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INFO ABSTRACT
Keyworks Use of Bacillus subtilis as a growth promoter in tomato and lettuce crops
vegetables Rhizobacteria of the genus Bacillus, which are found in the rhizosphere, live in colonies, promote
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plant growth and have the potential to control phytopathogens through the release of volatile
compounds. Therefore, the objective of the study was to evaluate the efficiency of Bacillus subtilis
Bs10 in promoting the growth of tomato and lettuce plants. The experiment was carried out in trays
with 25 plants per treatment. B. subtilis inoculation was carried out at the time of planting using 1 mL
of suspension in each cell. A completely randomized design was used with two treatments, with and
without Bacillus inoculation. Assessments for both crops were carried out 28 days after germination,
where plant height, shoot dry mass (SDM) and root dry mass (RDM) were determined. The
hypothesis of equality between the means of the two evaluated treatments was made by the F test of
the analysis of variance for p = 0.05, using the SISVAR statistical program. During the evaluations,
the treatment with B. subtilis obtained the best results in all aspects, presenting significant differences
in relation to the control. The treatment with inoculation of B. subtilis Bs10 showed higher MSPA in
lettuce and tomato seedlings, obtaining a significant difference in relation to the control without
inoculation, with a greater difference in lettuce with 21.67% more MSPA compared to the control,
and in tomatoes with 18.61%. Therefore, according to the results obtained, B. subtilis Bs10 is efficient
in promoting the growth of tomato and lettuce plants.

RESUMO
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hortalicas
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Rizobécterias do género Bacillus que sdo encontrados na rizosfera vivem em col6nias, promovem o
crescimento vegetal e apresentam potencial para o controle de fitopatégenos através da liberagéo de
compostos volateis. Diante disso o objetivo do estudo foi avaliar a eficiéncia do Bacillus subtilis Bs10
na promocao de crescimento de plantas de tomate e alface. O experimento foi realizado em bandejas
com 25 plantas por tratamento. A inoculagdo de B. subtilis foi realizada no momento do plantio uti-
lizando 1 mL de suspensdo em cada célula. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
com dois tratamentos, com e sem a inoculagdo de Bacillus. As avaliagbes para ambas as culturas
foram realizadas aos 28 dias ap6s a germinacédo onde foram determinadas a altura de plantas, massa
seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR). A hipdtese de igualdade entre as médias dos
dois tratamentos avaliados foi feita pelo teste F da analise de variancia para p = 0,05, utilizando o
programa estatistico SISVAR. Durante as avalia¢des o tratamento com B. subtilis obteve os melhores
resultados em todos 0s quesitos apresentando diferencas significativas com relagdo a testemunha. O
tratamento com a inoculagdo de B. subtilis Bs10 apresentou maior MSPA nas mudas de alface e
tomate, obtendo diferenca significativa com relagdo a testemunha sem inoculagdo, sendo uma dife-
renga superior, na alface com 21,67% a mais de MSPA comparando com a testemunha, e no tomate
com 18,61%. Por tanto, de acordo com os resultados obtidos, o B. subtilis Bs10 ¢ eficiente na promo-
cdo de crescimento de plantas de tomate e alface.
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INTRODUCAO

O cultivo das hortalicas apresenta uma
importancia econdmica e social para a populacéo.
Além de produzir alimento e ser uma fonte de
emprego, essa atividade reduz a migragdo das
pessoas do campo para a cidade. No Brasil a
produgdo das hortalicas gera em torno de 13
milhdes de empregos e uma area de mais ou menos
5 milhdes de hectares produzindo cerca de 37
milhGes de toneladas anuais (IBGE, 2022).
Segundo o IBGE (2022) a area colhida da cultura
do tomate no territério brasileiro foi de 54.502
hectares com uma quantidade produzida de
3.809.986 toneladas e apresentou um rendimento
médio de 69.905 kg ha, como resultado gerou em
um montante de producdo de 8.656.263 mil reais,
sendo o estado do Goids o maior produtor da
olericola.

Considerado uma cultura olericola de grande
consumo o tomate (Solanum lycopersicum L.)
pertencente & familia das Solanaceae ¢€
mundialmente difundida e consumida, versatil de
6timo valor nutricional, que realizam fungdes de
extrema importéncia no corpo humano, possuindo
compostos benéficos como: &cido ascorbico,
vitamina (CHAUDHARY et al., 2018). Da mesma
forma a alface (Lactuca sativa L.) que se tornou a
hortaliga folhosa mais consumida e comercializada
no Brasil, se destaca por seu sabor agradavel, por
sua suculéncia e alto teor de 4agua
(aproximadamente 95%) (BERNADINO et al.,
2018; KIM et al., 2016).

Devido ao uso descontrolado de insumos e
agroguimicos, vem-se buscando cada vez mais
alternativas para minimizar os impactos criados
pelos humanos. No entanto a busca pela inoculacéo
a base de microrganismos promotores de
crescimento vegetal vem se expandindo bastante,
além de aumentar a produtividade e reduzir o0s
custos de producdo- (CHAGAS et al., 2017).

Dentre as rizobactérias promotores de
crescimento vegetal (RPCV) a espécies Bacillus
subtilis é conhecida como RPCP, sendo uma
bactéria que ocorre e coloniza a rizosfera
naturalmente e que promove o crescimento de
plantas de forma direta ou indireta, conseguindo
comportar-se sob multiplos aspectos nas culturas
nas quais se relacionam (CHAGAS JUNIOR et al.,

2021a), podendo aumentar a disponibilidade de
minerais, como fésforo, zinco, nitrogénio, além da
capacidade de producéo de fitormonios e sequestro
de ferro pelos sideroforos (BAREA &
RICHARDSON, 2015). Também, foi relatado por
Camilo e Pietro-Souza (2023) que B. subtilis pode
gerar algumas enzimas de bioprotecéo e produzir
acido indolacético (AlA) e solubilizacdo de fosfato,
que contribuem positivamente para o crescimento
de plantas.

O uso de tecnologias mais limpas, eficazes e
econdmicas, que ndo tragam danos ao meio
ambiente e tenham maior produtividade e
sustentabilidade vem sendo necessario para 0s
agricultores. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficiéncia do Bacillus subtilis
Bs10 como promotor de crescimento de plantulas
de tomate e alface, visando o desenvolvimento de
inoculantes para estas culturas.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e identificacdo

Foi utilizada a cepa Bacillus subtilis Bs10,
visando seu potencial como promotor de
crescimento vegetal, proveniente da colecdo do
Laboratério de Microbiologia da UFT -
Universidade Federal do Tocantins, Campus de
Gurupi, obtida de solo do cerrado em é&reas de
cultivo no Estado do Tocantins em parceria com a
Empresa JCO Bioprodutos. A estirpe foi mantida
em crescimento e repicada em meio LB (Luria-
Bertani).

Foi realizada uma identificagdo preliminar,
considerando as caracteristicas morfologicas,
estruturais e bioquimicas, seguindo a metodologia
do Manual de Bacteriologia Determinativa de
Bergey. Posteriormente, foi realizada a
caracterizacdo  genética por meio  do
sequenciamento da regido 16S rRNA, realizado
pela Helixxa Genomic Services, onde foi utilizada
a técnica de Sanger. A determinacdo do género e
das espécies bacterianas foi feita por meio da
comparagdo da sequéncia de consenso obtida com
0 banco de dados do NCBI (2017) por meio da
ferramenta BLAST (Morgulis et al., 2008) (Tabela
1). As principais caracteristicas do isolado de B.
subtilis UFT-Bs8910 foram descritos (Tabela 1).

Tabela 1. Cédigos de acesso GenBank para a cepa de Bacillus subtilis Bs10 (regido 16S rRNA) usados neste

estudo.
Isolado Identlglécca:gao da es- Acesso Gen- Similaridade AlA? Solub.
Bs10 Bacillus sub_tl_lls subsp. NC000964.3 99% + N
subtilis

a Produtor de 4cido indolacético.  Solubilizacio de fosfato. A metodologia é descrita em Braga (2019).
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Cultivo em meio liquido

A estirpe de B. subtilis Bs10 foi inoculada em
um Erlenmeyer de 250 mL contendo meio caldo
nutriente (Peptona de carne 5 g L*; extrato de carne
3 g L* &gua destilada e pH 7,4). Os meios foram
esterilizados (autoclavados a 121 °C por 20
minutos), assepticamente inoculados & temperatura
ambiente e incubados em camara incubadora
Shaker, com agitacéo orbital a 35 °C por quatro dias
para que ocorresse a multiplicacdo de células.

Apoés este periodo, retirou-se uma aliquota e
realizou-se a contagem das unidades formadoras de
colonias (UFC) por mL, em meio LB, sendo
apresentada a contagem de 2,5 x 10° UFC mL.;.

Inoculacgéo de plantas de alface e tomate

Foi realizado o experimento em condicdes de
casa de vegetacdo, para avaliacdo da eficiéncia de
B. subtilis Bs10 como inoculante promotor de
crescimento em plantas de alface e tomate. O
experimento foi conduzido no periodo de marco a
abril de 2023.

Para o experimento foi utilizado substrato para
producdo de mudas de hortaligas, a base de casca
de pinus, turfa, vermiculita expandida, enriquecido
com macro e micronutrientes (fertilizante PG Mix
14-16-18, Nitrato de Potassio, Superfosfato
Simples).

Foram utilizadas a variedade de tomate tipo
salada (germinagéo 85% e pureza 99%, Horticeres
sementes) e de alface americana (germinacdo 85%
e pureza 99%, Horticeres sementes).

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeti¢cdes, sendo dois tratamentos, com e sem
inoculagdo de B. subtilis Bs10. Foram utilizadas
bandejas para mudas (capacidade de 50 células com
volume aproximado de 150 mL) contendo uma
planta por célula, totalizando 25 plantas por

Altura (cm)

Testemunha BS-10

Tratamentos

Altura (em)

tratamento. O inoculante a base de B. subtilis Bs10
foi aplicado diretamente nas sementes no momento
do plantio, sendo utilizado 1 mL em cada célula.
Foram semeadas 5 sementes por célula e apds a
germinagdo foi feito o desbaste deixando uma
planta por célula. A irrigagdo foi feita
manualmente, fornecendo &gua para as plantas até
a capacidade de campo do solo.

Foi realizada uma avaliacdo aos 30 dias ap6s a
semeadura, para tomate e alface, respectivamente.
Inicialmente foi determinada a altura, e em seguida
separou-se o sistema radicular da parte aérea das
plantas e as raizes foram lavadas em agua corrente
para remocdo do solo aderido. Em seguida, o
material foi colocado para secagem em estufa com
ventilacdo forcada a 65 °C por 72 horas até atingir
massa constante, obtendo-se assim a massa seca da
parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR).

A hipotese de igualdade entre as médias dos dois
tratamentos avaliados foi feita pelo teste F da
andlise de variancia para p = 0,05, utilizando o
programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da anlise de variancia para altura
de plantas, massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa seca da raiz (MSR) apresentaram efeitos
significativos (p < 0,05), observando que a
utilizagdo de B. subtilis Bs10 afetou o crescimento
inicial das mudas de tomate e alface.

A altura de plantas do tomate e alface foram
influenciadas significativamente pela utilizacdo de
B. subtilis Bs10 como promotor de crescimento
guando comparadas a testemunha. As plantas com
inoculagéo de B. subtilis Bs10 tiveram um resultado
superior, no tomate com altura de 15,3 cm, com
incremento de 17,15% com relacgdo a testemunha, e
na alface com 4,65 cm de altura, com 30,10% a
mais que a testemunha (Figura 1).

BS- 10

Testemunha

Tratamentos

Figura 01 - Altura de plantas de mudas de tomate (A) e alface (B) com e sem inoculagdo com Bacillus

subtilis Bs10.
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O tratamento com a inoculacdo de B. subtilis
Bs10 apresentou maior massa seca da parte aérea
(MSPA) nas mudas de alface e tomate, obtendo
diferenca significativa com relacdo a testemunha

w0

MSPA (mg)
]

E:

Testemunha BS- 10

Tratamentos

MEPA (mg)

500

8

:

200

sem inoculagéo, sendo uma diferenga superior, na
alface com 21,67% (Figura 2A) a mais de MSPA
comparando com a testemunha, e no tomate com
18,61% (Figura 2B).

Testemunha B5-10

Tratamentos

Figura 02 - Massa seca da parte aérea (MSPA) de plantas de alface (A) e tomate (b) com e sem inocula-

cao de Bacillus subtilis Bs10.

A inoculagdo de B. subtilis Bs10 demonstrou uma
maior producdo de raizes nas mudas de alface e
tomate, com a avaliagdo obtendo maior peso na
massa seca da raiz (MSR). Na alface houve um

MSR {mg)

B5-10

Testemuriha

Tratamentos

incremento de 21,82% (Figura 3A) a mais na
produgéo de raiz e no tomate com 19,37% (Figura
3B), comparado a testemunha sem inoculagéo.

MSR {mg)

BS-10

Testemunha

Tratamenios

Figura 03 - Massa seca da raiz (MSR) de alface (A) e tomate (B) com e sem inocula¢do com Bacillus subtilis

Bs10.

Os resultados mostram maior aumento de
biomassa nas plantas de tomate e alface quando
inoculadas com B. subtilis Bs10 em relacdo a
testemunha sem inoculacdo, podendo ser
observado visualmente um melhor volume de raiz
e acumulo de biomassa na parte aérea nas plantas
de tomate (Figura 4) e alface (Figura 5). Esse
aumento pode estar ligado aos diversos

mecanismos pelos quais essa bactéria atua, como a
producdo de &cido cianidrico, fitohorménios e
enzimas e disponibilidade de nutrientes (P e N),
podendo também atuar no controle bioldgico de
fitopatdgenos, entre outros (BAREA &
RICHARDSON, 2015; CAMILO & PIETRO-
SOUZA, 2023).
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Os ganhos em biomassa observados no presente
trabalho podem estar relacionados a capacidade
desta bactérias da espécie B. subtilis produzirem
fitorménios, como auxinas e giberelinas que
promovem um maior indice de area foliar, massa
seca da parte aérea, contribuindo também para a
massa seca da raiz (ZUCARELLI et al., 2018). Os
produtos oriundos das bactérias B. subtilis sdo
liberados em maior quantidade para a rizosfera de
acordo com o que a planta desenvolve a sua parte
aérea e suas raizes (BERNADINO et al., 2018).

De acordo com Chagas et al. (2017) o tratamento
com a inoculagdo de Bacillus na cultura do arroz,
analisando a MSR, foi estatisticamente superior a
testemunha nos 20 e 40 dias apds a emergéncia das
plantas. Segundo estes autores o melhor
desenvolvimento da planta advinda do uso da
bactéria B. subtilis € em virtude das melhorias das
condicbes do solo e consequente aumento da
absorcéo e solubilizacdo de nutrientes, fixagdo de
N2, sintese de fito hormo6nios. Também esta
relacionada com a sanidade da planta que é
consequéncia dos microrganismos atundo no
biocontrole de fitopatégenos (SHAFI et al., 2017,

Figura 05 - Mudas de alface com e sem inoculagdo com Bacillus subtilis Bs10.

SAXENA et al., 2020).

Da mesma forma que foi observado no presente
trabalho para a altura de planas e biomassa superior
nos tratamentos com inoculagdo do B. subtilis,
pesquisa realizada por Domingues et al. (2021)
observaram que a inoculagdo de B. subtilis na
cultivar de alface solaris proporcionou aumentos
significativos para altura de plantas. Dircio et al.
(2021) constatou que a cepa de Bacillus M2-7
aumentou a altura de plantas de pimentdo em
124,96% em comparagdo com a testemunha. As
plantas inoculadas com essa cepa alcangaram uma
altura média de 78,1cm enquanto a testemunha
atingiu 34,7 cm. Segundo S& et al. (2019), a
inoculacdo de B. subitilis em feijdo caupi
influenciou positivamente no aumento da
germinacdo e crescimento inicial, tendo destaque
no aumento da massa seca da parte aérea e da raiz.

O estimulo em que o B. subtilis da para o
aumento de produtividade nas culturas, pode
ocorrer pelo fato dessas bactérias produzirem
fitormbnios de crescimento e, também,
demonstram que sdo capazes de disponibilizar
fosforo inorganico por meio de mecanismos de
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mineralizacdo e solubilizacdo, ofertando as raizes
um melhor desenvolvimento e assimilagdo de
nutrientes (ZUCARELI et al., 2018). Segundo
Dircio et al. (2021) o desenvolvimento maior das
raizes pode estar relacionado com a producgdo de
AIA que aumenta a biomassa e modifica a
morfologia das raizes.

Assim, podemos considerar que o aumento de
biomassa para as plantas de tomate e alface no
presente estudo pode estar relacionado a
capacidade das rizobactérias em  produzir
reguladores de crescimento vegetal, que séo
substancias orgéanicas que influenciam os processos
fisiologicos das plantas em baixas concentraces
(SAEID et al., 2018; SAXENA et al.,, 2019),
melhoram o crescimento e o rendimento das
plantas, facilitam a absorc&o de nutrientes minerais,
sintetizam varios fitohormbnios e protegem as
plantas de varios fitopatdgenos (KALAM et al.,
2017; DIAZ et al., 2019). O género Bacillus
representa um dos mais diversos géneros de bacilos
comumente usados como bioinoculantes para
promover o crescimento das plantas. Akinrinlola et
al. (2018) identificaram 12 cepas de Bacillus que
promovem o crescimento de milho, trigo e soja.

Chagas Janior et al. (2022) confirmaram que a
inoculacéo de B. subtilis Bs10 produziu aumentos
na biomassa, nodulagdo, teor de nitrogénio,
acumulo de nitrogénio na parte aérea e outras
caracteristicas agrondmicas avaliadas na soja.
Doses de B. subtilis Bs10 entre 200 e 350 mL por
50 kg de sementes apresentaram maxima eficiéncia
e maiores aumentos nas variaveis de biomassa e nos
teores de P e N. Resultados semelhantes foram
relatados por Mohamed et al. (2018) e Kalam et al.
(2020) para tomate, Guimaraes et al. (2021) para
milho, Santos et al. (2021) para aveia branca,
Rezende et al. (2021) para feijdo, Diaz et al. (2019)
para algoddo, e Braga Junior et al. (2017, 2018) e
Chagas Junior et al. (2021b) para soja.

CONCLUSOES

A inoculagdo de Bacillus subtilis Bs10
influenciou positivamente na altura e biomassa da
parte aérea e radicular de alface e tomate, podendo
ser considerado como promotor de crescimento
vegetal para estas duas culturas.
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