Ariza et al., 2016; Ariza et al., 2018).

2.5.1 Quantificacdo do conteudo fenolico total (TPC)

A quantificacdo do TPC foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu (FC), com
adaptaces (Singleton., 1965). Para isso, 100uL dos extratos hido-metandlicos foram
misturados com 500 pL de reagente FC a 10% e incubados por 3 min. Em seguida, foram
adicionados 400 pL de CH3CO2Na (7 M), e a solugdo foi incubada a temperatura ambiente e
no escuro por 2 horas. A absorbancia foi medida a 760 nm em espectrofotdmetro (Thermo
Scientific™ Multiskan™). A curva padréo foi construida a partir de uma solucdo estoque de
acido galico 100 pg/mL, e os resultados foram expressos em mgGAE/g, miligramas de
equivalentes de acido galico por grama de matéria seca (Ariza et al., 2016; Ariza et al., 2018;
Simirgiotis et al., 2008).

2.5.2 Quantificacdo do conteudo total de flavonoides (TFC)

Para a quantificacdo de TFC, foi utilizada a metodologia proposta (Ariza et al., 2016)
com modifica¢des. Foram tomados 250 uL dos extratos hido-metanolicos, aos quais foram
adicionados com 1.25 mL de agua MilliQ e 75 uL de solugdo de NaNO> a 5%, sendo incubados
por 6 min. Em seguida, foram adicionados 150 pL de solu¢ao de AlCI3-6H20 a 10%, e 500 pL
de NaOH a 1 M, e o volume final foi ajustado para 2.5 mL com agua MilliQ. A leitura da
absorbancia foi realizada a 420 nm em um espectrofotbmetro (Thermo Scientific™
Multiskan™). A curva padrdo foi construida a partir de uma solucéo estoque de quercetina a
100 pg/mL, e os resultados foram expressos em mgQE/g, miligramas de equivalentes de

quercetina por grama de matéria seca (Chang et al. 2002; Memari-Tabrizi et al., 2021).
2.6 Andlises estatisticas
Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-

Wilk. Em seguida, realizou-se analise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de p < 0.05, utilizando os
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softwares Infosfat (Di Rienzo et al., 2020). Sisvar v 5.8 (Ferreira., 2023). Os resultados foram
apresentados como média + erro padrdo. Os graficos foram gerados no mesmo software. Para
as analises relacionadas ao microbioma endofitico, utilizou-se o pipeline DADAZ2 (verséo 1.8)
no ambiente R (Callahan et al., 2016) e o pacote phyloseq (Mcmurdie; Holmes, 2013). As
andlises estatisticas englobaram escalonamento candnico desprovido de tendéncia (DCA),
escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS), andlise de variancia multivariada

permutacional (PERMANOVA) e analise de componentes principais (PCA).

3 RESULTADOS

3.1 Analises da microbiota endofitica de morangueiro em condicdes in vitro e ex vitro

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi calculada a partir de uma matriz de
covariancia, permitindo atribuir maior importancia as espécies mais abundantes (Figura 16). O
PC1 explicou 96% da variancia, enquanto o PC2 correspondeu a 3.2%. Foi possivel observar
uma separacao clara entre as amostras da planta mae (PM) e as gerac¢des GO, G5 e G10. As
geracdes cultivadas in vitro tenderam a valores mais préximos e positivos, sugerindo maior
similaridade entre si.

As amostras da PM, localizadas no lado esquerdo do grafico (valores negativos de PC1),
apresentaram maior dispersao e estiveram claramente separadas das geragdes cultivadas in vitro,
indicando uma mudanca significativa na composi¢cdo do microbioma apés o cultivo in vitro e
sugerindo que a planta mae possui caracteristicas originais distintas das geracdes subsequentes
(Figura 16).
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Figura 16 - PCA em matriz de covariancia
PCA - Matriz Covariancia
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Anélise de Componentes Principais (PCA) calculado a partir de uma matriz de covariancia atribuindo
maior importancia as espécies mais abundantes.
Fonte: Da autora (2024).

3.2 Indice de riqueza e indice de diversidade

O indice de riqueza de espécies, (Chao 1) revelou que a PM apresentou 0s maiores
valores e maior variabilidade entre as amostras, indicando maior riqueza de espécies em
comparagdo com as geracoes in vitro. As geracdes GO, G5 e G10, apresentaram valores mais
baixos, e similares entre si, sugerindo uma redu¢do no numero de espécies apds cultivo in vitro
(Figura 17).
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Figura 17 - Indice de riqueza e diversidade
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Determinacdo do indice de riqueza de espécies (Chao 1) e indice de diversidade de Shannon na Planta
mée e nas Geracdes in vitro: GO, G5 e G10.
Fonte: Da autora (2024).

O indice de diversidade de Shannon, demostrou que a PM teve um maior valor,
indicando uma comunidade microbiana mais complexa, enquanto as geracdes GO, G5, G10
apresentaram valores menores e mais proximos entre si, com menor variabilidade entre as
amostras sugerindo comunidade menos diversa e mais homogénea (Figura 17). Observou-se,
portanto, uma reducdo tanto na riqueza quanto na diversidade de espécies ao longo das geracdes

O mapa de calor permitiu visualizar a abundancia relativa das OTUs (Unidades
Taxondmicas Operacionais) nas diferentes amostras. A PM apresentou maior nimero de OTUs
diferentes e maior diversidade de padrbes de abundéncia, com algumas OTUs exclusivas ou
mais abundantes em suas amostras. As geragdes GO, G5 e G10 exibiram padrdes mais
semelhantes entre si, com algumas OTUs se mantendo constantes ao longo das geracgdes,
enguanto outras apresentaram aumento ou diminuicdo gradual de abundancia. Estas geracdes
demostraram um padrdo mais homogéneo de distribuicdo, evidenciando diferencas
significativas na composi¢do microbiana entre a planta mée e as gerag0es cultivadas in vitro
(Figura 18).
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Figura 18 - Mapa de calor mostrando a abundéncia de OTUs
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Mapa de calor que permite visualizar as abundancias relativas das OTUs (Unidades Taxondmicas
Operacionais) na Planta mée e nas Geragdes in vitro: GO, G5 e G10.
Fonte: Da autora (2024).
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A abundancia relativa em nivel de filo (Figura 19), revelou que a planta méde (PM)
apresentou sete filos em sua composicao, sendo Firmicutes, Actinobacteriota e Proteobacteria
0s mais representativos. Nas geracOes cultivadas in vitro, observou-se uma reducdo da
diversidade. A geracdo GO apresentou trés filos, com predominancia de Actinobacteriota,
seguido de Firmicutes e, em menor quantidade, Proteobacteria. As geracdes G5 e G10,
mostraram perfis similares, com apenas dois filos presentes: Actinobacteriota, em maior
abundancia, e Firmicutes, em menor proporcdo. As condi¢cdes de cultivo in vitro favoreceram
principalmente o filo Actinobacteriota, resultando em uma comunidade bacteriana mais

simplificada e homogénea ao longo das geracdes.

Figura 19 - Abundancia relativa nivel de filo
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Abundancia relativa em nivel de filo encontrada na Planta mée e nas Geragdes in vitro: GO, G5 e G10.
Fonte: Da autora (2024).
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A anélise da abundéancia relativa em nivel de género revelou que a planta mée (PM)
apresentou a maior diversidade na microbiota endofitica do morangueiro em condi¢des ex vitro,
com 17 géneros identificados, sendo Bacillus, Microbacterium, Frankia, Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium e Hylemonella os mais abundantes. A geragédo GO,
apresentou reducdo para cinco géneros, com predominancia de Microbacterium e Bacillus,
enquanto Frankia, Hylemonella e Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium
mostraram menor abundancia. As geracdes G5 e G10 exibiram apenas dois géneros, com

dominancia de Microbacterium seguido por Bacillus em menor proporgéo (Figura 20).

Figura 20 - Abundancia relativa a nivel de género
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Abundancia relativa em nivel de género encontrada na Planta mée e nas Geragdes in vitro: GO, G5 e
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Fonte: Da autora (2024).

O diagrama de Venn (Figura 21) ilustra a distribuicdo de géneros bacterianos entre na
planta mae (PM) e nas geragdes in vitro. A planta mée (PM) apresentou 17 géneros exclusivos
(46.7%), evidenciando maior diversidade na microbiota endofitica em condi¢Ges naturais. A
geracdo GO, manteve 5 géneros compartilhados (33.3%) com a PM, indicando que, embora
tenha ocorrido a transicdo para o ambiente de cultivo in vitro, alguns géneros endofiticos
especificos foram mantidos apenas nesta primeira geracao. As geracdes G5 e G10 apresentaram
uma baixa diversidade de géneros bacterianos compartilhados (20%) entre todas as geracdes,

sugerindo reducéo da diversidade microbiana ao longo das geragfes em condicdes in vitro.
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Figura 21 - Diagrama de Venn
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Diagrama de Venn agrupando os géneros bacterianos presentes na planta mée (PM) e nas geraces in
vitro.

Fonte: Da autora (2024).

O dendrograma (Figura 22), sugere dois agrupamentos principais: um formado pela PM
e outro pelas trés gerac@es in vitro (GO, G5 e G10). As geracdes cultivadas in vitro demostraram
maior similaridade entre si formando subagrupamentos distintos, com perfis microbianos mais
similares entre si na microbiota endofitica. Esta andlise evidencia que o cultivo in vitro
promoveu mudancgas significativas na composi¢do microbiana, assim, as geragdes in vitro

mostraram comunidades mais homogéneas e distintas da planta mée.

Figura 22 - Dendrograma
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Dendrograma que permite visualizar as agrupaces entre a planta mae (PM) e as geracdes in vitro (GO,
G5 e G10) ao longo dos subcultivos.

Fonte: Da autora (2024).
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3.3 Resposta da cultivar SA a biotizacdo individual

Os resultados da biotizacdo individual indicaram que 30% das cepas testadas
influenciaram positivamente as varidveis de comprimento da parte aérea (Tabela 19), biomassa
seca da parte aérea (SDM), biomassa seca da raiz (RDM) e acimulo de biomassa seca total
(TDM), destacando-se as cepas Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-
V6 e Bacillus subtilis CCMA 0401 (Figura 23).

Em contraste, as cepas Rhizobium leucaneae BR935, Sinorhizobium fredii BR921 e
Rhizobium tropici CIAT 899 apresentaram valores semelhantes ao controle. Além disso,
observou-se um efeito negativo no desenvolvimento das microplantulas biotizadas com as cepas
Bacillus megaterium CCMA 0004, Bradyrhizobium japonicum CCMA 0088 e Sinorhizobium
fredii CCMA 0122 apds 30 dias de cultivo in vitro. A cepa Bacillus amyloliquefaciens
CCMAO0112 foi excluida do experimento apds 72 horas de co-cultivo devido ao crescimento

excessivo tanto sobre as microplantulas quanto no meio de cultivo.

Tabela 19 - Biotizacdo individual da cultivar San Andreas com as BPCVs

Biotizacgdo in vitro da

Cv San Andreas Comprimento (cm) Massa seca (mg)
Massa Massa
Comprimento Comprimento seca seca da Massa
Tratamentos parte aérea 4 P! parte : total
araiz (CR) . raiz
(CPA) aérea (MSR) (MT)
(MSPA)
. 17525+ 415+  216.75%
A. brasilense Ab-V5 3.9+0.01° 3.0+0.017 0,08 0.3? 0.3?
+
A brasilense Ab-V6  3.73+0.08*°  2.93 + 0.02° 1%942,%‘ 396292 * 202.;1 *
- 8125+ 2013+ 101.38%
e (5
R. tropici CIAT 899 2.78 £0.03 1.0£00 13 0.2¢ 1.3
+ +
R. leucaneae BR935 ~ 35+0.06>¢ 161+00s0c 0403% 310+ 19563
0.2 0.1 0.2
. 164 + 2488+  188.8+
S. fredii BR921 3.03+0.08%¢  1.33+0.02¢ 038P 0.26.d 0.9¢
. 8.12 + 4.83 + 12.95+
g g
S fredii CCMA 0122 0.0£0.0 0.0+0.0 0.09° 0.1¢ 0.1f
B. japonicum f f 1725+ 421 + 21.46
CCMA 0088 1.78 £ 0.03 0.45+0.01 0.1¢ 0.3¢ 0.3f
B. subtilis CCMA a , 16711+ 3775+ 204.86 %
B. megaterium f f 41.68 £ 7.54 + 49.2 +
CCMA 0004 1.90 £ 0.03 0.66 + 0.04 10 0.4¢ 1 0¢
Controle 324+0020¢ 149+00p¢ 18325% 2738 19063+

1.2° 0.1%¢ 1.2¢
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Variaveis fitotécnicas das microplantas da cultivar San Andreas biotizadas individualmente.
Comprimento parte aérea (CPA), Comprimento da raiz (CR), Massa seca parte aérea (MSPA), Massa
seca da raiz (MSR), Massa total (MT). Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas
(P <0.05).

Fonte: Da autora (2024).

Figura 23 - Microplantas biotizadas da cv San Andreas
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Microplantas biotizadas que promoveram algum parametro de crescimento nas condiges in vitro na
cv. San Andreas.
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Fonte: Da autora (2024).
Assim, as quatro melhores cepas da biotizacdo individual foram A. brasilense Ab-V5,

A. brasilense Ab-V6 e B. subtilis CCMA 0401, utilizadas para a biotizacdo em consorcios
(Tabela 20), mostrando que o0s consércios Ab-V6+0401, Ab-V5+0401 e Ab-V5+BR935
tiveram maior influéncia no desenvolvimento da massa aérea e da raiz, se refletindo no acimulo
da massa total, os outros dois consorcios Ab-V6+BR935 e BR935+0401 estiveram proximos

do controle e abaixo deste, respectivamente.

Tabela 20 - Biotizagdo com 0s consorcios in vitro da cultivar San Andreas

Biotizagdoem

consarcios na

Comprimento (cm) Massa seca (mg)

cultivar San
Andreas
Massa Massa
Comprimento . seca
- ) Comprimento secada Massa
ratamentos parte aerea . parte .
da raiz (CR) . raiz total (MT)
(CPA) aerea (MSR)
(MSPA)
Ab-V5 + BR935  598+003%  1.72 +0.03 213-;3 T 62.8+04° 2717é(§ +
2333+ 6367+ 297.0 +
b a
AD-V5+ 0401  470+002°  2.40+ 0.02 o " 5
; . 1485+ 4083+  189.33+
BRO35 + 0401  2.77+0028  1.30+0.01 o oot on
Ab-V6 +BR935  3.35+001°  1.55+0.01b¢ 1500552 T 426+01° 1%2'3?) *
AD-V6+ 0401  5.88+004° 212 +0.01° 2614 f, *  996+02 36fé‘l *
16483+ 2817+ 193.0 +
c b, c
Controle 3.30+0.01 1.51 +0.07 0.3¢ 0.1¢ 0.2b
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Variaveis fitotécnicas das microplantas da cultivar San Andreas biotizadas 142om consorcios.
Comprimento parte aérea (CPA), Comprimento da raiz (CR), Massa seca parte aérea (MSPA), Massa
seca daraiz (MSR), Massa total (MT). Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas
(P <0.05).

Fonte: Da autora (2024).

3.3.1 Quantificacdo de fendis e flavondides in vitro

A quantificacdo de fendis e flavonodides revelou um padrdo similar na resposta do
acumulo nos tratamentos, onde o consoércio Ab-V6+BR935 teve maior concentracdo de TPC e
TFC, seguidos do Ab-V5+0401, Ab-V6+0401 e Ab-V5 no TPC, e Ab-V6 no TFC, os demais

tratamentos tiveram valores proximos ao controle (Figura 24A, 24B).

Figura 24 - Conteudo de TPC (A) e TFC (B) in vitro
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Quantificacdo do Conteudo de Fenois Totais (TPC) e Conteudo de Flavondides Totais (TFC) na
cultivar San Andreas em condi¢des in vitro. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente
significativas (P < 0.05).

Fonte: Da autora (2024).

3.4 Adaptacéo da cultivar San Andreas as condicGes ex vitro

Apds a transferéncia das mudas de condi¢des in vitro para condi¢des ex vitro, foi
calculada a taxa de sobrevivéncia das plantas. As mudas biotizadas (A) mostraram que 0s quatro
tratamentos individuais, bem como os consércios Ab-V5+0401 e BR935+0401, apresentaram
uma taxa de sobrevivéncia de 100%. As mudas submetidas a uma segunda re- inoculacdo
demonstraram que os tratamentos Ab-V5, CCMAO0401, Ab-V5+BR935, Ab- V5+0401 e

BR935+0401 também mantiveram uma taxa de sobrevivéncia de 100%. Em
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contrapartida, os demais tratamentos apresentaram taxas de sobrevivéncia proximas ou
inferiores ao controle, sendo que 0s consorcios formados pela cepa Ab-V6 apresentaram apenas

50%, enquanto o controle obteve uma taxa de sobrevivéncia de 75% (Tabela 21).

Tabela 21 - Percentagem de sobrevivéncia

Tratamentos ex vitro A B
Azospirillum brasilense Ab-V5 100 100
Azospirillum brasilense Ab-V6 100 75

Rhizobium leucaneae BR935 100 75
Bacillus subtilis CCMA 0401 100 100

Ab-V5 + BR935 87.5 100

Ab-V5 + 0401 100 100

BR935 + 0401 100 100

Ab-V6 + BR935 50 50

Ab-V6 + 0401 75 50

Controle Sem bactéria, (H2O destilada esteril) 75 75

Percentagem de supervivéncia das microplantas de morangueiro da cultivar San Andreas (A):
biotizacdo; (B): Re-inoculagdo em condices ex vitro.
Fonte: Da autora (2024).

3.4.1 Variéveis fitotécnicas sob condi¢des ex vitro da Cultivar San Andreas

Nas mudas biotizadas (A), o parametro de comprimento da parte aérea (CPA) ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos e o controle. Contudo, os tratamentos
re-inoculados, o consorcio Ab-V5+0401 destacou-se, apresentando maior comprimento de
CPA. Quanto ao comprimento da raiz (CR), os consorcios Ab-V5+0401, BR935+0401 e Ab-
V5+BR935 resultaram em raizes mais longas nas plantas tanto biotizadas quanto re-inoculadas.
O maior acumulo de massa total (MT) nas mudas biotizadas (A) foi observado nos tratamentos
com as cepas CCMA0401 e Ab-V5, seguido do consércio BR935+0401. Nos tratamentos
submetidos a uma segunda re-inoculacdo (B), destacaram Ab-V5+0401, Ab-V5 e Ab-
V5+BR935. Por outro lado, os consorcios com a cepa Ab-V6 apresentaram menor resposta nas

variaveis analisadas (Tabela 22).
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Tabela 22 - Variaveis fitotécnicas apds aclimatizacdo na cv San Andreas ex vitro

Cv San Andreas ap0s biotizagdo e re-inoculagdo em condiges ex vitro

Comprimento (cm)

Massa seca (g)

Massa

Comprimento Comprimento Diérr_letro seca S'Zg;i Massa
Tratamentos parte aérea da raiz (CR) foliar pgrte raiz total
(CPA) (DF) aérea (MSR) (MT)
(MSPA)
AbVS  1213%02° 1554x0240 oo0F LI 0833 20009
Ab-V6 12460072  17.25:021° 13_'1‘8 S 10'%%;: 8.'3 jdf—; é_'ggci
BR935  10.69+0.5°  10.71+0.14° 866_3;;—“ gg?bﬁ O%j?i . é.'ggj
CCMAO0401 1229+017°  15.39 0.1 13_'5863 %‘%‘;f g.ggbi 2,01+ 0.06
BV amor mesea B2 O oW
- +
iz :E;é; 10.15+0.16"¢ 28.19 +0.35° 133111%? é)é%i; OZ%E i’ e é_’é%,f
(A) 0401 12.47+0.122 2178 +0.33 0270 0065  003*bC 0050
ABbI_?\S;g; 785£037  6.81+04f 7(').2287fi 06.2(;12;: %.%)81:_r Odflozzfi
MY o mwscz 99 O om0
Controle A 11.86+02%  15.54 +0.31¢ 13;201 0%3%, o g;gfc,*—; 0}6%?,2‘}
Ab-V5  11.01+0.18%¢ 1585+ 0.18° ggﬁ,f 10'%%5 %j,%éf %.Z)%f
AbV6  1Le6x0rc  18sgx0z  oaor G4 0BE 0O
BRO35  1074+017°  9.79+0.10° 13;1;5 Od%%f %%%f é_'ggcﬁ
CCMAO0401 10.69+0.18%  12.90 +0.23 102.'1%‘2’,;-“ 06%745 8‘6‘35&1; 10'%25;:
I 2{%325: 12.15+008> 22.74+0.17° E_’%i bj id;%i :dz)%ci 2 ;O:z%i 1
- o101 1322£009° 2331£07° ooir 8T ool TUTT
oo S nssnre wwes 5% M 08 s
‘orows  Ssxoar  easxozy SO G GUE G
Ag%i" T 5194017  7.19+0.08' 4(5?282? %%2;: 06%423 8:83;—2
Controle B 12.05+0.2°  15.23+0.16° 13:;1%1 Od%lsci %%ﬂf é"gzzc_*d

Variaveis fitotécnicas da cultivar San Andreas biotizadas individualmente e em consércios que foram
transplantadas para a casa de vegetacdo. (A) Biotizadas; (B) Re-inoculadas Comprimento parte aérea
(CPA), Comprimento da raiz (CR), Massa seca parte aérea (MSPA), Massa seca da raiz (MSR), Massa
total (MT). Letras distintas indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).
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3.4.2 Quantificacdo de fendis em condicdes ex vitro na cultivar San Andreas

Observou-se que as mudas biotizadas apresentaram o contetdo fenolico total (TPC),
teve maior destaque para o consorcio formado pelas cepas Ab-V5+BR935 que atingiu 12.57
MQGAE/g. Esse resultado foi seguido pelo tratamento individual com Ab-V5 (12.03
mgGAE/qg), pelo consorcio Ab-V5+0401 (11.82 mgGAE/g), Ab-V6 (11.62 mgGAE/q) e pelo
consorcio BR935+0401 com 11.27 mgGAE/g. Os demais tratamentos apresentaram valores aos
préximos ao controle (9.85 mgGAE/g), enquanto o tratamento individual CCMA 0401
registrou o menor acimulo com 7.97 mgGAE/g (Figura 25 A).

A re-inoculacdo da cv SA (Figura 25 B), mostrou que o consércio BR935+0401
apresentou maior acimulo de contetdo fendlico total (TPC), com 13,47 mgGAE/g, destacando-
se entre os tratamentos. Em sequéncia, os consércios Ab-V6+0401, Ab-V5+BR935 e Ab-
V5+0401 mostraram valores de TPC significativos, com 12.86 mgGAE/g,

12.77 mgGAE/g e 12.74 mgGAE/g, respectivamente. Logo ap0s estiveram 0s tratamentos
individuais Ab-V5 e BR935 com acumulos de 11.88 mgGAE/g e 11.37 mgGAE/qg,
respectivamente, enquanto o controle teve um valor de 9.76 mgGAE/g. Os demais tratamentos
mostraram acumulos de TPC préximos ou inferiores ao controle, onde novamente o tratamento

CCMA0401 apresentou menores acumulos.

Figura 25 - Contetdo de TPC na biotizacao ex vitro (A) e na re-inoculacgéo ex vitro (B)
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Quantificacdo do Contetdo de Fendis Totais (TPC) na cultivar San Andreas. (A) Biotizadas; (B) Re-
inoculadas Letras distintas indicam diferengas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).
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3.4.3 Quantificacdo de flavonoides ex vitro na cultivar San Andreas

O acumulo de flavondides nas condi¢des ex vitro se observa na figura 26 A para as mudas

biotizadas e 26B para a mudas com uma segunda re-inoculagéo.

Figura 26 - Contetido de TFC na biotizacdo (A) e na re-inoculado ex vitro (B)

08

1
68 s R
a =l e
—
51
b
51 c
b,c =
3 =0 c,d ——
- = c.d
K de e :j = o cd
= e e e de O
?x = ] 2 o35 e
g 3 £
@) f f ’
o = _
= =
18 18
T L oL ooz zofoz 2 A
= = 2 F 2 F § 2 F °©£ > - Z 3 Z 3 5§ Z 2
= = 2 = < S 2 = = L L 2 2 2 =3 b= ) I £
« < = <« @ & & =2 & £ = =2 2 <« 2 F & B2 E E
- + s n T h ¢ ‘ . = = a w u; I o z
Z w7 2 & = © s ¥ 8 % 5 O
S % 5 & = £ o A 2 o= A
O & 4 = i = - - .
- - = =ooa
() Tratamentos SA (B) Tratamentos SA

Quantificagdo do Contetido de Flavonoides Totais (TFC) na cultivar San Andreas. (A) Biotizadas; (B)
Re-inoculadas Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0.05).
Fonte: Da autora (2024).

Na biotizacdo da cultivar SA (Figura 26A), observou-se que o0s tratamentos Ab-
V5+0401 e Ab-V5+BR935 apresentaram maior acimulo de contedo total de flavondides
(TFC), com 61.92 mgQE/g e 57.93 mgQE/g, respectivamente. Em seguida, o tratamento com
BR935+0401 mostrou um valor de 48.91 mgQE/g. Os demais tratamentos tiveram valores
préximos ou inferiores ao controle, que teve um acumulo de 43.68 mgQE/g. Na re-inoculagédo
(Figura 26 B), os tratamentos com maiores acumulos de flavondides foram Ab-V5+BR935 com
64.99 mgQE/g e Ab-V5+0401 com 57.85 mgQE/g. Os demais tratamentos estiveram com
valores iguais ou inferiores ao controle, que registrou 44.01 mgQE/g.

4 DISCUSSAO

4.1 Microbioma vegetal endofitico na cultura in vitro do morangueiro

O microbioma vegetal desempenha um papel crucial na produtividade e salude das

plantas, influenciando aspectos como crescimento, resisténcia a doencas e capacidade de
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enfrentar estresses biodticos e abiodticos (Hardoim et al., 2015). Dentro desse contexto, 0s
microbiomas endofiticos, que habitam os tecidos internos das plantas e estabelecem interacfes
estreitas com o0s hospedeiros, sdo de particular interesse nesta pesquisa. O avango das
tecnologias de sequenciamento tem permitido uma analise mais detalhada dessas comunidades
endofiticas (Jansson; Baker, 2016), revelando aspectos essenciais das intera¢fes ecoldgicas e
funcionais entre microrganismos e plantas hospedeiras.

Fatores como a idade da planta, o gendtipo e as condi¢fes ambientais desempenham um
papel significativo na formacdo do microbioma endofitico. A colonizagdo inicial ocorre
frequentemente por meio da selecdo de microrganismos na rizosfera, sendo influenciada por
fatores genéticos especificos da planta, que facilitam a entrada de microrganismos nas raizes
(Haldar; Sengupta, 2015; Knights et al., 2021). Entre os avancos recentes, 0 estudo da
microbiota endofitica em condicdes de cultivo in vitro tem se mostrado relevante, oferecendo
novas perspectivas sobre a composi¢do e modula¢do do microbioma em ambientes controlados,
embora ainda seja uma area pouco explorada.

O sequenciamento do gene 16S rRNA nesta pesquisa revelou que a Planta Mae (PM),
mantida em condicGes ex vitro, apresentou maior riqueza e diversidade de espécies em
comparagdo com as geragdes micropropagadas (G0, G5, G10) cultivadas in vitro por dez meses.
As geracdes micropropagadas mostraram maior similaridade entre si, embora, com algumas
variacbes na composicdo bacteriana principalmente na GO. Esses resultados estdo em
conformidade com a literatura, que indica que culturas de tecidos vegetais geralmente
apresentam menor diversidade endofitica quando comparadas a plantas mantidas em condicdes
ex vitro. Isso ocorre porque o cultivo in vitro se origina de um Unico explante, neste caso, de
estoldes, e apenas um subconjunto dos endofitos conseguem sobreviver as condi¢bes de
assepsia aplicadas antes do estabelecimento do cultivo (Orlikowska, Nowak, Reed., 2017;
Quambusch et al., 2014; Quambusch; Winkelmann, 2018).

Nossos estudos demonstraram que a microbiota endofitica da planta méae (PM) incluiu
sete filos, sendo que os filos Firmicutes, Actinobacteriota e Proteobacteria se destacaram por
sua maior abundancia, com um total de 17 géneros identificados (Figura 7). A distribuicdo da
microbiota na PM foi distinta quando comparada com as microbiotas das geragdes cultivadas
in vitro (GO, G5, G10). Nas gerag0es cultivadas in vitro, observou-se um aumento significativo
do filo Actinobacteriota (>0.8%) em todas as trés geracOes, seguido pelo filo Firmicutes,
enquanto o filo Proteobacteria esteve presente apenas na geragéo inicial (G0), desaparecendo
nas geracOes subsequentes, o que sugere uma possivel perda desse grupo ao longo dos

subcultivos in vitro. Estudos prévios sobre o microbioma endofitico em diferentes
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espécies micropropagadas corroboram nossos achados, especialmente quanto a predominancia
do filo Actinobacteriota. Um estudo com Arbutus unedo L., realizado tanto em condigdes in
vitro quanto ex vitro, identificou o filo Actinobacteriota como 0 mais abundante no cultivo in
vitro (48%), seguido por Proteobacteria (43%), Firmicutes (6%) e Bacteroidota (3%). Com uma
composicdo semelhante observada nas amostras ex vitro, embora com variagfes entre 0s
gendtipos (Martins et al., 2022).

Em relacédo aos nossos resultados, observamos que, nas condicdes in vitro, a geragdo GO
apresentou cinco géneros bacterianos com Microbacterium como o mais representativo,
seguido por Bacillus, e, em menor abundancia, Frankia, Hylemonella e Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium. J& nas geracbes G5 e G10, houve uma diminuicdo
consideravel, na diversidade. Com apenas dois géneros observados, sendo Microbacterium o
mais abundante, e Bacillus em menor proporcdo. Assim, Martins e colaboradores 2022,
relataram que no Arbutus unedo L, encontraram o filo Actinobacteriota com géneros
Mycobacterium (49.7%), Cutibacterium (36.9%) e Corynebacterium (3.5%) como 0s mais
representativos, e com Micrococcus (1.7%) em menor quantidade. No filo Proteobacteria 0s
géneros mais abundantes foram Pseudomonas (62.4%) e Serratia (17.2%), enquanto, no filo
Firmicutes, destacaram-se Staphylococcus (29.4%), Streptococcus (28.6%), Bacillus (17.8%) e
Lactobacillus (9.9%) (Martins et al., 2022).

Por outro lado, estudos realizados em sementes de trigo demonstraram que a maior
diversidade de enddfitos esta concentrada nos endospermas das sementes, enquanto os embrides
abrigam menos bactérias. Encontrando o género Pantoea e Paenibacillus como dominantes no
material de semente estudado, enquanto, nas raizes de duas cultivares de trigo, foram
identificados 13 géneros, incluindo Bacteroides, Corynebacterium, Limnohabitans,
Lachnoclostridium,  Escherichia/Shigella, Paenibacillus, Cutibacterium, Candidatus
Brocardia, Halomonas, Microbacterium, Paenisporosarcina, Streptomyces e Roseburia
(Kuzniar et al., 2020).

Nesta pesquisa, Microbacterium, foi o género predominante nas geragdes in vitro.
Outros estudos ja relataram a presenca desse género, como Microbacterium zeae sp. nov., uma
nova espécie de bactéria endofitica isolada do tecido do caule de milho na China, diferenciada
de outras espécies do género por sua morfologia, perfil de &cidos graxos e sequenciamento do
gene 16S rRNA (Gao et al., 2017). Outro estudo encontrou endéfitos em sementes de arroz
cultivaveis, tendo maior abundancia do filo Proteobacteria, incluindo o género Flavobacterium
sp, com alta tolerancia a salinidade e estresse osmotico, catalogadas como solubilizadoras de

fosfato e produtoras de acido indol-3-acético, ademais 0s géneros
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Microbacterium sp e Xanthomonas sp apresentaram atividade pectinase e celulase (Walitang
etal., 2017).

Estudos recentes sobre o microbioma endofitico em trés cultivares de morangueiro
cultivadas em condi¢es ex vitro revelaram que os filos Actinobacteriota, Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Bacteroidia constituiram aproximadamente 80%
das OTUs detectadas em diferentes compartimentos da planta e no solo. Esses resultados
destacam a importancia destes estudos, mostrando que tanto o geno6tipo quanto o 6rgéo da planta
influenciam significativamente para a estrutura e funcionalidade metabdlica da microbiota,
podendo também incluir microrganismos com capacidade de fixacao de nitrogénio entre outros
beneficios relacionados como a promogdo de crescimento vegetal. Assim o filo
Actinobacteriota se mostrou predominante em todos os genotipos e compartimentos estudados
do morangueiro (Sangiorgio et al., 2022). Enquanto o presente estudo, mostrou que a planta
mde, por estar em condic¢des naturais, retém uma diversidade microbiana mais distinta. Esse
padréo indica que a micropropagacdo e o ambiente in vitro podem levar a uma perda de
diversidade microbiana ou a uma selecdao de certos microrganismos que conseguem persistir
nessas condicdes, neste caso o filo Actinobacteriota foi o que predominou ao longo dos
subcultivos.

Em outro estudo, foi relatado que a bactéria endofitica Paenibacillus lautus, isolada de
plantas Leucojum aestivum cultivadas in vitro, demonstrou capacidade de sintetizar alcaloides
do tipo Amaryllidaceae. Além disso, essa bactéria produziu acido indol-3-acético, t-zeatina, c-
zeatina, cinetina, giberelina A, acido abscisico, &cido salicilico e acido benzoico, ela também
induziu o aumento da biomassa seca, estimulou a producdo de galantamina e licorina, e
influenciou o conteddo de pigmentos e as atividades de enzimas antioxidantes (Ptak et al.,
2022). O anterior destaca a importancia dos microrganismos endofiticos na agricultura
sustentavel.

Além disso, ha relatos de microrganismos endofiticos que se manifestam ao longo do
cultivo in vitro, como observado em estudos com outras culturas, nos quais esses
microrganismos surgem em explantes previamente estabelecidos na cultura in vitro (Almeida
et al. 2009; Abreu-Tarazi et al. 2010; Esposito-Polesi et al. 2015, 2017). No presente estudo,
ndo foi observada manifestacdo endofitica nas geracdes subcultivadas ao longo dos 10 meses
de cultivo in vitro de morangueiro da cultivar San Andreas.

Estudos anteriores tém destacado a diversidade microbiana associada a espécies
micropropagadas de Atriplex canescens e Atriplex torreyi var. griffithsii, nas quais foram

amplificadas sequéncias de DNA homadlogas a diversos taxons fangicos e bacterianos isolados
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de calos. Esses microrganismos foram agrupados com mais de 95% de similaridade com
bactérias pertencentes aos filos Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria (Lucero etal., 2011).
De maneira similar, em Prunus avium L., a comunidade bacteriana endofitica foi avaliada em
seis genotipos distintos, revelando variacdes significativas nos padrdes de crescimento durante
a propagacao in vitro. Nesse estudo, o género Mycobacterium foi o predominante, enquanto
outros géneros, como Rhodopseudomonas sp. N-1-2 e Microbacterium D-1-1, estavam presentes
apenas nos genotipos de facil propagacdo. Esses géneros demonstraram efeitos positivos no
enraizamento dos genotipos de dificil propagacdo, sugerindo que a composicdo microbiana
endofitica pode influenciar a resposta das plantas (Quambusch et al., 2014).

Nesse contexto, estudos adicionais sdo necessarios para compreender ainda mais 0s
efeitos da comunidade endofitica latente presente na cultura in vitro, e como esta pode
influenciar e modular a resposta vegetal sob diversas condic¢des de cultivo. Assim, encontramos
que a planta mé&e (PM) em condic@es ex vitro apresentou maior diversidade e riqueza endofitica,
enquanto nas geracdes in vitro foi observada uma diminuicdo dessa diversidade, sugerindo que
a condicdo de cultivo na qual as culturas in vitro sdo submetidas pode influenciar a composicao
e a reducdo do microbioma ao longo do tempo. Ja que no cultivo in vitro tem se concentragao
de gases no interior dos recipientes, alta umidade, baixa transpiracdo e fotossintese, alto CO>
etc. Tal condi¢cdo pode ndo ser favoravel para alguns microorganismos. Esses resultados
reforcam a importancia de se compreender a conformacdo do microbioma endofitico e a
possibilidade de manipular a populacdo bacteriana endogena, seja por meio de ajustes nas
condic@es de cultura ou pela inoculacdo dos mesmos enddéfitos ou com bactérias promotoras de
crescimento vegetal, como uma estratégia para melhorar a sobrevivéncia e o desenvolvimento
das plantas durante as fases criticas da cultura de tecidos vegetais. Finalmente, também se
destaca que o estudo da comunidade endofitica fungica na cultivar SA ao longo das geracGes
também esta sendo estudado no Laboratorio de Bioprodutos e Interacfes Planta Microrganismo
(LCT/LABIMP-UFLA) do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras- MG.

4.2 Resposta da cultivar SA a biotizacéo individual e em consorcios

A biotizagdo de microplantas em cultura in vitro mostra-se uma alternativa promissoria
para explorar as respostas fisiologicas e metabdlicas dos explantes vegetais ao co-cultivo com
BPCVs. Este processo permite a selecionar cepas benéficas e suas associagcdes em consorcios,
que poderiam influenciar positivamente a resposta vegetal. Nesta pesquisa, a biotizagdo
individual da cultivar SA com as dez BPCVs permitiu a selecdo das cepas A. brasilense Ab-

V5, A. brasilense Ab-V6 e B. subtilis CCMA 0401 como as mais eficazes, observando-se um
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aumento na biomassa vegetal. A cepa R. leucaneae BR935, com crescimento similar ao
controle, também foi utilizada para formar consorcios bacterianos. As combinagcbes Ab-
V6+0401, Ab-V5+0401 e Ab-V5+BR935 destacaram-se na promocdo de crescimento em
condigdes in vitro. Em relacéo ao acumulo de fendis e flavonoides, o consorcio Ab- V6+BR935
apresentou maiores niveis, embora sem aumento significativo de biomassa. Desta forma, as
BPCVs também podem impactar no metabolismo secundario das plantas ao induzir alteragdes
no perfil bioquimico durante a interacdo (Chamam et al., 2012; Miotto-Vilanova et al., 2019;
Mhlongo et al., 2020)

Estudos prévios relatam a eficacia da biotizagdo com Methylobacterium sp. L10
ou Stenotrophomonas sp. L20 na micropropagacdo de Jacaranda mimosifolia. A inoculacédo
com Methylobacterium sp. L10 aumentou a taxa de multiplicacdo em 94% em relacdo aos
brotos nédo inoculados, e Stenotrophomonas sp. L20 em combinagdo com 30 uM IBA elevou a
porcentagem de enraizamento in vitro e ex vitro, com 95% de sobrevivéncia apés aclimatagéo
ex vitro apds 2 meses na casa de vegetacdo (Salotti et al., 2023). Assim, Morais et al. (2019),
relatam que a inoculacdo de morangueiro com a bactéria Pedobacter sp. aumentou
significativamente os teores de compostos fenodlicos e flavondides nas folhas, podendo-se
utilizar como biofertilizante com potencial para fortalecer as defesas naturais da planta e
melhorar a produgdo e qualidade dos frutos, configurando uma estratégia uma abordagem

promissora para a agricultura sustentavel.

4.3 Resposta da cultivar San Andreas as condigdes ex vitro

Nas condicGes ex vitro, encontrou-se que a biotizacdo com a cepa Azospirillum
brasilense Ab-V5, tanto de forma isolada quanto em consércios, aumentou significativamente
a taxa de sobrevivéncia, enquanto os consorcios com Ab-V6 tiveram menor resposta nas
variaveis de promogdo de crescimento. Além disso, as plantas biotizadas com Ab-V5, CCMA
0401 e BR935+0401 apresentaram maior acumulo de biomassa seca, sendo que os tratamentos
re-inoculados com Ab-V5 e o0s consorcios Ab-V5+0401 e Ab-V5+BR935 também
influenciaram positivamente nesse parametro. O conteudo de fenois e flavondides também foi
modulado na presenca das BPCVs. Estudos anteriores ja tém relatado a cepa Ab-V5 como um
biofertilizante, por ter a capacidade de realizar a fixacao bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo
de fosfato e producdo de fitohormonios (De Andrade et al., 2019; Pedraza et al., 2020). Na
caracterizacdo bioquimica realizada anteriormente nesta cepa se encontrou que pode fixar o

nitrogénio, solubilizar e disponibilizar fosfato, potassio e zinco, além de ter a
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producdo de fitohormdnios como o AlA, giberelinas e &cido salicilico, e produzir enzimas
hidroliticas tipo proteases.

Ja o género Bacillus, amplamente estudado como promotor de crescimento vegetal,
também demonstrou potencial de colonizagdo em ambientes variados devido a sua producao de
fitohormonios, solubilizagéo de nutrientes e producédo de enzimas extracelulares (Soni; Keharia,
2021). A cepa B. subtilis CCMA 0401, usada nesta pesquisa, exibiu propriedades de fixar
nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, potassio e zinco, producdo de amilases, celulases,
proteases, lipases e quitinases, produtor de giberelinas, acido salicilico, ACCd, sideréforos,
HCN e formacgdo de biofilme moderadamente abundante, caracteristicas que podem ter
influenciado na adaptacdo da microplantas nas condicGes externas. Ademais também tem se
relatos do uso dos géneros Phyllobacterium e Rhizobium, na promocdo de crescimento do
morangueiro (Flores-Félix et al., 2018).

Observou-se que o consorcio Ab-V6+0401, embora teve um beneficio in vitro, ndo
promoveu crescimento significativo no solo, possivelmente devido a fatores como competicao
microbiana, fatores ambientais, bem como pela producdo de compostos que, em determinadas
concentracdes ou condigdes, sdo benéficos in vitro, mas podem ser prejudiciais no solo devido
a acumulacdo ou interacdo com outros compostos. Assim, posivemente a cepa Ab-V6 teve
menor resposta dos consosrcios nesta cultivar devido ao rapido crescimento desta cepa quando
comparada com a Ab-V5 (recuento UFC), Portanto, este estudo reforca a relevancia do uso de
BPCVs isoladamente e em consorcios, afim de selecionar as melhores cepas bacterianas para
promover o crescimento e melhorar adaptacdo das mudas micropropagadas de morangueiro a

condigdes ex vitro, representando uma alternativa promissora na cultura de tecidos vegetal.

5 CONCLUSAO

O estudo do microbioma endofitico de microplantas de morangueiro revelou uma
reducédo nos filos presentes ao longo do cultivo in vitro. A geracdo GO apresentou maior
diversidade (Actinobacteriota, Firmicutes e Proteobacteria), enquanto nas geracdes G5 e G10
predominou o filo Actinobacteriota, seguido em menor propor¢do por Firmicutes. Todas as
geracBes mostraram um aumento no filo Actinobacteriota apds o estabelecimento do cultivo in
vitro. Pelo contrario, a planta mae (PM) apresentou sete filos, com predominancia de
Firmicutes, Actinobacteriota e Proteobacteria além de 17 géneros, sendo Bacillus, o mais
abundante. Isso evidencia a maior riqueza e diversidade em condicgdes ex vitro e revela uma
mudanca significativa no microbioma ao longo do processo de micropropagacdo. Quanto a
biotizacdo, esta pesquisa destaca-se pela selecdo de cepas bacterianas e combinacdes

promissoras para testes em casa de vegetacdo. As cepas Ab-V5, CCMAO0401 e o consdrcio



153

BR935+0401 promoveram o acimulo de biomassa nas plantas biotizadas. Da mesma forma, 0s
tratamentos Ab-V5, Ab-V5+0401 e BR935+0401 foram os mais destacados nas plantas re-
inoculadas. Desta forma, ressalta-se a importancia de explorar as interacGes entre as plantas e
os microrganismos endofitos, bem como as BPCV na cultura de tecidos vegetais, ja que podem
ser uma opc¢ao para a preparacao das microplantas as condigdes ex vitro, e o restabelecimento
da microbiota vegetal com microrganismos benéficos podendo-se tornar uma alternativa com

potencial para melhorar a adaptacao e a resposta vegetais as novas condicdes.

REFERENCIAS

ABDALLA, M.; ARAUJO, W. L.; SOUZA, L. P. Micropropagacao de plantas: avancos e
desafios. Journal of Plant Biotechnology, v. 12, p. 99-110, 2022.

ABDALLA, N. et al. An Academic and Technical Overview on Plant Micropropagation
Challenges. Horticulturae, v. 8, n. 8, p. 677, ago. 2022.

ABREU-TARAZI, M. F.; NAVARRETE, A. A.; ANDREOTE, F. D.; ALMEIDA, C. V,;
TSAI, S. M.; ALMEIDA, M. Endophytic bacteria in long-term in vitro cultivated ,,,,axenic*
pineapple microplants revealed by PCR-DGGE. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 26, p. 555-560, 2010.

ALMEIDA, C. V.; ANDREOTE, F. D.; YARA, R.; TANAKA, F. A. O.; AZEVEDO, J. L,;
ALMEIDA, M. Bacteriosomes in axenic plants: endophytes as stable endosymbionts. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 25, p. 1757-1764, 2009.

ANDERSON, M. J. A new method for non parametric multivariate analysis of variance.
Austral Ecology, v. 26, p. 3246, 2001.

ARAUIJO, R. C. et al. Acclimatization of Musa spp. seedlings using endophytic Bacillus spp
and Buttiauxella agrestis strains. Microbiological Research, v. 248, p. 1-12, 2021. https://
doi. org/ 10. 1016/j. micres. 2021. 126750

ARAUIJO, R. C. et al. Association of growth-promoting bacteria and hydroponic system
aiming at reducing the time of production of banana seedlings. Archives of Agronomy and
Soil Science, 2022. https://doi.org/10.1080/03650340.2022.2078965

ARAUJO, W. L.; MARCONI, F. C.; MACCHETTI, L. A. Endofiticos como agentes
promotores de crescimento e defesa em plantas cultivadas. Agricultural Microbiology, v. 8,
p. 45-59, 2020.

ARIZA, M.T.; REBOREDO-RODRIGUEZ, P.; CERVANTES, L.; SORIA, C.; MARTINEZ-
FERRI, E.; GONZALEZ-BARREIRO, C.; CANCHO-GRANDE, B.; BATTINO, M.;
SIMAL-GANDARA, J. Bioaccessibility and potential bioavailability of phenolic compounds
from achenes as a new target for strawberry breeding programs. Food Chemistry, v. 248, p.
155-165, 2018. DOI: 10.1016/j.foodchem.2017.11.105.



154

ARIZA, M.T.; REBOREDO-RODRIGUEZ, P.; MAZZONI, L.; FORBES-HERNANDEZ,
T.Y.;GIAMPIERI, F.; AFRIN, S.; GASPARRINI, M.; SORIA, C.; MARTINEZ-FERRI, E.;
BATTINO, M.; MEZZETTI, B. Strawberry Achenes Are an Important Source of Bioactive
Compounds for Human Health. International Journal of Molecular Sciences, v. 17, n. 7, p.
1103, 2016. DOI: 10.3390/ijms17071103.

BECKERS, B.; OP DE BEECK, M.; THIJS, S.; TRUYENS, S.; WEYENS, N.; BOERJAN,
W.; VANGRONSVELD, J. Performance of 16S rDNA Primer Pairs in the Study of
Rhizosphere and Endosphere Bacterial Microbiomes in Metabarcoding Studies. Frontiers in
Microbiology, v. 7, p. 650, 2016. DOI: 10.3389/fmich.2016.00650.

BLANCO, E. et al. Seleccion de un consércio microbiano promotor del crecimiento de
plantulas de cebolla en condiciones de umbraculo [Selection of a growth promoter
microbial consortium in onion seedlings under shade-house conditions]. v. 38, p. 301-321, 1
abr. 2021.

BOXUS, P. H. The production of strawberry plants by in vitro micro-propagation. Journal of
Horticultural Science, v. 49, n. 3, p. 209-210, 1 jan. 1974.

BOXUS, P. Micropropagation of Strawberry via Axillary Shoot Proliferation. Em: HALL, R.
D. (Ed.). Plant Cell Culture Protocols. Methods In Molecular Biology™. Totowa, NJ:
Humana Press, 1999. p. 103-114.

CALLAHAN, B. J.; MCMURDIE, P. J.; ROSEN, M. J.; HAN, A. W.; JOHNSON, A. J. A,;
HOLMES, S. P. DADAZ: high-resolution sample inference from Illumina amplicon data.
Nature Methods, v. 13, p. 581-583, 2016. DOI: 10.1038/nmeth.3869.

CHAMAM, A. et al. Plant metabolite profiling evidences the effect of Azospirillum brasilense
on the primary and secondary metabolism of rice. Phytochemistry, v. 87, p. 65-77, 2013.
DOI: 10.1016/j.phytochem.2012.11.0009.

CHANG, C. C. et al. Estimation of total flavonoid content in propolis by two complementary
colorimetric methods. Journal of Food and Drug Analysis, v. 10, n. 3, p. 178-182, 2002.

CHAO, A.; CHIU, C. H.; JOST, L. Unifying species diversity, phylogenetic diversity,
functional diversity, and related similarity and differentiation measures through Hill numbers.
Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics, v. 45, p. 297-324, 2014.

CHELIUS, M. K.; TRIPLETT, E. W. The diversity of archaea and bacteria in association with
the roots of Zea mays L. Microbial Ecology, v. 41, n. 3, p. 252-263, 2001. DOI:
10.1007/s002480000087.

DE ANDRADE, F. M. et al. Beneficial effects of inoculation of growth-promoting bacteria in
strawberry. Microbiological Research, v. 223-225, p. 120-128, 2019.

DEL ROSARIO ESPINOZA-MELLADO, M. et al. Chapter 3 - Biotization and in vitro plant
cell cultures: plant endophyte strategy in response to heavy metals knowledge in assisted
phytoremediation. Em: KUMAR, A. et al. (Eds.). Microbe Mediated Remediation of
Environmental Contaminants. Woodhead Publishing Series in Food Science, Technology



155
and Nutrition. Woodhead Publishing, 2021. p. 27-36.

DIRIENZO, J. A., CASANOVES, F., BALZARINI, M. G., GONZALEZ, L., TABLADA,
M., & ROBLEDO, C. W. (2020). InfoStat version 2018. Centro de Transferencia InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina. URL http://www. infostat. com. ar.

DIAS, ACF.; COSTA, FEC.; ANDREQOTE, FD.; LACAVA, PT.; TEIXEIRA, MA,
ASSUMPCAO LC, ARAUJO WL, AZEVEDO JL & MELO IS. Isolation of micropropagated
strawberry endophytic bacteria and assessment of their potential for plant growth promotion.
World Journal of Microbiology and Biotechnology 25: 189-195. 2009.

ESPOSITO, E. Challenges and perspectives in in vitro plant cultivation. Botanical Review, v.
87, p. 145-158, 2021.

ESPOSITO-POLESI, N. P.; ABREU-TARAZI, M. F.; ALMEIDA, C. V.; TSAI, S. M,;
ALMEIDA, M. Investigation of endophytic bacterial community in supposedly axenic
cultures of pineapple and orchids with evidence on abundant intracellular bacteria. Current
Microbiology, v. 74, p. 103-113, 2017.

ESPOSITO-POLESI, N. P.; ANDRADE, P. A. M.; ALMEIDA, C. V.; ANDREOTE, F. D;;
ALMEIDA, M. Endophytic bacterial communities associated with two explant sources of
Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 31, p. 1737-1746, 2015.

ESPOSITO-POLESI, NATALIA PIMENTEL. Contaminacdo versus manifestagdo endofitica:
implicagdes no cultivo in vitro de plantas. Rodriguésia. v. 71 e00562018. 2020. Disponivel
em: <https://doi.org/10.1590/2175-7860202071072>. Epub 06 Jul 2020. ISSN 2175-7860.

FERREIRA, D. F. Sisvar: sistema de analise de variancia. Versdo 5.8 [software]. Lavras:
UFLA, 2023.

FIERASCU, R. C. et al. Fragaria Genus: Chemical Composition and Biological Activities.
Molecules, v. 25, n. 3, p. 498, 23 jan. 2020.

FIERASCU, R. C.; et al. Bioactive compounds in strawberry and their beneficial effects on
health. Journal of Food Chemistry, v. 12, p. 89-98, 2020.

FOUDA, A. et al. Plant growth-promoting endophytic bacterial community inhabiting the
leaves of Pulicaria incisa (Lam.) DC inherent to arid regions. Plants, 2021.

FOUDA, A.; HASSAN, S.; EID, A. M.; EL-DIN EWAIS, E. The interaction between plants
and bacterial endophytes under salinity stress. In: Endophytes and Secondary Metabolites.
Cham: Springer, 2019. p. 1-18.

FLORES-FELLIX, J. D. et al. Rhizobium and Phyllobacterium bacterial inoculants increase
bioactive compounds and quality of strawberries cultivated in field conditions. Food
Research International (Ottawa, Ont.), v. 111, p. 416-422, set. 2018.

GADO, J. L.; SUN, P.; WANG, X. M.; et al. Microbacterium zeae sp. nov., an endophytic
bacterium isolated from maize stem. Antonie van Leeuwenhoek, v. 110, p. 697-704, 2017.


http://www/

156

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagagdo. In: TORRES, A. C,;
CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Cultura de tecidos e transformacao genética de plantas.
Brasilia: Embrapa-SPI/Embrapa —SNPH, 1998. v. 1, p. 183 - 260.

GOLLE, D.P.; REINIGER, L.R. S.; CURTI, A. R.; LEON, E. A. B. Estabelecimento e
desenvolvimento in vitro de Eugenia involucrata DC.: influéncia do tipo de explante e do
meio nutritivo. Ciéncia Florestal, Santa Maria, v. 22, n. 1, p. 207-214, 2012.

HALDAR, S.; SENGUPTA, S. Plant-microbe cross-talk in the rhizosphere: insight and
biotechnological potential. Open Microbiology Journal, v. 9, p. 1, 2015. DOI:
https://doi.org/10.2174/1874285801509010001.

HARDOIM, P.R.; VAN OVERBEEK, L. S.; BERENDSEN, R. L.; VAN ELSAS, J. D.
Dynamics of Seed-Borne Rice Endophytes: Composition, Functioning and Beneficial
Aspects. Frontiers in Plant Science, v. 6, p. 631, 2015. DOI:
https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00631.

HARDOIM, P.R.; VAN, OVERBEEK, L.S.; BERG, G.; PIRTTILA, A.M.; COMPANT, S.;
CAMPISANO, A.; DORING, M.; SESSITSCH, A. The hidden world within plants:
ecological and evolutionary considerations for defining functioning of microbial endophytes.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 79, 293-320. 2015.

HOAGLAND, D. R.; ARNON, D. I. The water-culture method for growing plants without
soil. Circular. California Agricultural Experiment Station, v. 347, n. 2nd edit, 1950.

JANSSON JK, BAKER ES. A multi-omic future for microbiome studies. Nat Microbiol. 26:
16049. 2016.

KNIGHTS, H. E.; JORRIN, B.; HASKETT, T. L.; POOLE, P. S. Deciphering bacterial
mechanisms of root colonization. Environmental Microbiology Reports, v. 13, n. 4, p. 428—
444, 2021.

KOSKIMAKI, J. J.; et al. Diversity of bacterial endophytes in the roots of Pogonatherum
paniceum. Microbial Ecology, v. 60, p. 347-356, 2010.

KOSKIMAKI, J. J.; HANKALA, E.; SUORSA, M.; NYLUND, S.; PIRTTILA, A. M.
Mycobacteria are hidden endophytes in the shoots of rock plant Pogonatherum paniceum
(Poaceae). Environmental Microbiology Reports, v. 2, p. 619-624, 2010. DOI:
10.1111/5.1758-2229.2010.00197 .x.

KUZNIAR, A.; WLODARCZYK, K.; GRZADZIEL, J.; WOZNIAK, M.; FURTAK, K.;
GALAZKA, A.; DZIADCZYK, E.; SKORZYNSKA-POLIT, E.; WOLINSKA, A. New
insight into the composition of wheat seed microbiota. International Journal of Molecular
Sciences, v. 21, n. 13, p. 4634, 2020. DOI:

LICHTENTHALER, H. K. Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic
biomembranes. Methods in Enzymology, v. 148, p. 350-382, 1987. DOI: 10.1016/S0076-
6879(87)48036-1.

LICHTENTHALER, H. K.; BUSCHMANN, C. Current Protocols in Food Analytical
Chemistry. Plant Physiology, v. 140, p. 257-261, 2001.



157

SYLVIA, D. M.; JARSTFER, A. G. Plant growth and nutrition: the role of nutrient solutions.
Plant Biology and Soil Science, v. 56, p. 100-105, 1992.

LUCERO, M. E.; UNC, A.; COOKE, P.; DOWD, S.; SUN, S. Endophyte microbiome
diversity in micropropagated Atriplex canescens and Atriplex torreyi var. griffithsii. PLoS
ONE, v. 6, 17693, 2011.

LUTI, K. J.; MAVITUNA, F. Elicitation of Streptomyces coelicolor with dead cells of
Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus in a bioreactor increases production of
undecylprodigiosin. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 90, p. 461466, 2011.

LUTI, S.; MAVITUNA, F. Elicitation of secondary metabolite production by plant
endophytes. Plant Cell Tissue and Organ Culture, v. 106, p. 173-180, 2011.

MARTINS, J. et al. A baseline of Arbutus unedo L. microbiome for future research: In vitro
versus ex vitro. Scientia Horticulturae, v. 292, p. 110657, 2022.

MHLONGO, M. 1. et al. Metabolic profiling of PGPR-treated tomato plants reveals priming-
related reprogramming of the phenylpropanoid pathway and improved oxidative stress
tolerance. Metabolites, v. 10, n. 5, p. 210, 2020. DOI: 10.3390/metabo10050210.
MIOTTO-VILANOVA, L. et al. Impact of Paraburkholderia phytofirmans PsJN on grapevine
secondary metabolism. International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 22, p. 5775,
2019. DOI: 10.3390/ijms20225775.

McMURDIE, P. J.; HOLMES, S. Phyloseq: an R package for reproducible interactive analysis
and graphics of microbiome census data. PLoS One, v. 8, e617, 2013.

MEMARI-TABRIZI, E. F.; YOUSEFPOUR-DOKHANIEH, A.; BABASHPOUR-ASI, M.
Foliar-applied silicon nanoparticles mitigate cadmium stress through physio-chemical
changes to improve growth, antioxidant capacity, and essential oil profile of summer savory
(Satureja hortensis L.). Plant Physiology and Biochemistry, v. 165, p. 71-79, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2021.04.040.

MEZZETTI B, GIAMPIERI F, ZHANG Y-T, ZHONG C-F. Status of strawberry breeding
programs and cultivation systems. Journal of Berry Research. v 8, n. p.205-221. 2018.
https:// doi. org/ 10. 3233/ JBR- 180314

MORAIS, M. C. et al. Potential of Pedobacter sp. as an effective biofertilizer in strawberry
plants: Improvement in yield and fruit quality. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 99, p. 5517-5524, 2019. DOI: 10.1002/jsfa.9773.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays with
Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum, v. 15, n. 3, p. 473-497, jul. 1962.

ORLIKOWSKA, T.; NOWAK, K.; REED, B. Bacteria in the plant tissue culture environment.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 128, p. 487-508, 2017.

PEDRAZA, R. O. et al. Chapter 6 - Azospirillum. Em: AMARESAN, N. et al. (Eds.).
Beneficial Microbes in Agro-Ecology. [s.l.] Academic Press, 2020. p. 73-105.



158

PTAK, A.; MORANSKA, E.; WARCHOL, M.; et al. Endophytic bacteria from in vitro
culture of Leucojum aestivum L. a new source of galanthamine and elicitor of alkaloid
biosynthesis. Scientific Reports, v. 12, p. 13700, 2022.

QIU, Z. et al. Plant microbiomes: do different preservation approaches and primer sets alter
our capacity to assess microbial diversity and community composition? Frontiers in Plant
Science, v. 11, p. 993, 2020. DOI: 10.3389/fpls.2020.00993.

QUAMBUSCH, M.; PIRTTILA, A. M.; TEJESVI, M. V.; WINKELMANN, T.; BARTSCH,
M. Endophytic bacteria in plant tissue culture: differences between easy- and difficult-to-
propagate Prunus avium genotypes. Tree Physiology, v. 34, p. 524-533, 2014. DOI:
10.1093/treephys/tpu027.

QUAMBUSCH, M.; WINKELMANN, T. Bacterial Endophytes in Micropropagated Plants.
Journal of Plant Science, v. 234, p. 112-123, 2018.

QUAMBUSCH, M.; WINKELMANN, T. Bacterial endophytes in plant tissue culture: mode
of action, detection, and control. In: LOYOLA-VARGA, V. M.; OCHOA-ALEJO, N. (Eds.).
Plant cell culture protocols. New York: Springer Science+Business Media, 2018. p. 69-88.

QUAST, C.; PRUESSE, E.; YILMAZ, P.; GERKEN, J.; SCHWEER, T.; YARZA, P,
PEPLIES, J.; GLOCKNER, F. O. The SILVA ribosomal RNA gene database project:
improved data processing and web-based tools. Nucleic Acids Research, v. 41, p. D590—
D596, 2013.

READ, P.; PREECE, J. Cloning: Plants - Micropropagation/Tissue Culture. Em:
Encyclopedia of Agriculture and Food Systems. 2014 p. 317-336.

SALOTTI, A. H.; YARTE, M. E.; LARRABURU, E. E. Biotizagdo com bactérias promotoras
do crescimento vegetal na micropropagacao de Jacaranda mimosifolia. Trees, v. 37, p. 1757—
1765, 2023.

SANGIORGIO, D.; CELLINI, A.; DONATI, |.; FERRARI, E.; TANUNCHAI, B.; FAREED
MOHAMED WAHDAN, S.; SADUBSARN, D.; FARNETI, B.; CHECCUCCI, A,;
BUSCOT, F.; SPINELLLI, F.; PURAHONG, W. Taxonomical and functional composition of
strawberry microbiome is genotype-dependent. Journal of Advanced Research, v. 42, p.
189-204, dez. 2022. DOI: 10.1016/j.jare.2022.02.009.

SIMIRGIQTIS, M. J. et al. Cytotoxic chalcones and antioxidants from the fruits of Syzygium
samarangense (Wax Jambu). Food Chemistry, v. 107, n. 2, p. 813-819, mar. 2008.

SINGLETON, V. L.; ROSSI, J. A. Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology and Viticulture, v. 16, p. 144-
158, 1965.

SONI, R.; KEHARIA, H. Phytostimulation and biocontrol potential of Gram-positive
endospore-forming Bacilli. Planta, v. 254, n. 3, p. 49, 12 ago. 2021.



159

SONG, X.; WU, H.; YIN, Z.; LIAN, M,; YIN, C. Endophytic bacteria isolated from Panax
ginseng improves ginsenoside accumulation in adventitious ginseng root culture. Molecules,
v. 22, p. 1-12, 2017.

SOUMARE, A.; BACHIRI, S.; LARBI, K. Biotizacdo de plantulas e estratégias de
aclimatizacdo. Plant Biotechnology, v. 29, p. 203-214, 2021.

UMAMAHESWARI, T.; ANBUKKARASI, K.; HEMALATHA, T.; CHENDRAYAN, K.
Studies on phytohormone producing ability of indigenous endophytic bacteria isolated from
tropical legume crops. International Journal of Current Microbiology and Applied
Sciences, v. 2, p. 127-136, 2013.

WALITANG, D. I.; KIM, K.; MADHAIYAN, M.; et al. Characterizing endophytic
competence and plant growth promotion of bacterial endophytes inhabiting the seed
endosphere of Rice. BMC Microbiology, v. 17, p. 209, 2017.



160

3 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta pesquisa, foi possivel estabelecer um protocolo eficiente de biotizagdo in vitro de
microplantas de morangueiro, permitindo a selecdo de trés géneros bacterianos promissores:
Azospirillum, Bacillus e Rhizobium. Além disso, foram identificadas as melhores combinacdes
em consorcios bacterianos durante o processo de biotizagéo in vitro, que demonstraram efeitos
benéficos nos parametros de promocao do crescimento vegetal. Esses consorcios bacterianos
também influenciaram positivamente a modulacdo do contetido de fendis e flavonoides em
determinados tratamentos, mostrando seu potencial como bioestimulantes. Ademais, a
biotizacdo com as BPCV (Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal) foi eficaz na
preparacdo das microplantas para condi¢Ges ex vitro, destacando sua aplicabilidade pratica no
cultivo de morangueiro s. A caracterizacdo bioquimica das BPCV revelou diversas
propriedades importantes das cepas bacterianas utilizadas, evidenciando a necessidade de uma
selecéo criteriosa das cepas com base em suas caracteristicas biofuncionais, como solubiliza¢éo
de nutrientes e producdo de compostos bioativos. Esses resultados reforcam a relevancia das
BPCV como ferramentas biotecnoldgicas para o desenvolvimento de praticas agricolas mais
sustentaveis e eficientes. Além disso, na cultivar San Andreas, o estudo metataxondémico
permitiu observar a dindmica da comunidade bacteriana endofitica presente na planta-mée e nas
plantulas ao longo das gerac@es de cultivo in vitro (GO, G5 e G10). Os resultados demonstraram
que, a partir da GO, os géneros bacterianos presentes na microbiota endofitica bacteriana
comecaram a diminuir, evidenciando que o processo de micropropagacao in vitro pode
influenciar na composicdo e montagem do microbioma sob essas condigdes. Este achado é
fundamental para compreender as interagdes planta-microrganismo em sistemas de cultura de
tecidos vegetais e para o desenvolvimento de estratégias que minimizem os impactos negativos
no microbioma endofitico durante o cultivo in vitro. Portanto, este trabalho contribui
significativamente para 0 avango do conhecimento sobre a interagdo planta-microrganismo no
cultivo de morangueiros, fornecendo bases cientificas solidas para a aplicagdo de BPCV na
micropropagacdo e propondo alternativas sustentaveis para a producédo agricola. Os resultados
obtidos reforcam o papel das BPCV como bioinoculantes promissores e a importancia de
estratégias que preservem a microbiota endofitica durante o cultivo in vitro, com impactos

positivos tanto na pesquisa cientifica quanto na pratica agricola.



