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RESUMO GERAL

LIMA, M. C. D. ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E SELECAO DE
BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL EM CAFE
(Coffea arabica L.) NO SUDOESTE DA BAHIA. Vitoria da Conquista — BA: UESB,
2022. 88 p. (Tese — Doutorado em Agronomia; Area de concentragio: Fitotecnia)”.

A cafeicultura € uma das atividades econdmicas mais importantes no Pais e a utilizacéo
de mudas de alta qualidade é fundamental para o estabelecimento de cultivos bem
sucedidos. Nesse contexto, o uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal surge
como uma alternativa viavel para melhorar a performance produtiva das plantas e mitigar
a dependéncia dos insumos agricolas, contribuindo, assim, para a diminuic¢éo no custo de
implantacdo da lavoura. Mediante o exposto, este trabalho teve como objetivo isolar,
caracterizar morfologica e fisiologicamente bactérias promotoras do crescimento vegetal
do Planalto da Conquista — BA e estudar a associacdo dessas bactérias em duas variedades
de café, em casa de vegetacdo e em campo, identificando os possiveis beneficios ao
crescimento inicial das plantas. Foram conduzidos trés experimentos para cada variedade
de café, na area experimental da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de
Vitoria da Conquista. Inicialmente, realizou-se o isolamento das bactérias em plantas de
duas variedades de café e obteve-se 12 isolados para a variedade Catuai vermelho IAC144
e 8 para a variedade Catucai amarelo 2SL. Nessa primeira etapa, também foi realizada a
caracterizacdo morfoldgica e fisiologica dos isolados quanto a producdo de compostos
inddlicos, solubilizacdo de fosfato e a fixacdo bioldgica de nitrogénio. Apds a obtencao
dos isolados, foram realizados dois experimentos de selecdo das bactérias, um para cada
variedade, buscando avaliar os isolados que auxiliaram no crescimento das plantas. Por
fim, realizou-se um Gltimo experimento com niveis de nitrogénio associados aos isolados
que apresentaram as melhores respostas para o crescimento das plantas na etapa de
selecdo, buscando identificar as bactérias que foram mais eficientes em absorver e
disponibilizar o nitrogénio para as plantas. Observou-se que a inoculagdo com as bactérias
promotoras de crescimento favoreceram respostas positivas para o crescimento inicial das
plantas de café nas duas variedades e que a aplicacdo dessas bactérias tem potencial para
ser usada como biofertilizante para o cultivo de café nas condicdes estudadas, em funcéo
da promocao de crescimento, caracterizadas como bactérias produtoras de auxina e
responsivas a fixacdo bioldgica de nitrogénio in vitro.

Palavras-chave: Promocgdo de crescimento. Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio.
Fitorménios. Rizobactérias.

* Orientador: Prof. Dr. Joilson Silva Ferreira, UESB
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GENERAL ABSTRACT

LIMA, M. C. D. ISOLATION, CHARACTERIZATION AND SELECTION OF
PLANT GROWTH-PROMOTING BACTERIA IN COFFEE (Coffea arabica L.) IN
SOUTHWEST BAHIA. Vitoria da Conquista— BA: UESB, 2022. 88 p. (Thesis: Master
Science in Agronomy; Area of Concentration: Crop Science).”

Coffee growing is one of the most important economic activities in the country and the
use of high quality seedlings is essential for the establishment of successful crops. In this
context, the use of plant growth-promoting bacteria emerges as a viable alternative to
improve the productive performance of plants and mitigate dependence on agricultural
inputs, thus reducing the cost of implementing the crop. Based on the above, this work
aimed to isolate, morphologically and physiologically characterize bacteria that promote
plant growth from Planalto da Conquista - BA and study the association of these bacteria
in two coffee varieties, in a greenhouse and in the field, identifying the possible benefits
to initial plant growth. Three experiments were carried out for each coffee variety, in the
experimental area of the State University of Southwest Bahia, campus of Vitdria da
Conquista. Initially, the bacteria were isolated from plants of two coffee varieties and 12
isolates were obtained for the variety Catuai vermelho 1AC144 and 8 for the variety
Catucai amarelo 2SL. In this first step, the morphological and physiological
characterization of the isolates regarding the production of indole compounds, phosphate
solubilization and biological nitrogen fixation was also carried out. After obtaining the
isolates, two bacterial selection experiments were carried out, one for each variety,
seeking to evaluate the isolates that helped in the growth of the plants. Finally, a last
experiment was carried out with nitrogen levels associated with the isolates that showed
the best responses in plant growth in the selection stage, seeking to identify the bacteria
that were more efficient in absorbing and making nitrogen available to the plants. It was
observed that inoculation with growth-promoting bacteria favored positive responses in
the initial growth of coffee plants in both varieties and that the application of these
bacteria may have the potential to be used as a biofertilizer for coffee cultivation under
the conditions studied, depending on of growth promotion, characterized as auxin-
producing bacteria and responsive to biological nitrogen fixation in vitro.

Keywords: Promotion of growth. Biological Nitrogen Fixation. Phytohormones.
Rhizobacteria.

* Adviser: Prof. Dr. Joilson Silva Ferreira, UESB
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INTRODUCAO GERAL

Para atender as demandas por alimentos de uma populacdo humana de quase 10
bilhGes de pessoas, projetada para habitar na Terra até 2050, a produtividade agricola, de
forma sustentavel, deve aumentar em até 70% (FAO, 2021). Esse desafio oneroso deve
ser enfrentado focado no desenvolvimento sustentavel e ecoldgico das culturas, visando
principalmente a reducdo do uso de produtos quimicos, pois, caso contrario, pode
acarretar em problemas a saude humana e um desequilibrio nos agroecossistemas
(Cordell et al., 2011).

No Brasil, um importante fator de aumento da produtividade é o uso de
fertilizantes quimicos, porém, a capacidade interna de producao € insuficiente para suprir
a necessidade requerida, fazendo com que o pais seja 0 quarto maior importador do
insumo. Para suprir essa demanda, o pais importa 73% do seu fertilizante nitrogenado,
34% do fosfatado e 92% do potéssico (DEPEC — Bradesco, 2017). Essa dependéncia pelo
mercado externo tem sido motivo de preocupacdo, ja que possui efeito direto sobre o
custo de producéo da lavoura e, tanto o uso indiscriminado quanto o método de producéo
desses fertilizantes, ocasionam sérios problemas de ordem ambiental, como a
eutrofizacdo do solo e aguas subterréneas, emissdo de gases de efeito estufa, além de
danos aos microrganismos do solo (Rosolem et al., 2003; Martinelli, 2007; Marks et al.,
2013).

Dentre as atividades agricolas de grande importancia comercial no Brasil, destaca-
se a cafeicultura, que foi responsavel por movimentar cerca de 8,1 bilhdes de délares na
safra 2021/2022 e 5,6 bilhdes de ddlares somente em exportacdes (ABIC, 2021). O Brasil
encontra-se na posi¢do de maior produtor, maior exportador e segundo maior consumidor
mundial de café, produzindo cerca de 53 milhdes de sacas na safra 2021/2022. Durante
esse periodo, o Brasil exportou 39,6 milhdes de sacas e consumiu 21,61 milhdes de sacas,
de acordo com os dados da Organizagéo Internacional do Café (OIC, 2022).

Na regido Sudoeste da Bahia, essa cultura assume papel de destaque também,
traduzido pelos beneficios sociais e econdémicos, por meio da capacidade geradora de
empregos, e por apresentar boa produtividade. Alem de se destacar como uma regido
produtora, é considerada também um centro de negocios de café, onde se encontram as
empresas compradoras e exportadoras de café da Bahia. Estas caracteristicas tornam a

exploracdo da cultura do café um negdcio atrativo e competitivo para a regiao.



Os cafezais, em sua grande maioria, estdo implantados em solos de baixa
fertilidade natural, visando maximizar a produtividade dos sistemas adotados com
cafeeiros. Um dos nutrientes requeridos em grandes quantidades e que limita o
crescimento das plantas € o nitrogénio, devido as suas funcdes metabdlicas
essenciais as plantas, como componente estrutural de macromoléculas, enzimas,
sintese de clorofilas, amino&cidos, proteinas, vitaminas, citocromos, acidos
nucléicos e hormonios (Marschner e Marschner, 2012; Andrews et al., 2013).

Nesse contexto, 0 uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
surge como uma alternativa viavel para melhorar a performance produtiva das plantas e
mitigar a dependéncia dos insumos agricolas, contribuindo, assim, para a diminui¢éo no
custo de implementacdo da lavoura (Oliveira et al., 2015; Grady et al., 2016). Diversos
estudos tém demonstrado que as bactérias promotoras de crescimento possuem uma
intima interacdo com as plantas e tém se mostrado bastante eficientes por suas fungdes de
fixacdo biologica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, além de protegé-las contra
fitopatdgenos e pragas, promovendo maior resisténcia a condi¢fes de estresse bidtico e
abiotico (Shiva et al., 2018; Cargnelutti et al., 2021).

Além disso, a utilizacdo dessas bactérias em plantas de café pode significar
aumento na germinacao de sementes, rendimento de gréos, reducdo de doencgas e melhoria
do crescimento de plantas. Isso torna o produto diferenciado e, consequentemente, eleva
sua competitividade no mercado com custos reduzidos para o produtor (Osério Filho et
al., 2014; Szilagyi-Zecchin et al., 2015).

A utilizacdo das BPCV, associada a fixacdo bioldgica de nitrogénio, constitui uma
importante vantagem, ja que a interacdo eucarioto x procarioto pode suprir total ou
parcialmente a necessidade de nitrogénio requerida pelas plantas, reduzindo, dessa forma,
0 uso de fertilizantes nitrogenados com diminuicdo de custos para o produtor (Moreira et
al., 2010).

Apesar de ser uma atividade econdmica importante, pouco se sabe sobre a
composicdo da comunidade bacteriana associada ao solo dos cafezais e como essa
comunidade se comporta. Mediante 0 exposto, este trabalho teve como objetivo isolar e
caracterizar morfoldgica e fisiologicamente bactérias diazotroficas, e avaliar a capacidade
de promover o crescimento inicial de duas variedades de café tradicionalmente cultivadas

no Planalto da Conquista - BA.
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Bioprospeccdo e selecdo de bactérias promotoras de crescimento em duas variedades de
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Bioprospeccao e selecdo de bactérias promotoras de crescimento em duas
variedades de café

RESUMO - Bactérias promotoras do crescimento vegetal sdo encontradas aderidas ao
solo, nas folhas ou colonizando a superficie da raiz de muitas culturas, aumentando sua
produtividade. O objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar morfologica e
fisiologicamente bactérias promotoras de crescimento de duas variedades de café
cultivados no Planalto da Conquista — BA. O trabalho foi desenvolvido na Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, por meio de dois isolamentos, um para a variedade Catuai
vermelho IAC 144 e o outro para a Catucai amarelo 2SL. Foram coletadas folhas, raizes
e solo rizosférico em plantas de duas variedades de café, Catuai vermelho IAC 144 e
Catucai amarelo 2SL; e realizadas diluicGes seriadas de 102 a 107 de cada um desses
materiais, transferindo-se 1 ml da suspensdo de cada diluicdo para tubos de ensaio
contendo solucdo salina e, para cada uma das diluicdes, aliquotas de 0,1 ml foram
inoculadas em frascos contendo meios semissélidos. Além disso, os isolados foram
caracterizados morfoldgica e fisiologicamente. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados com cinco repetices, cujos tratamentos foram 12 isolados da
variedade Catuai e uma testemunha, perfazendo 65 parcelas e oito isolados e uma
testemunha para a variedade Catucai, totalizando 45 parcelas. Aos 75 dias, avaliou-se a
altura das plantas, didmetro, massa fresca e massa seca de raiz e de folhas e nimero de
folhas. Os isolados foram agrupados em um dendrograma de similaridade, os dados foram
submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de significancia. Ao final do experimento, foi obtido um total de 20 isolados bacterianos,
12 para a variedade Catuai e oito para a Catucai. Todos os isolados produziram compostos
inddlicos e promoveram a fixacdo bioldgica de nitrogénio in vitro. O dendograma de
similaridade agrupou um maior nimero de isolados, como semelhantes ao género
Burkholderia, para as duas variedades. Todos os isolados promovem incrementos em
mudas de café para as variaveis: didmetro, altura, massa fresca e massa seca de parte
aérea, tendo o isolado MCVC14, para a variedade Catuai; e MCVCO08, para a variedade
Catucai, se sobressaido com maiores valores para essas caracteristicas.

Palavras-chave: Coffea arabica. Promocdo de Crescimento. Bacteérias diazotroficas.

ABSTRACT - Plant growth-promoting bacteria are found attached to the soil, on leaves
or colonizing the root surface of many crops, increasing their productivity. The objective
of this work was to isolate, morphologically and physiologically characterize growth-
promoting bacteria from two coffee varieties grown in Planalto da Conquista - BA. The
work was carried out at the State University of Southwest Bahia, through two isolations,
one for the Catuai Vermelho IAC 144 variety and the other for the Catucai Amarelo 2SL.
Leaves, roots and rhizospheric soil were collected from plants of two coffee varieties,
Catuai Vermelho IAC 144 and Catucai Amarelo 2SL, and serial dilutions from 10-2 to
10-7 of each of these materials were carried out, transferring 1 ml of the suspension of
each dilution into test tubes containing saline solution and for each of the dilutions, 0.1
ml aliquots were inoculated into flasks containing semi-solid media. Furthermore, the
isolates were characterized morphologically and physiologically. The experimental
design was in randomized blocks with five replications, whose treatments were 12
isolates of the Catuai variety and a control, making up 65 plots and eight isolates and a
control for the Catucai variety, totaling 45 plots. At 75 days, plant height, diameter, fresh
and dry mass of roots and leaves and number of leaves were evaluated. The isolates were
grouped in a similarity dendrogram, the data were submitted to analysis of variance and
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the averages compared by the Scott-Knott test, at 5% of significance. At the end of the
experiment, a total of 20 bacterial isolates were obtained, 12 for the Catuai variety and
eight for Catucai. All isolates produced indole compounds and promoted biological
nitrogen fixation in vitro. The similarity dendrogram grouped a greater number of isolates
as similar to the genus Burkholderia for both varieties. All isolates promote increments
in coffee seedlings for the variables diameter, height, fresh mass and dry mass of shoots,
whose isolate MCVC14 for the Catuai variety and MCVCO08 for the Catucai variety stood
out with higher values for these characteristics.

Key word: Coffea arabica. Growth Promotion. Diazotrophic bacteria.

1. Introdugéo

O café é uma das culturas mais importantes no cenério econdémico nacional por
movimentar cerca de 8,1 bilhdes de dolares na safra 2021/2022, e 5,6 bilhdes de dolares
somente em exportacGes. O Brasil se encontra na posicdo de maior produtor, maior
exportador e segundo maior consumidor mundial de café, produzindo cerca de 53 milhdes
de sacas na safra 2021/2022. Durante esse periodo, o Brasil exportou 39,6 milhdes de
sacas e consumiu 21,61 milhdes de sacas de acordo com os dados da Organizagéo
Internacional do Café (OIC, 2022).

Para alcancar elevadas produtividades na agricultura, a utilizacdo de mudas de alta
qualidade na fase inicial, quando elas sdo submetidas as condi¢des ambientais mais
adversas, €& fundamental para o estabelecimento de cultivos bem-sucedidos,
especialmente tratando-se de culturas perenes, como é o caso do café (Matiello et al.,
2008). Uma alternativa viavel para a agricultura moderna que pode melhorar as condicdes
iniciais de estabelecimento e crescimento de mudas por meio de um sistema radicular e
parte aérea bem desenvolvidos para melhor captacdo de agua, nutrientes e a realizacdo da
fotossintese, consiste na utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV). A presenca desses microrganismos associativos benéficos pode agir como
biofertilizantes (aumentando a disponibilidade de nutrientes para a planta),
fitoestimulantes (devido a promocdo de crescimento de plantas, geralmente através de
horménios), rizoremediadores (devido a degradacéo de poluentes organicos) e auxiliando
no fornecimento de nitrogénio, que é um elemento de extrema importancia para as
plantas.

Estudos de inoculacdo de bactérias em mudas de café ainda sdo incipientes, mas
alguns autores ja confirmaram o potencial da utilizacdo desses microrganismos para a

promoc&o de crescimento. Silva et al. (2012) constataram o uso de bactérias endofiticas



no controle da ferrugem em folhas de café, Sakiyama (2001) e Sakiyama et al. (2003)
confirmaram maior desenvolvimento de explantes de Coffea arabica e Coffea canephora
em mudas inoculadas, Silva, Barbosa e Franco Junior (2020); Ricci et al. (2005)
observaram que, com a inoculacdo de Azospirillum brasilense em plantas de café
organico, houve maior crescimento da raiz principal e quantidade de massa fresca de raiz,
e maior crescimento e acumulo de nutrientes em mudas de café, respectivamente.

Tendo em vista os beneficios advindos do uso de BPCV, sdo necessarias pesquisas
que busquem explorar mais a diversidade e funcGes desses microrganismos em plantas
de café. Por este motivo, este estudo teve por objetivo isolar, caracterizar morfoldgica e
fisiologicamente bactérias promotoras de crescimento de plantas de duas variedades de

café.

2. Material e métodos

2.1 Isolamento das BPCV

O estudo foi desenvolvido em um plantio comercial com duas variedades de
Coffea arabica L., Catuai vermelho (IAC 144) e Catucai amarelo (2SL), com 5 anos de
idade e espacamento de 3 m x 0,8 m, localizado em uma fazenda, situada no municipio
de Barra do Choca, Bahia, Brasil.

A regido encontra-se situada a 14°85'25” de latitude Sul e 40°52'04” de longitude
Oeste e, apresenta clima tropical de altitude (Cwb), segundo a classificacdo climatica de
Koppen, precipitacdo média anual de 1080 mm, altitude de 900 m e temperaturas médias
de 25,3 °C (méxima) e de 16,1 °C (minima). O relevo é plano a suavemente ondulado. O
solo corresponde a classe Latossolo Amarelo Distrofico (EMBRAPA, 2006).

Foram coletadas folhas, raizes e solo rizosférico em plantas das duas variedades
Catuai vermelho (IAC 144) e Catucai amarelo (2SL), cujas coletas foram realizadas de
forma aleatdria nas linhas de plantio.

O material foi acondicionado em sacos plasticos e levado ao laboratério para a
realizacéo do isolamento das bactérias. O material vegetal foi lavado superficialmente em
agua corrente e, em seguida, com agua destilada, para eliminacao dos residuos do solo.
As amostras foram fragmentadas pesando-se 10 g e trituradas em liquidificador com 90

ml de solugio salina a fim de obter uma solugdo na concentragédo 10,



Posteriormente, foram realizadas diluicGes seriadas de 102a 1077, transferindo-se
1 ml da suspenséo de cada dilui¢do para tubos de ensaio contendo 9 ml de solugéo salina.
Para cada uma das dilui¢es, aliquotas de 0,1 ml, foram inoculadas em frascos de vidros
de penicilina contendo 6 ml dos meios semissélidos sem a adicdo de nitrogénio em
triplicata, nos meios JNFb para Herbaspirillum spp., NFb para Azospirillum spp., IMV
para Burkholderia spp. e LGI para Azospirillum amazonense.

Todos os frascos contendo o meio de cultivo inoculado com as bactérias foram
incubados a 30°C por cinco dias, avaliando-se posteriormente a presenca ou auséncia de
crescimento bacteriano pela formacéo de pelicula aerotéxica tipica, proxima da superficie
do meio.

Confirmado o crescimento das bactérias, realizou-se a contagem da populacéo de
bactérias promotoras de crescimento de acordo com a técnica do nimero mais provavel
(NMP) descrita por Baldani et al. (2014). Posteriormente, realizou-se a repicagem do
material para seus respectivos meios solidos em placas de Petri, efetuando assim uma
melhor observacdo do desenvolvimento das coldnias sobre os meios de cultura
especificos.

Em seguida, novas repicagens foram realizadas ap6s um periodo de sete dias, a
fim de se verificar a purificacdo das colonias reativadas, e as placas de Petri foram
incubadas em estufa BOD a 30°C. Quando purificados, os isolados foram estocados em
vidros de penicilina contendo meio de cultura batata, adicionado na superficie dleo
mineral estéril. Os materiais reativados foram entdo utilizados para a producdo do
inoculante composto pelo meio de cultura Dygs liquido.

2.2 Caracterizacdo morfoldgica

Apos a purificacdo dos isolados, realizou-se a caracterizacdo morfolégica, cujas
col6nias foram avaliadas ap0s 7 dias de crescimento em meios sélidos especificos, INFb
para Herbaspirillum spp., NFb para Azospirillum spp., JMV para Burkholderia spp. e LGI
para Azospirillum amazonense e a distin¢do das colonias foi realizada a olho nu e com
auxilio de uma lupa, observando as seguintes caracteristicas culturais: coloracdo das
coldnias (branca, rosa, rosa-claro, creme, creme-escuro, creme com centro escuro),
consisténcia das col6nias (mole, consistente, dura), forma e elevacdo de borda (circular,
irregular, puntiforme elevada, convexa, plana) e margem (inteira, ondulada, irregular) de

acordo com a metodologia de Nobrega et al. (2004).



A caracterizacgdo foi realizada com base em chave de identificacdo (Hungria e
Silva, 2011).

2.3 Caracterizacao fisiologica
2.3.1 Avaliacao qualitativa da fixagdo bioldgica de nitrogénio

Os isolados bacterianos foram avaliados conforme sua capacidade em fixar
nitrogénio atmosférico (N2), de forma qualitativa in vitro, uma vez que, os frascos
contendo os meios de cultura semissolidos e semisseletivos sem adicao de nitrogénio,
foram incubados a 30 °C, por cinco dias.

Apols esse periodo, consideraram-se positivos para FBN, aqueles que
desenvolveram uma pelicula aerotaxica tipica proxima da superficie do meio,
caracteristica de microrganismos diazotréficos.

Os meios que formaram peliculas aerotaxicas foram repicados para novos meios
semissdlidos, até formacdo de nova pelicula, objetivando purificar o material, como

mecanismo para confirmar o crescimento e estabilidade da pelicula.

2.3.2 ldentificacao de bactérias solubilizadoras de fosfato de célcio

Para identificar a capacidade dos isolados em solubilizar fosfato, as coldnias
foram cultivadas em meio Dygs liquido por 24 horas sob temperatura de + 30°C e em
rotacdo de 180 rpm. Em seguida, usando o método do plaqueamento em gota, foram
inoculadas trés gotas com aliquotas de 10 pL na superficie do meio de cultivo solidificado
em Placa de Petri. O meio empregado para determinar essa caracteristica foi o NBRIP
(National Botanical Research Institute) (Nautiyal, 1999), uma vez que, para a
solubilizacéo de fosfato inorganico acrescentou-se no preparo do meio 5 g de Caz(POa):
cujo meio foi preparado usando glicose como fonte de carbono, com pH 6,0 e avolumado
para 1 L, conforme o procedimento de preparo.

Os isolados foram avaliados por um periodo de 15 dias, por meio da obtengéo das
médias das trés repeticdes. As medidas do diametro (¢) dos halos de solubilizagéo,
percebido como uma area translicida ao redor da colbnia, e as do ¢ das colonias foram
mensuradas a cada trés dias, utilizando-se um paquimetro digital. A partir dessas medidas,
foram obtidos os indices de solubilizagdo de cada isolado por meio da formula: IS = ¢

Halo (mm) / ¢ Colonia (mm) (Hara e Oliveira, 2005).
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Com base nos indices de solubilizagdo, as bactérias foram classificadas como
isolados com baixa (IS < 2), média (2 < IS < 4) e alta solubilizacdo (IS > 4). De acordo
com o inicio da solubilizacéo, as bactérias foram classificadas ainda como precoces, cujo
inicio da solubilizac&o se deu até o terceiro dia; tardias, com inicio da solubilizacéo depois
do terceiro dia e ndo-solubilizadoras aparentes, aquelas que ndo apresentaram

solubilizacdo visivel até o 15° dia de avaliagdo (Hara e Oliveira, 2005).

2.3.3 Analise de producao de &cido indolacético (AlA)

Para avaliacdo e quantificacdo da producdo do acido indolacético, os isolados
bacterianos foram inoculados em tubos de ensaio contendo 5 ml do meio liquido KingB
modificado suplementado com 5 uM de L-triptofano (100 pg.ml?), incubados sob
agitacdo de 180 rpm, a 28 °C com pH ajustado para 6,8, na auséncia de luz, por um periodo
de 72 horas em triplicata, de acordo com a metodologia de Glickmann e Dessaux (1995).

ApOs o crescimento da cultura bacteriana, aliquotas de 1 ml da suspensdo
bacteriana foram centrifugadas em um microtubo a 12.000 rpm por 3 minutos. Retirou-
se 0 sobrenadante e adicionou 1 ml do reagente de Salkowsky (2% de FeClz 0,5M em
35% de acido perclorico) para que ocorresse a reacao de pigmentacao do meio de acordo
com as concentracfes do hormonio.

As amostras foram incubadas no escuro por 30 minutos sob temperatura ambiente
e apds este periodo, foi realizada a quantificacdo de AIA pela medicdo da absorbancia
utilizando-se espectrofotdmetro (LabsystemsiEMS Reader MF) em um comprimento de
onda de 540 nm, sendo a concentracdo dos compostos indolicos estimada com uma curva-
padrdo, previamente preparada com meio de cultura esterilizado ndo inoculado, e
quantidades conhecidas de acido indolacético de 0, 5, 15, 25, 50, 75 e 100 ug ml™?, de
acordo com a equagio ¥ = 0,0123x + 0,0563 (R? = 0,9951).

2.4 Eficiéncia das bactérias em promover o crescimento de mudas de café

Para avaliar a eficiéncia das bactérias em promover o crescimento de mudas de
duas variedades de Coffea arabica L., Catuai vermelho IAC 144 e Catucai amarelo 2SL,
foram conduzidos dois experimentos independentes em vasos em campo aberto, na area
experimental da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus Vitoria da

Conquista — Ba, com duracgéo de 75 dias.

11



A eficiéncia das bactérias foi verificada por meio da inoculagdo dos isolados em
mudas de café. Para isso, foram utilizados os 20 isolados bacterianos encontrados nas
duas variedades de café, cultivados em meio Dygs liquido por 24 horas, a 30 °C, para o
preparo do inoculante, onde foi adicionado 5 ml da solucdo bacteriana diretamente no
sistema radicular das plantas, no momento do plantio das mudas. Foi montado dois
experimentos, um para cada variedade, sendo avaliados separadamente.

As mudas foram plantadas em vasos plasticos com capacidade de 18 litros, e 0
solo utilizado para o enchimento dos vasos, foi caracteristico do campus da UESB -
Vitdria da Conquista, e classificado de acordo com a classe textural como franco argilo
arenoso, com suas devidas correcdes de fertilidade de acordo com a andlise de solo
precedentes ao plantio. O solo da rea de cultivo apresentava as seguintes caracteristicas:
pH: 5,0; P: 1,0 mg dm®; K*: 0,13 cmol ¢ dm™; Ca?*: 1,0 cmol ¢ dm=; Mg?*: 0,7 cmol ¢
dm3; AP*: 0,3 cmol ¢ dm™, V% 45, m% 14, na camada de 0-20 cm de profundidade,
tendo sido corrigido com a adic¢do 2,7 g de calcéario dolomitico em cada vaso.

Para a montagem do primeiro experimento com a variedade Catuai vermelho IAC
144, adotou-se o delineamento em blocos casualizados, com 5 repeticbes, onde 0s
tratamentos foram os 12 isolados da variedade Catuai e mais uma testemunha sem
inoculagdo (T1), perfazendo 65 parcelas (Tabela 1). Para a variedade Catucai amarelo
2SL adotou-se 0 mesmo arranjo experimental, por meio da utilizacdo dos 8 isolados da

variedade Catucai e 1 testemunha sem inoculacdo (T2) totalizando 45 parcelas (Tabela
1).

Tabela 1- Tratamentos das variedades de Coffea arabica, Catuai vermelho IAC 144 e
Catucai amarelo 2SL com suas respectivas testemunhas.

Tratamento Variedade
T1 Catuai IAC 144
MCVCO01 Catuai IAC 144
MCVC 02 Catuai IAC 144
MCVC 03 Catuai IAC 144
MCVC 05 Catuai IAC 144
MCVC 07 Catuai IAC 144
MCVC 09 Catuai IAC 144
MCVC 11 Catuai IAC 144
MCVC 13 Catuai IAC 144
MCVC 14 Catuai IAC 144
MCVC 15 Catuai IAC 144
MCVC 17 Catuai IAC 144
MCVC 19 Catuai IAC 144

Tratamento Variedade
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T2 Catucai 2SL

MCVC 04 Catucai 2SL
MCVC 06 Catucai 2SL
MCVC 08 Catucai 2SL
MCVC 10 Catucai 2SL
MCVC 12 Catucai 2SL
MCVC 16 Catucai 2SL
MCVC 18 Catucai 2SL
MCVC 20 Catucai 2SL

As mudas utilizadas para a montagem do experimento para as duas variedades
possuiam idades de 150 dias, provenientes de um viveiro comercial localizado na cidade
de Barra do Choga (BA).

Apos 75 dias de experimento ao ar livre, avaliou-se a altura (cm) das plantas com
auxilio de régua graduada, o diametro (mm) com um paquimetro digital e contagem do
numero de folhas. Apds isso, as plantas foram retiradas do campo e levadas ao laboratério
para a obtencdo da massa fresca de raiz e parte aérea, massa seca de parte aérea e raiz,
onde o material foi acondicionado em embalagens de papel e submetido a secagem em
estufa com circulagéo forcada de ar, a temperatura de 65°C, durante 72 horas, e o peso foi
verificado utilizando balanca de precisdo de 0,001 g. As plantas foram comparadas ao
controle (plantas ndo inoculadas) a fim de correlacionar a interacdo da bactéria na

melhoria dos fatores de crescimento inicial da cultura.

2.5 Andlises estatisticas

A andlise morfoldgica dos isolados foi realizada com base nas caracteristicas
relacionadas a morfologia das col6nias e padrdes conhecidos e descritos na literatura, para
isso, construiu-se um dendrograma de similaridade com uso do software XLSTAT versao
22.3 (Addinsoft, 2020), com base na distancia euclidiana, que pressupde que gquanto
maior o valor observado menos parecidos serdo os objetos, visando comparar e agrupar
os isolados em classes.

Os dados referentes a mensuracao das plantas em vasos, foram submetidos aos
testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Bartlett), e apds a verificacéo
positiva em ambos, utilizou-se o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade para o

agrupamento das médias no programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).
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3. Resultados e discussao

3.1 Isolamento e Contagem de Numero Mais Provavel (NMP) dos isolados

O resultado do isolamento e da contagem, mostrou que houve variagcdes na
ocorréncia de bactérias promotoras de crescimento nos diferentes microambiente e meios
de cultura que foram realizados os isolamentos dos materiais vegetais para as duas
variedades, havendo a formacdo de pelicula aerotaxica caracteristica, nos meios
semissdlidos IMV, NFb, JNFb e LGI (Tabela 2).

Tabela 2- Populagéo de bactérias promotoras de crescimento vegetal isoladas de folhas,

raizes e solo rizosférico de duas variedades de café de plantios comerciais localizados em
Barra do Choca — Ba no ano de 2020.

NMP

NFb JNFb JMV LGl

VAR

F R S F R S F R S F R S

Catuai  75x102  7x10° 75x10° 9x10®  1,5x10° 3,5x10° 4x10° 3,5x10° 9,5x10° 0 4x10°  3x10°
Catucai  2x10°  7x10° 15x10® 65x10>  4x10*  2,5x10° 4x10'  4x10'  4x10?  7x10° 4x10°® 7x10'

*NMP: ndmero mais provavel / VAR: Variedades/F: folha/ R: raiz/ S: solo rizosférico

Para a variedade Catuai, € possivel observar, que a populagdo de bactérias foi
superior no solo rizosférico, seguido pela raiz e folha, para todos os meios de cultura. Ja
para a variedade Catucai, a maior populacdo de bactérias foi verificada na raiz das plantas
nos meios NFb e JNFb. No meio JMV observou-se uma maior popula¢do no solo
rizosférico e somente no meio LGI que a populacdo de bactérias foi superior na folha.

Os resultados para a populacdo de bactérias, obtidos por microambientes, estdo de
acordo com o0s encontrados por Souza (2018), que no isolamento de bactérias em
variedades de café, nos meios NFb, JNFb e JMV, obteve uma maior quantidade de
isolados nas raizes, representando 90,4% do total das estirpes isoladas (66) e apenas 9,6%
(7) foram correspondentes a parte aérea. A capacidade para liberar uma grande variedade
de compostos para a rizosfera € uma das caracteristicas metabo6licas mais notaveis das
raizes das plantas, com cerca de 5-21% de carbono total fotossinteticamente fixado sendo
transferido para a rizosfera através da exsudacdo radicular (Nguyen, 2003; Galdiano
Junior et al., 2011).

Essa maior populacdo de bactérias nas raizes pode estar associada ao fendmeno
quimiotatico, que atrai bactérias em direcdo aos exsudatos radiculares, justificando que o

crescimento radicular implica em aumento de substratos de carbono na zona radicular, os
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quais promovem a proliferacdo de rizobactérias em face deste ambiente (Hartmann et al.,
2009). Essas moléculas podem atrair BPCV e inibir bactérias patogénicas, através de
competicdo de nicho ou compostos antibacterianos (Bais et al., 2006).

Embora a filosfera seja um habitat microbiano com reduzida populacdo de
bactérias como relatado no presente estudo e na literatura (Lindow e Brandl, 2003;
Vorholt, 2012) e as principais doengas do cafeeiro sejam por vias foliares, ainda ndo ha
dados com relacdo a microbiota de folhas de café. Sabe-se que a composicdo, a
diversidade e a abundancia de bactérias nas folhas depende de varios fatores, como o
gendtipo da planta hospedeira, a idade da folha, as condigBes ambientais (isto é, a
umidade, radiacdo UV, temperatura) e disponibilidade de macro e micronutrientes
(Lindow e Brandl, 2003).

E possivel observar que, mesmo com altos valores da populacdo inicial de
bactérias (Tabela 2), esse numero ndo refletiu no nimero total de isolados, que apés a
purificacdo por material de origem (raiz, folha e solo rizosférico), obteve-se um total de
20 isolados bacterianos, provenientes de plantas adultas de café, sendo 12 isolados da
variedade Catuai vermelho IAC 144 e 8 isolados da variedade Catucai amarelo 2SL
(Tabela 3).

Tabela 3- Isolados obtidos em seus respectivos meios de cultura, microambiente e
diluicéo.

Variedade Catuai IAC 144

Isolado Meio Origem Diluicao
MCVCO01 JMV Folha 101
MCVC 02 JMV Solo 101
MCVC 03 JIMV Raiz 1072
MCVC 05 JMV Solo 102
MCVC 07 JIMV Solo 103
MCVC 09 JMV Raiz 10*
MCVC 11 JIMV Solo 10°
MCVC 13 JMV Solo 107
MCVC 14 JNFb Folha 10t
MCVC 15 JNFb Solo 101
MCVC 17 JNFb Solo 10
MCVC 19 NFb Folha 101

Variedade Catucai 2SL

Isolado Meio Origem Diluicao
MCVC 04 JMV Raiz 102
MCVC 06 JIMV Solo 1072
MCVC 08 JMV Solo 10°®
MCVC 10 JMV Raiz 10
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MCVC 12 JMV Raiz 10°®

MCVC 16 INFb Raiz 10
MCVC 18 INFb Folha 10
MCVC 20 NFb Solo 10

Dos 12 isolados da variedade Catuai, obteve-se 7 isolados no solo rizosférico
(58,3%), 3 isolados de folha (25%) e 2 da raiz (16,7%). Deste total, 8 isolados foram
provenientes do meio JMV (similares a Burkholderia spp.), 3 isolados encontrados no
meio JNFb (similares a Herbaspirillum spp.) e 1 isolado de NFb (similares a Azospirillum
Spp).

Ja em relacdo a variedade Catucai, obteve-se 3 isolados no solo rizosférico
(37,5%), 1 de folha (12,5%) e 4 da raiz (50%), totalizando 8 isolados. Deste total, obteve-
se 5 isolados do meio JMV (similares Burkholderia spp.), 2 isolados de JNFb (similares
Herbaspirillum spp.) e 1 isolado de NFb (Azospirillum spp).

N&o foram obtidos isolados no meio LGI, apresentando a auséncia de
microrganismos bacterianos do género Gluconacetobacter, pois, ap0s sucessivas
repicagens, as coldnias isoladas ndo mantiveram seu crescimento apos a purificacdo dos
isolados, para nenhuma variedade avaliada.

As variagbes que ocorrem na comunidade bacteriana cultivvel associada as
variedades de café pode estar relacionada a liberacdo de exsudatos, pois as modificacdes
que ocorrem na populacdo microbiana da raiz e do solo da rizosfera sdo altamente
dependentes do tipo de solo, espécie vegetal e gendtipo utilizado (Ribeiro, 2018;
Castellanos, et al., 2010).

Estudos realizados por Caldwell et al. (2015) corroboram com o presente trabalho,
no qual eles avaliaram a diversidade procariotica na rizosfera de fazendas de café
organicas, intensivas e de transi¢do no Brasil, e constataram que, assim como em outros
microbiomas do solo, o solo rizosférico associado as plantas de café continha um grupo

altamente diversificado de procariontes.

3.2 Caracterizacdo morfoldgica

A diversidade fenotipica rizobacteriana encontrada atraves da caracterizagédo
morfoldgica dos isolados das duas variedades de café, Catuai vermelho IAC 144 e Catucai
amarelo 2SL, pode ser observada nos dendrogramas de similaridade das Figuras 1 e 2,
respectivamente. O dendrograma de similaridade agrupou os isolados em trés grandes

grupos.
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Dendrograma de similaridade
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Figura 1- Dendrograma de similaridade baseado em caracteristicas fenotipicas pelo
método de separacdo euclidiana de isolados bacterianos de coffea arabica da variedade
Catuai vermelho IAC 144. Os isolados foram comparados com estirpes-tipo de
Herbaspirillum spp., Azospirillum spp. e Burkholderia spp.

Ao analisar o Dendrograma observa-se que na menor distancia euclidiana, dos 12
isolados encontrados na variedade Catuai, 41,7% se assemelham aos padrbes de
Burkholderia spp. (MCVCO01, MCVC05, MCVC09, MCVC11, MCVC13) o que era
esperado ja que quase todos os isolados foram obtidos a partir do meio JMV, comumente
utilizado ao isolar bactérias desse género.

Nota-se ainda um isolado agrupado como pertencente aos géneros Azospirillum
spp. e Herbaspirillum spp. (MCVC14) e seis isolados que ndo se assemelharam com
nenhum dos padrfes estabelecidos (MCVC02, MCVC03, MCVC07, MCVCI15,
MCVC17, MCVC19).

Ao analisar o dendrograma para a variedade Catucai (Figura 2), nota-se que 0
padrdo Burkholderia spp.(meio JMV) foi o que se assemelhou ao maior nimero de
isolados e sdo 0s que mais se aproximam de acordo com a distancia euclidiana,
representando 62,5% do total de 8 isolados encontrados para essa variedade (MCVCO04,
MCVCO06, MCVC08, MCVC16, MCVC20), entretanto, dois desses isolados, MCVC16
e MCVC20,foram obtidos nos meios JNFb e NFb, respectivamente.
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Dendrograma de similaridade
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Figura 2- Dendrograma de similaridade baseado em caracteristicas fenotipicas pelo
método de separacdo euclidiana de isolados bacterianos de coffea arabica da variedade
Catucai amarelo 2SL. Os isolados foram comparados com estirpes-tipo de
Herbaspirillum spp., Azospirillum spp. e Burkholderia spp.

A andlise do dendrograma indicou que existem alguns isolados com alta
semelhanca, quando na verdade, foram obtidos de outros meios que selecionam bactérias
pertencentes a outros géneros, como exemplo tem-se os isolados MCVC10 e MCVC12,
agrupados como sendo dos géneros Herbaspirillum e Azospirillum, entretanto, foram
isolados do meio JMV, que se assemelha aos padrdes de Burkholderia spp. Nota-se ainda,
um isolado (MCVC18) que néo se assemelhou com nenhum dos padrdes estabelecidos,
apresentando uma grande distancia euclidiana.

Em principio, os resultados mostram que a alta diversidade fenotipica e a baixa
similaridade dos isolados, demonstram bactérias diferentes. A formacdo de pelicula
aerotaxica de crescimento em todos os isolados apresentou o indicativo de fixagdo
bioldgica de nitrogénio, e 0 género que se caracteriza por esse mecanismo € O
Azospirillum spp., resultados diferentes ao verificado no presente estudo.

Considerando os padr6es morfoldgicos, diante dos resultados encontrados na
analise do dendrograma, é possivel observar que é uma técnica para criar grupos através
da comparagéo das semelhancas entre os isolados, pois trata-se de um método qualitativo
de classificacéo, e o resultado pode variar conforme descrito e observado, além de que
géneros e espécies diferentes podem apresentar caracteristicas morfoldgicas semelhantes
(Paz, 2009).
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3.3 Caracterizacdo Fisiologica

3.3.1 Potencial de fixacao de Nitrogénio in vitro

Todos os 20 isolados foram capazes de crescer e formar pelicula em todos os
meios de cultura semissolido (JMV, JNFb e NFb) sem adicdo de nitrogénio ap0s
sucessivas repicagens, sendo um indicativo de que esses isolados podem promover a
fixac&o biologica de nitrogénio.

O meio JMV que facilita o isolamento de bactérias do género Burkholderia foi o
que apresentou mais representantes entre os fixadores de N para as duas variedades de
café, seguido pelos meios JNFb e NFb, que selecionam bactérias que se assemelham aos

padrdes de Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum spp, respectivamente.

3.3.2 Solubilizacéo de fosfato inorganico

Para a solubilizacdo de fosfato inorganico, 65% das bactérias foram capazes de
formar halo em torno das col6nias e apenas o isolado MCVCO01 apresentou alto indice de
solubilizacdo final (IS = 4,45) aos 15 dias de avaliacdo. Seis apresentaram indice de
solubilizacdo médio (MCVCO07, MCVC15, MCVC16, MCVC18, MCVC20), sete foram
classificados com baixa solubilizacdo (MCVC02, MCVC05, MCVC06, MCVCO08,
MCVC11, MCVC13 e MCVCL17) e os demais ndo apresentaram solubilizacdo aparente

no periodo de 15 dias de avaliacdo (Tabela 4).

Tabela 4 - Capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio por 20 isolados bacterianos
de duas variedades de café, Catuai vermelho IAC 144 e Catucai amarelo 2SL.

P-Ca
Isolados so:zg:ill?z:(?éo Capac_id_ade~de 1S Solubilizacio
(dia) solubilizagdo Inicial Final

MCVCO01 3 Precoce 1,69 4,45 Alta
MCVC 02 6 Tardia 1,28 1,40 Baixa
MCVC 03 - NSA - - -
MCVC 04 - NSA - - -
MCVC 05 6 Tardia 1,34 1,59 Baixa
MCVC 06 9 Tardia 1,41 1,59 Baixa
MCVC 07 6 Tardia 1,82 2,07 Média
MCVC 08 9 Tardia 1,55 1,94 Baixa
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MCVC 09 - NSA - - -
MCVC 10 - NSA - - -
MCVC 11 6 Tardia 1,76 1,80 Baixa
MCVC 12 - NSA - - -
MCVC 13 6 Tardia 1,58 1,79 Baixa
MCVC 14 - NSA - - -
MCVC 15 6 Tardia 1,86 2,14 Média
MCVC 16 6 Tardia 2,00 2,15 Média
MCVC 17 6 Tardia 1,55 1,71 Baixa
MCVC 18 3 Precoce 1,46 3,36 Média
MCVC 19 - NSA - - -
MCVC 20 6 Tardia 1,71 2,26 Média

NSA= Ndo solubilizadora aparente

Dentre os isolados capazes de solubilizar o fosfato de Calcio, 3 (14,3%) se
comportaram como precoces, cujo crescimento foi verificado até o terceiro dia de
incubacdo (MCVCO1 e MCVC18), e 11 isolados (52,4%) tiveram seus crescimentos
classificados como tardios (MCVC02, MCVC05, MCVC06, MCVC07, MCVCO08,
MCVC11, MCVC13, MCVC15, MCVC16, MCVC17, MCVC20). Os demais isolados
ndo apresentaram capacidade de solubilizacdo no periodo de 15 dias de avaliacdo
(MCVCO03, MCVC04, MCVC09, MCVC10, MCVC14, MCVC19).

Segundo Khan et al. (2010), os microrganismos solubilizadores de fosfato
inorganico constituem cerca de 5 a 10% da microbiota total dos solos, estes
disponibilizam o fosfato até entdo insoltvel as plantas e as plantas por meio de suas raizes
disponibilizam ricas fontes de carbono, em especial aglcares e acidos organicos,
fundamentais para o crescimento bacteriano.

O fosforo é considerado 0 macronutriente mais limitante para a producéo agricola
devido as perdas por adsorcdo nas particulas do solo, e a inoculacdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato ou 0 manejo da populacdo destes microrganismos em culturas
agronomicamente importantes, como é o caso do café, traz grandes beneficios ao
desenvolvimento das plantas, devido a capacidade de solubilizar fontes de fosfatos
inorganicos insoltveis aumentando o contetudo de fosforo soluvel na solugdo do solo
(Souchie et al., 2005).

Como relatado na literatura, o fosforo aumenta a quantidade de pelos radiculares,
favorecendo mais sitios de infeccdo para os microrganismos diazotréficos, além de
contribuir para a sintese de adenosina trifosfato (ATP), essencial no funcionamento da

enzima nitrogenase e na FBN. O P é um nutriente indispensavel as plantas, participando
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como componente estrutural dos acidos nucléicos, fosfolipidios, ATP, sendo um
elemento chave de vias metabdlicas, bioquimicas e particularmente importante para a
FBN (Richardson e Simpson, 2011).

Cisneros et al. (2016) testaram microrganismos solubilizadores de fosfato, como
Kocuria sp. e B. subtilis, para verificar seu potencial como promotores de crescimento
em café, e eles observaram que a solubilizacéo de fosfato por essas bactérias demonstrou
ser um mecanismo importante para a planta, melhorando a disponibilidade de P e alguns
nutrientes como é o caso do N para as mudas de café em um solo localizado em Palmira,
na Colombia.

O potencial das bactérias em solubilizar fosfato também foi verificado em um
estudo realizado no sudoeste da Etiopia por Mulleta et al. (2013), onde eles observaram

que mais de 72% das rizobactérias foram capazes de solubilizar o P mineral.

3.3.3 Producéo de acido indolacético (AlA)

Dos 20 isolados bacterianos para a produgdo de AIA a partir do triptofano, os
dados mostraram que 100% foram promissores para essa atividade, cujos valores
variaram entre 60,08 a 67,02 pg.ml? para os isolados MCVC20 e MCVCO1,

respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracterizacdo fisioldgica dos isolados bacterianos de café, quanto a producéao
de compostos inddlicos.

Isolados Acido indolacético (ug.ml?)
MCVCO01 67,02
MCVC 02 63,36
MCVC 03 62,63
MCVC 04 63,78
MCVC 05 61,90
MCVC 06 62,05
MCVC 07 62,34
MCVC 08 62,53
MCVC 09 60,67
MCVC 10 61,54
MCVC 11 61,82
MCVC 12 61,43
MCVC 13 63,12
MCVC 14 60,68
MCVC 15 61,88
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MCVC 16 61,52

MCVC 17 63,77
MCVC 18 62,32
MCVC 19 61,54
MCVC 20 60,08

Etesami, Alikhani e Hosseini (2015) relataram que mais de 80% das bactérias
isoladas da rizosfera sdo aptas a produzir AIA, o que favorece o crescimento das plantas,
devido a presenca de triptofano nos exsudatos liberados pelas raizes, estimulando a sintese
de auxina na rizosfera (Bogas et al., 2016). De acordo com Cassan et al. (2014), em
condicdes de cultivo, a producdo de AIA pode variar de 5 a 50 pg ml?, dependendo do
meio de cultivo e da estirpe testada. Por outro lado, Bashan e de-Bashan (2010)
reportaram elevada capacidade de bactérias A. brasilense para produzir AIA, variando
de 93 a 379 pg mi,

No presente estudo, considerando a mesma unidade (ug mil?t) o isolado
MCVCO1 produziu 67,02 pg. ml™* de AIA, cujo valor é bastante superior ao encontrado
por Madhaiyan et al. (2004), avaliando amostras de plantas de Coffea arabica em
diversas regides geograficas do distrito de Nilgiris, situado no sul da india e foram
identificados quatro isolados de Gluconacetobacter diazotrophicus dos tecidos da raiz
de café, com sintese de AIA na presenca do triptofano, equivalente a 1,25 ug ml™! com
glicose e 1,55 pg ml ! com sacarose.

El-Khawas e Adachi (1999) observaram que na presenca de concentragdes 6timas
de células das espécies de bactérias diazotroficas Azospirillum brasilense e Klebsiella
pneumoniae ocorria um aumento significativo do comprimento radicular, area, massa
seca e desenvolvimento lateral de raizes e pelos radiculares em café.

Esses resultados demonstram que estes microrganismos sdao uma fonte com
potencial para a aplicacdo biotecnolégica em diferentes areas, caracterizados como
promotores de crescimento vegetal. Esse mecanismo favoreceu a maior sintese de
compostos nitrogenados, pelo aumento na atividade da redutase do nitrato, quando
crescem endofiticamente nas plantas, além da producdo de hormoénios, como auxinas e
solubilizacdo de fosfato, como elucidado por Hungria (2011), que, revisando Vvarios
autores, conceituou as BPCV como grupo de microrganismos benéficos as plantas,
devido a sua capacidade de colonizar a superficie das raizes, rizosfera, filosfera e tecidos

internos das plantas.
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Observou-se no presente estudo que a sintese de AIA proporcionou efeito
benéfico para o crescimento da raiz, o que pode estar atribuido ao maior acesso a 4gua e
nutrientes do solo. Esse hormonio possui influéncia principalmente no sistema radicular;
pode promover o alongamento das raizes principais, estimular a emissdo de raizes
secundarias e pelos absorventes e, ainda, expressar acimulo de massa sobre 0s

componentes da raiz (Hungria, 2011).

3.4 Eficiéncia das bactérias em promover o crescimento de mudas de café

Os resultados obtidos para massa fresca de raiz (MFR), massa seca de raiz (MSR)
e nimero de folhas da variedade Catuai IAC 144, ndo apresentaram diferenga
significativa quando as mudas foram inoculadas com BPCV quando comparadas a
Testemunha (Tabela 6).
Tabela 6- Avaliacdo de crescimento de mudas de café variedade Catuai vermelho IAC

144 inoculadas com bactérias promotoras de crescimento, avaliadas aos 75 dias apds o
plantio em vasos ao ar livre.

Diametro Altura  MFR MFPA MSR MSPA NUF

Trat
mmmmmmmmmeeCMmmmmmm e gramas-------------------

T1 04b 222b 220a 12,2b 3,8a 42D 18 a
MCVCO01 0,6a 242a 348a 28,7 a 59a 9,6a 23 a
MCVCO02 0,6 a 32,1a 378a 26,7 a 56a 8,9a 21 a
MCVCO03 0,6a 305a 264a 23,4 a 44 a 8,0a 24 a
MCVCO05 0,6 a 299a 290a 25,4 a 50a 91a 20 a
MCVCO07 0,6a 36,5a 38,0a 26,9 a 59a 8,6a 21 a
MCVC09 0,6 a 322a 351a 29,5a 56a 9,8a 21 a
MCVC11 0,6a 359a 345a 28,1a 58a 92a 20 a
MCVC13 0,6 a 31,7a 310a 255a 49a 8,6a 20 a
MCVC14 0,6a 36,3a 37,0a 319a 6,2 a 10,5a 23 a
MCVC15 0,6 a 3l4a 34,0a 29,4 a 54a 96a 24 a
MCVC17 0,6a 344a 388a 3l5a 6,1 a 99a 23 a
MCVC19 0,6 a 3l4a 328a 25,9 a 51a 8,8a 19 a

Cv (%) 16,8 12,46 32,5 29,8 24,7 28,5a 18

MFR= massa fresca da raiz; MFPA= massa fresca parte aérea; MSR = massa seca da raiz; MSPA = massa
seca parte aérea; NUF= nimero de folhas; CV (%) = coeficiente de variacdo. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Entretanto, embora ndo significativos estatisticamente, houve incremento no
crescimento das mudas inoculadas quando comparado ao controle, em MFR o isolado

MCVC17 apresentou resposta superior de 76,36%, em numero de folhas (NUF) o isolado
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MCVC15 teve 33,33%, e em MSR o isolado MCVC14 apresentou 63,15% de incremento
em relacdo a testemunha.

Ja para as variaveis diametro, altura, massa fresca de parte aérea (MFPA) e massa
seca de parte aérea (MSPA) observa-se que todos os isolados foram estatisticamente
iguais entre si, diferindo apenas da testemunha. Houve incremento significativo de 50,
63, 62 e 150%, respectivamente, em relacdo a testemunha quando se utilizou o isolado
MCVC14.

Isso evidencia que a inoculacdo com os isolados favoreceu o crescimento das
mudas em relacdo ao tratamento sem inoculagdo, podendo ser isolados indicados para a
utilizacdo como promotores de crescimento em café. A contribuicdo da fixagao bioldgica
para a nutricdo da planta, ou a producdo de hormdénios pela bactéria, como verificado na
Tabela 5 por meio da producéo de auxina (Okon e Vanderleyden, 1997) também pode ter
favorecido a planta na absorc¢do dos nutrientes presentes no solo no periodo experimental.

Sendo assim, € possivel que as alteracfes morfoldgicas (altura de planta, MFPA e
MSPA) nas plantas inoculadas tenham ocorrido em funcéo da planta ter acumulado maior
teor de N nas folhas devido a contribuicdo da FBN. De acordo com Fukami et al. (2017),
as bactérias podem favorecer a nutricdo nitrogenada das culturas, incrementando a
capacidade de assimilacdo de N, indiretamente, com o crescimento do sistema radicular,
ou diretamente, estimulando o sistema de transporte de N das plantas, levando ao
incremento de massa seca de raiz, de modo a reduzir gastos com adubacdes nitrogenadas
e tornando o sistema sustentavel. O N € o elemento que mais limita o crescimento vegetal
e a sua baixa disponibilidade esta associada a reducdo da divisao e expanséo celular, da
area foliar e da fotossintese (Chanway et al., 2014).

Outro fator que pode estar associado aos maiores incrementos para as variaveis
diametro, altura, MFPA e MSPA, consiste no alongamento da raiz priméaria e de pelos
radiculares pelas BPCV (Hari e Srinivasan, 2005; Gosal et al., 2012), favorecendo uma
maior superficie de contato com o solo 0 que permite captar mais dgua e nutrientes,
auxiliando no crescimento da planta, por mais que a MFR e MSR né&o diferiram
estatisticamente da testemunha.

Resultados encontrados por Pimentel et al. (2008) estudando o desenvolvimento
e nutricdo de mudas de cafeeiro inoculadas com bactérias promotoras de crescimento,
corroboram com o presente estudo, nos quais 0s autores observaram que a massa seca de
folhas aumentou significativamente quando inoculadas com a bactéria A. brasilense e que

a inoculagdo promoveu um incremento de 27% na biomassa das folhas de café variedade
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Icatu em relacdo a testemunha sem inoculagdo. 1sso pode ser atribuido a capacidade de
promogé&o de crescimento vegetal por meio da FBN, o que favoreceu o0 aumento na massa
seca de folhas.

O diametro das plantas foi superior a testemunha, quando inoculadas com quase
todos os isolados bacterianos, exceto para o isolado MCVCO04, que foi estatisticamente
igual a testemunha. As mudas de café obtiveram valores de altura semelhante entre os
isolados, diferindo apenas da testemunha com resultado bastante inferior (Tabela 7).

Apesar da massa fresca e massa seca de raiz, ndo apresentarem variagcdo
estatisticamente significativa em nenhum dos tratamentos, observa-se que h& um
incremento de 76 e 68% para essas duas caracteristicas quando se utilizou o isolado

MCVCO08, respectivamente.

Tabela 7- Avaliacdo de crescimento de mudas de café variedade Catucai amarelo 2SL
inoculadas com bactérias promotoras de crescimento, avaliadas aos 75 dias ap6s o plantio
em vasos ao ar livre.

Diametro  Altura MFR MFPA MSR MSPA NUF
e o7 (L gramas-------------------

T2 0,4b 242D 235a 144 c 40a 49c 17 a
MCVC04 05b 36,5a 33,7a 25,6 a 51a 8,6 a 23 a
MCVC06 0,6a 359a 32,7 a 26,1 a 52a 9,0a 23 a
MCVC08 0,6a 36,3a 414 a 32,6a 6,7 a 11,2 a 26 a
MCVC10 0,6a 34,4 a 29,2 a 22,3b 44a 7,6b 21 a
MCVC12 0,6a 37.8a 34,7 a 299a 55a 10,5a 24 a
MCVCl16 06a 35,3a 33,7 a 27,2 a 56a 94 a 25 a
MCVC18 0,6a 33,1a 305a 23,1b 50a 7.8b 22 a
MCVC20 06a 36,7 a 34,7 a 325a 56a 10,3 a 25 a

%Cv 14,2 7,2 27,2 23,8 27,2 24,4 23
MFR= massa fresca da raiz; MFPA= massa fresca parte aérea; MSR = massa seca da raiz; MSPA = massa
seca parte aérea; NUF= nimero de folhas; CV (%) = coeficiente de variacdo. Médias na coluna seguidas
pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Trat

Embora sem diferenca significativa, o nimero de folhas com o uso do isolado
MCVCO08 também proporcionou um incremento em relacéo a testemunha (T2), de 53%,
0 que equivale a um aumento expressivo na area fotossintética da planta, podendo resultar
em maior disposicdo de carboidratos e crescimento da planta, acarretando em maior
diametro, altura, quantidade de massa seca e fresca de raiz e parte aérea, com a utilizacdo
dessa mesma bacteria.

Por fim, a massa fresca e seca da parte area das plantas apresentou resultados

significativos, com maiores valores para todos os isolados em relagdo a testemunha. Os
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maiores valores foram obtidos quando houve a associagdo com os isolados MCVCO04,
MCVC06, MCVC08, MCVC12, MCVC16 e MCVC20. Além disso, o isolado MCVC08
se destacou para ambas as caracteristicas e proporcionou um aumento de 126,4 e 128,6%,
respectivamente, em relacdo ao controle (Tabela 5). J& os menores valores para dadas
caracteristicas foram observados ao se utilizar os isolados MCVC10 e MCVC18, porém
os resultados ainda foram superiores a testemunha.

Diante dos resultados é preciso salientar a interdependéncia fisiologica entre o
sistema radicular e a parte aérea da planta, uma vez que, as folhas participam fornecendo
todos os compostos organicos primordiais para o desenvolvimento, e as raizes, como
fonte principalmente de nutrientes minerais, agua e fitormonios, todos indispensaveis
para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Assim, taxas de crescimento de parte
aérea maiores podem ser favorecidas pelo sistema radicular.

Dessa forma, a introducdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal em
mudas de café, surge como uma alternativa vidvel para a producéo agricola e, a0 mesmo
tempo, uma alternativa de cultivo com maiores ganhos, pois promove um melhor e mais
rapido crescimento das plantas ao se diminuir o tempo de formacdo das mudas,
reduzindo-se o custo de producéo, visto que, 0s custos de manutencdo das mudas nos
viveiros durante meses até o seu plantio definitivo no campo, pode ser acelerado,
reduzindo assim os custos operacionais, além de aumentar a porcentagem de pegamento

das mudas e estabelecimento das mesmas no campo.

4. Conclustes

1. As variedades respondem diferentemente a inoculacdo com bactérias promotoras
de crescimento. Os isolados encontrados na variedade Catucai amarelo 2SL,
promoveram respostas diferentes para algumas caracteristicas avaliadas quando
comparadas a variedade Catuai vermelho IAC 144

2. Todos os isolados de ambas as variedades sdo promotores de crescimento por
meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio e o género Burkholderia agrupou um
maior numero de isolados.

3. Todos os isolados promovem incrementos em mudas de café para as variaveis
didametro, altura, massa fresca e massa seca de parte aérea, com destaque para o
isolado MCVC14 para a variedade Catuai e MCVCO08 para a variedade Catucai.
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RESUMO - A utilizacdo de plantas de alta qualidade, na fase inicial, é fundamental para
0 estabelecimento de cultivos bem-sucedidos, especialmente tratando-se de culturas
perenes, como o café. Este trabalho tem por objetivo avaliar e selecionar bactérias capazes
de promover o crescimento de mudas de café, previamente selecionadas in vitro. O
trabalho foi desenvolvido na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia. Foram
conduzidos dois experimentos independentes com duas variedades de Coffea arabica L,
Catuai vermelho IAC 144 e Catucai amarelo 2SL, a fim de selecionar os melhores
isolados bacterianos para promover o crescimento de mudas de café. Obteve-se 20
isolados, 12 para a variedade Catuai e 8 para a variedade Catucai. Para a montagem do
primeiro experimento com a variedade Catuai, adotou-se o delineamento em blocos
casualizados, cujos tratamentos foram constituidos por 12 isolados bacterianos e 1
controle sem inoculacéo, totalizando 13 tratamentos com 5 repeti¢cdes, perfazendo 65
parcelas. J& para o segundo experimento com a variedade Catucai, adotou-se 0 mesmo
arranjo experimental, por meio da utilizacédo de 8 isolados e 1 testemunha, totalizando 45
parcelas. Aos 45 dias, avaliou-se a altura das plantas, diametro, proporgdo entre parte
aérea e raiz, indice SPAD, massa seca de raiz e de folhas e nimero de folhas. Os isolados
MCVC07, MCVC15, MCVC17 e MCVC19 favoreceram as melhores respostas para o
crescimento de mudas de café para a variedade Catuai; e, para a variedade Catucai, as
melhores respostas foram obtidas com os isolados MCVC04, MCVC06, MCVC12 e
MCVC16. O uso das BPCV apresenta-se como excelente alternativa no desenvolvimento
e crescimento inicial de mudas de cafe.

Palavras-chave: Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio. Isolados Bacterianos. Promocéo de
Crescimento.

ABSTRACT: The use of high quality plants in the initial phase is essential for the
establishment of successful crops, especially in the case of perennial crops such as coffee.
This work aims to evaluate and select bacteria capable of promoting the growth of coffee
seedlings, previously selected in vitro. The work was carried out at the State University
of Southwest Bahia. Two independent experiments were carried out with two varieties of
Coffea arabica L, Catuai vermelho IAC 144 and Catucai amarelo 2SL, in order to select
the best bacterial isolates to promote the growth of coffee seedlings. Twenty isolates were
obtained, 12 for the Catuai variety and 8 for the Catucai variety. To set up the first

32



experiment with the Catuai variety, a randomized block design was adopted, where the
treatments consisted of 12 bacterial isolates and 1 control without inoculation, totaling 13
treatments with 5 replications, totaling 65 plots. For the second experiment with the
Catucai variety, the same experimental arrangement was adopted, using 8 isolates and 1
control, totaling 45 plots. At 45 days, plant height, diameter, shoot to root ratio, SPAD
index, root and leaf dry mass and number of leaves were evaluated. The isolates
MCVCO07, MCVC15, MCVC17 and MCVC19 favored the best responses for the growth
of coffee seedlings for the Catuai variety and for the Catucai variety, the best responses
were obtained with the isolates MCVC04, MCVC06, MCVC12 and MCVC16. The use
of BPCV present themselves as an excellent alternative in the development and initial
growth of coffee seedlings.

Keyword: Biological Nitrogen Fixation. Bacterial Isolates. Select.

1 INTRODUCAO

O café, por ser uma das culturas mais importantes no cenario econémico nacional,
é potencialmente atrativo do ponto de vista comercial, sendo o Brasil seu maior produtor,
maior exportador e segundo maior consumidor mundial de café, produzindo cerca de 8,1
bilhGes de dblares na safra 2021/2022. Durante esse periodo, o Brasil exportou 39,6
milhdes de sacas e consumiu 21,61 milhdes de sacas, de acordo com os dados da
Organizagdo Internacional do Café (OIC, 2022).

Para que se alcance elevadas produtividades nos cafeeiros, a qualidade das mudas
¢ fator de grande importancia, principalmente, nos primeiros meses ap6s o plantio,
quando elas sdo submetidas as condi¢des ambientais mais adversas do que aquelas
preponderantes nos viveiros (Grossnickle, 2012). Portanto, faz-se necessario que as
mudas cheguem a campo em perfeitas condi¢Bes para o plantio, com sistema radicular e
parte aérea bem desenvolvidos para melhor aproveitamento da dgua e dos nutrientes
minerais do solo, conduzindo a uma maior tolerancia a condi¢des de deficiéncia hidrica,
situacdo essa cada vez mais recorrente.

Nesse contexto, 0 uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
surge como uma alternativa viavel por melhorar a performance produtiva das plantas
(Oliveira et al., 2015; Grady et al., 2016). Além disso, a utilizagdo dessas bactérias pode
significar aumento na germinacao, rendimento de gréos, reducao de doencas e melhoria
do crescimento da planta em culturas como: soja, feijao, algoddo, milho, sorgo, arroz,
tomate, morango, café, entre outras culturas, o que torna o produto diferenciado e eleva a
competitividade no mercado, com custos reduzidos para o produtor (Osério Filho et al.,
2014; Mareque et al., 2015; Szilagyi-Zecchin et al., 2015).
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A fim de elucidar essas a¢des e comprovar a eficiéncia da inoculacdo, buscando a
promogdo de crescimento das plantas, os ensaios com isolados bacterianos sao
necessarios. A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento pode ser realizada de
diversas formas, aplicadas como inoculante liquido, turfoso, granulado, com uso de
material organico, material inorganico, aplicacdo direta no sistema radicular, sementes,
hastes ou miniestacas.

Apesar de ser uma atividade econdmica importante, pouco se sabe sobre a
composicdo da comunidade bacteriana associada ao solo dos cafezais e como essa
comunidade se comporta, porém, alguns estudos de inoculacao de bactérias em mudas de
café mostram o potencial desses microrganismos como promotores de crescimento das
plantas. Silva et al. (2012) constataram o uso de bactérias endofiticas no controle da
ferrugem em folhas; Sakiyama (2001) e Sakiyama et al. (2003) confirmam maior
desenvolvimento de explantes de Coffea arabica e Coffea canephora em mudas
inoculadas; Silva, Barbosa e Franco Junior (2020) e Ricci et al. (2005) observaram que,
com a inoculacdo de Azospirillum brasilense, obtiveram maior crescimento da raiz
principal e maior quantidade de massa fresca de raiz, e aumento no crescimento e maior
acumulo de nutrientes nas mudas, respectivamente.

Diante disso, o presente trabalho visou avaliar e selecionar bactérias que
promovam o crescimento em plantas de duas variedades de café, por meio da inoculacéo

dos isolados previamente selecionados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecéo das bactérias

Para selecionar os isolados bacterianos que promovem o crescimento em mudas
de café, foram conduzidos dois experimentos independentes, um para a variedade Catuai
vermelho IAC 144 e o outro para a variedade Catucai amarelo 2SL. Os experimentos
foram montados ao ar livre, na area experimental da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia (UESB), campus Vitoria da Conquista — BA, utilizando mudas com idade de
120 dias.

As mudas foram plantadas em vasos plasticos, com capacidade de 14 litros, e 0

solo utilizado foi caracteristico da regido do campus da UESB - Vitéria da Conquista,
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com as caracteristicas quimicas: pH em H20 4,9; P 1 mg dm™; Ca 0,4 cmol. dm=; Mg
0,3 cmol. dm™3; K 0,08 cmol. dm™3; Al 0,5 cmolc dm™, V 19 %. As adubacdes de potassio
e fosforo foram equivalentes a 5 e 83 g/vaso de cloreto de potassio (KCL) e superfosfato
simples, respectivamente, de acordo com as recomendacgdes da 5 Aproximacdo da
Comissao de Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais (Alvarez e Ribeiro, 1999).

Para a implantagdo do primeiro experimento com a variedade Catuai vermelho
IAC 144, adotou-se o delineamento em blocos casualizados, cujos tratamentos foram
constituidos por 12 isolados bacterianos e 1 testemunha sem inoculacéo, totalizando 13
tratamentos com 5 repeti¢des, perfazendo 65 parcelas.

J& o segundo experimento foi implantado utilizando-se a variedade Catucai
amarelo 2SL e adotando o mesmo arranjo experimental do primeiro experimento,
delineamento em blocos casualizados, por meio da utilizacéo de 8 isolados e 1 testemunha
(sem inoculacéo), totalizando 45 parcelas.

Os isolados bacterianos foram crescidos em meio Dygs liquido, e inoculados nas
mudas, conforme os respectivos tratamentos, com 5 ml da solucdo bacteriana adicionados
diretamente em contato com a raiz, antes do plantio. Todos os isolados foram
padronizados com uma populacéo de 10° u.f.c. por ml.

Foram utilizados os isolados: MCVC01, MCVC02, MCVC03, MCVCO05,
MCVC07, MCVC09, MCVC11, MCVC13, MCVC14, MCVC15, MCVC17 e MCVC19,
para a variedade Catuai vermelho IAC 144; e os isolados MCVC04, MCVC06, MCVCO08,
MCVC10, MCVC12, MCVC16, MCVC18 e MCVC20, para a variedade Catucai amarelo
2SL.

Ao fim dos 45 dias, foi avaliada a altura (cm) das plantas e comprimento de raiz
(CPR) com auxilio de régua graduada, o diametro (mm) com uso de paquimetro digital,
proporcao entre parte aérea e raiz (PA/R), a contagem do numero de folhas, mediu-se o
indice SPAD utilizando-se um clorofildmetro marca Opti-scienses, modelo CCM/200,
cuja avaliacao foi realizada em trés folhas completamente expandidas e fisiologicamente
maduras, localizadas na por¢do mediana da copa. Para cada planta, considerou-se o indice
SPAD como resultante da média aritmética dessas trés folhas. Obteve-se também a massa
seca de parte aérea e raiz, cujos materiais foram acondicionados em embalagens de papel
e submetidos a secagem em estufa com circulagéo forcada de ar, a temperatura de 65°C,
durante 72 horas, e o0 peso foi verificado utilizando balanga de precisdo de 0,001 mg.

Além disso, foram realizadas avaliagfes morfoldgicas dos isolados com base em

chave de identificacdo, observando as caracteristicas das col6nias e também avaliagOes

35



fisiologicas quanto a producdo de auxina, por meio da medicdo de absorbancia com
concentracdo de compostos indolicos estimada por meio de curva padrdo, com
quantidades conhecidas de &cido indolacético. A solubilizacdo de fosfato foi verificada
pelo método de plagueamento em gota, a partir da formacédo do halo de solubilizacéo, e a
fixacdo biologica de nitrogénio de forma qualitativa in vitro, conforme metodologia
apresentada no artigo 1.

2.2 Analise estatistica

Em ambos os experimentos, os dados referentes as avaliagdes das bactérias em
promover crescimento foram submetidos a analise de normalidade (Teste de Lilliefors) e
homogeneidade (Teste de Batlett), conforme recomendacdes de Banzatto e Kronka
(2006). Apds a verificacdo positiva em ambos, realizou-se a analise de variancia
(ANAVA) e, quando o teste F foi significativo, as médias foram submetidas ao teste de
Scott Knott, a 5% de probabilidade, no programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo para as variaveis: didmetro (DIA), altura (ALT),
comprimento de raiz (CPR), massa seca de raiz (MSR) e massa seca de parte aérea
(MSPA), apresentando incrementos em relacdo a testemunha, pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia.

O didmetro foi estatisticamente superior a testemunha, quando foram inoculados
os isolados MCVC02, MCVC07, MCVC11, MCVC14, MCVC15 e MCVC17 (Tabela
1). Ja em relacdo a altura, os melhores resultados foram encontrados, quando as plantas
foram inoculadas com os isolados MCVCO01, MCVC02, MCVCO07, MCVC11, MCVC15,
MCVC17 e MCVCL19, diferindo estatisticamente da testemunha e dos demais

tratamentos.
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Tabela 1 — Diametro (DIM), altura (ALT), comprimento de raiz (CPR), massa seca de
raiz (MSR), massa seca de parte aérea (MSPA), proporcdo parte aérea e raiz (PA/R),
indice SPAD (SPAD) e numero de folhas (NUF) da variedade Catuai IAC 144 de Coffea
arabica, sob inoculacéo de isolados bacterianos.

DIA ALT CPR MSR MSPA PA/R SPAD NUF
(mm) - CM----mm-m —mmoe- gramas------ (%)

Testemunha 3,2b 220b 209b 0,75b 19b 39 576a 12a
MCVCO01 28b 254a 19,1b 133a 22b 60 604a 12a
MCVCO02 3.6a 245a 233a 18la 29a 62 587a 15a
MCVCO03 28b 234b 198b 0,74b 12b 62 515a 12a
MCVCO05 32b 220b 240a 126a 22b 57/ 6l4a 15a
MCVCO07 4,4 a 26,0a 253a 157a 38a 41 519a 14a
MCVCO09 2,7b 228b 179b 100a 19b 53 548a 12a
MCVC11 3.6a 269a 170b 148a 25b 59 563a 14a
MCVC13 30b 221b 21,7a 109a 21b 52 524a 15a
MCVC14 35a 225b 23,7a 138a 20b 69 546a 14a
MCVC15 35a 248a 260a 133a 33a 40 616a 15a
MCVC17 4,0 a 28,0a 243a 129a 43a 30 582a 14a
MCVC19 3,3b 279a 239a 100a 28a 36 528a 15a

Cv (%) 20,7 11,8 20,4 49,5 51,8 24 325 209

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

Tratamentos

Os isolados MCVCO07, MCVC11 e MCVC17 foram 0s que se destacaram nas
avaliacdes de altura e diametro, os quais foram caracterizados como produtores de auxina,
fixadores de nitrogénio e capazes de solubilizar fosfato. O isolado MCVCO7 foi 37,5% e
18,2% superior a testemunha nas avaliacdes de diametro e altura, respectivamente. Este
isolado apresentou um incremento de 57,14% em relacdo ao isolado MCVCO1 e
MCVCO03 com menores valores de diametro. J& o isolado MCVCL17 foi 27,3% maior em
relacdo a testemunha e ao isolado MCVCO05, ambos com menores alturas.

Além disso, esses isolados tiveram menor relacdo PA/R, e as relacdes entre esses
6rgdos sao coordenadas e reguladas por fitorménios, 0 que pode estar relacionado,
possivelmente, pela acdo da auxina produzida pelos isolados, visto que a producao de
auxina favorece a expansao dos tecidos, resultando em ganhos em altura e diametro.
Outros fatores que também podem ter favorecido a maior expressao dessas caracteristicas
devem-se ao fato de os isolados fixarem nitrogénio e solubilizar fosfato, o que pode
proporcionar ganhos para as plantas por meio da producéo de novos tecidos, ocasionados
pela maior presenca de moléculas de DNA e RNA,; e, consequentemente, crescimento da

planta.
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Os resultados obtidos para o comprimento da raiz também foram superiores a
testemunha com o uso dos isolados MCVC02, MCVC05, MCVC07, MCVC13,
MCVC14, MCVC15, MCVC17 e MCVC19, o que pode estar associado também a
producdo de auxina, uma vez que esses isolados produzem esse hormonio que geralmente
afeta a diviséo, extenséo e diferenciacdo celular, aumenta a taxa de desenvolvimento do
xilema e da raiz e controla processos de crescimento vegetativo (Glick, 2012). O isolado
MCVC15 apresentou um incremento de 24,4% de crescimento radicular em relacéo a
testemunha.

A inoculagdo desses isolados, em mudas de café, resulta em plantas com sistemas
radiculares mais desenvolvidos, de acordo com Caldwell et al. (2015), pois as bactérias
promotoras de crescimento, associadas a rizosfera de plantas de café, sdo capazes de
explorar um maior volume de solo, refletindo na melhor absorcéo e aproveitamento de
agua e nutrientes, o que pode influenciar diretamente na produtividade da planta e na
tolerancia ao déficit hidrico.

A massa seca de raiz (MSR) e a massa seca da parte aérea (MSPA) das plantas
apresentaram resultados significativos, com maiores valores para alguns isolados em
relacdo a testemunha. Os maiores valores para a MSR foram obtidos quando houve a
associacdo com quase todos os isolados, exceto 0 MCVCO03, que foi estatisticamente igual
a testemunha, portanto, ndo favoreceu uma resposta tao satisfatoria para as mudas de café
em detrimento aos demais isolados. Para essa caracteristica, nota-se a expressdao do
isolado MCVCO07 que alcangou um incremento de 109% em relacdo a testemunha,
corroborando sua importancia na promocao do crescimento em café.

Ja em relacdo a MSPA, os maiores valores foram observados ao se utilizar os
isolados MCVC02, MCVCO07, MCVC15, MCVC17 e MCVC19, com incrementos que
variaram de 47% a 126% para os isolados MCVC19 e MCVCL17, respectivamente, cujos
resultados foram superiores a testemunha.

Resultados encontrados por Pimentel et al. (2008) corroboram o presente estudo,
nos quais os autores verificaram, com base na média geral das cultivares avaliadas (Icatu,
Obatd, Oeiras, Catucai e Catuai), que a massa seca de folhas aumentou significativamente
quando as mudas foram inoculadas com a bactéria Azospirillum brasilense, com
incremento de 5,9% na biomassa das folhas, considerando o periodo avaliado, que
correspondeu a 270 dias estudando o desenvolvimento e nutricdo de mudas de cafeeiro.

Em testes realizados em lavouras de café com a inoculacdo de B. subtilis, Mufioz

et al. (2021) observaram maior acimulo de massa seca em plantas inoculadas (2,37%), o
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que significou um aumento de 7 vezes mais em relacdo a testemunha (sem inoculag&o).
Segundo os autores, esses resultados estdo correlacionados com a producdo de
substancias reguladoras, como auxinas, giberelinas, citocininas ou por uma maior
adsorcédo do nutriente em decorréncia da capacidade da bactéria em solubilizar fosforo.

Em contrapartida, Ricci et al. (2005), estudando o crescimento de mudas de café
inoculadas com Azospirillum brasilense estirpe Cd, verificaram que a cultivar Catuai
respondeu negativamente a inoculacdo para massa seca de parte aérea. De acordo com 0s
autores, isso pode estar associado as altas temperaturas ocorridas no interior da casa de
vegetacao.

Na formacdo de mudas de café, é importante avaliar algumas caracteristicas que
indicam a qualidade dessas mudas, pois nem sempre mudas grandes e bonitas, representa
boa qualidade, ja que um bom sistema radicular, equilibrado, sera essencial no pegamento
e desenvolvimento das plantas no poés-plantio (Matiello, 2020). Uma dessas
caracteristicas que é pouco verificada é a propor¢do entre o sistema radicular e a parte
aérea (PA/R). Segundo Matiello (2020), é adequado que 0 peso de raizes seja equivalente
a cerca de 25% a 30% em relacdo ao peso da parte aérea, o que foi verificado em todos
0s tratamentos.

Em um trabalho realizado por Souza (2018), estudando diversas variedades de
café, foi possivel observar um aumento na proporcdo entre massa seca do sistema
radicular e massa seca da parte aérea em todos os tratamentos em relacdo a mensuracao
inicial, sendo que os tratamentos & base de rizobactérias apresentaram os melhores
resultados, proporcionando um aumento superior a 100 % na referida relagdo. Resultados
semelhantes foram verificados no presente estudo, nos quais o maior percentual foi
guando houve a inoculacdo da bactéria MCVC16, com proporc¢do superior a 90%.

Os resultados obtidos para indice SPAD e niimero de folhas (NUF) da variedade
Catuai IAC 144 ndo apresentaram diferenca significativa, quando as mudas foram
inoculadas com BPCV em comparagdo a Testemunha (Tabela 1). Embora nédo
significativo, observa-se que o isolado MCVC15 teve um incremento de 7% em relagéo
a testemunha para o indice SPAD.

Todos os isolados bacterianos apresentaram capacidade de producdo de AlA in
vitro e 13 isolados foram capazes de solubilizar fosfato inorganico.

As variedades respondem diferentemente & inoculacdo com bactérias promotoras

de crescimento, visto que os isolados encontrados para a variedade Catucai amarelo 2SL
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promoveram respostas diferentes para algumas caracteristicas avaliadas, quando

comparadas a variedade Catuai vermelho IAC 144 (Tabela 2).

Tabela 2 - Diametro (DIA), altura (ALT), comprimento de raiz (CPR), massa seca de
raiz (MSR) massa seca de parte aérea (MSPA), proporcao parte aérea e raiz (PA/R),
indice SPAD (SPAD) e nuamero de folhas (NUF) da variedade Catucai 2SL de Coffea
arabica, sob inoculagéo de isolados bacterianos

DIA ALT CPR MSR MSPA PA/R SPAD NUF

Tratamentos
(mm) e 0 gramas------- (%)

Testemunha 29b 220b 249a 084b 19a 44 525a 12a
MCVC04 34a 254a 259a 0,88b 16a 55 583a 12a
MCVCO06 3,1b 245a 278a 1,20a 20a 60 521a 1l4a
MCVCO08 30b 234b 270a 150a 28a 54 527a 12a
MCVC10 3,3a 220b 229a 091b 24a 38 571a 13a
MCVC12 35a 26,0a 240a 125a 24a 52 510a 14a
MCVC16 3,1b 228b 28,1a 1,78a 19a 94 549a 12a
MCVC18 25D 269a 248a 057b 19a 30 538a 1l4a
MCVC20 36a 221b 264a 101b 30a 34 526a 13a

%Cv 13,7 22,5 15,4 47,4 474 372 145 20,6

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

O diametro das plantas foi superior a testemunha, quando inoculadas com o0s
isolados MCVC04, MCVC10, MCVC12 e MCVC20, com incremento maximo de 24%
em relacdo a testemunha. Santinato et al. (2014) encontraram mudas de café com
diametros superiores a 2,39 mm sem a adubacdo nitrogenada e as mudas apresentaram
uma taxa de sobrevivéncia de 85% no campo, ap6s 2 meses. Todos os isolados estudados
proporcionaram valores superiores ao descrito, constatando a importancia do uso dessas
bactérias em café.

A altura foi influenciada significativamente, quando as plantas de café foram
inoculadas com os isolados MCVC04, MCVC06, MCVC12 e MCVC18, diferindo-se da
testemunha, com valores bastante inferiores. Pode-se inferir que a superioridade das
mudas inoculadas em relag¢éo as ndo inoculadas, deve-se especialmente ao N acumulado
nas folhas, por meio da capacidade de FBN, descrita por esses microrganismos.

E possivel constatar diferenca significativa na MSR, quando as mudas de café
foram inoculadas com os isolados MCVC06, MCVC08, MCVC12 e MCVCI16,
proporcionando incrementos superiores a 43% em relacdo a testemunha, com destaque
para o isolado MCVC16, com incremento superior a 111% para essa variavel. Esse

resultado permite inferir que as raizes das plantas inoculadas com esses tratamentos
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conseguem explorar um maior volume de solo, relacionando-se a uma melhor eficiéncia
no aproveitamento da agua e dos nutrientes minerais presentes neste, conduzindo a uma
maior tolerdncia a condicdes de deficiéncia hidrica, uma vez que as raizes atingem
maiores profundidades e distancias no solo (Silva et al., 2018).

Né&o foi verificada diferenca significativa nas varidveis CPR, MSPA, SPAD e
NUF, quando as mudas foram inoculadas com as bactérias.

N&o ha muitos estudos sobre a interacdo de plantas perenes e BPCV, pesquisas
realizadas por Chanway et al. (2000) mostram que bactérias do grupo fluorescente
de Pseudomonas tiveram efeito positivo, tanto sobre a massa seca quanto sobre a altura
de plantas de abeto. Ja Freitas (1989) detectou aumentos significativos da altura e da
massa seca em  plantulas de cafeeiro que  receberam  isolados
de Pseudomonas fluorescentes.

No presente estudo, pode-se constatar que a inoculagdo com os isolados
encontrados nas variedades Catuai vermelho IAC 144 e Catucai amarelo 2SL favoreceu
o0 crescimento das mudas de café em relacdo ao tratamento sem inoculagéo, cujos isolados
sdo indicados para a utilizacdo como promotores de crescimento. O efeito da inoculacéo
nas duas variedades foi marcante para a MSR, 0 que pode estar diretamente relacionado
a producao de hormdnios de crescimento radicular, no caso as auxinas, pertencentes ao
grupo do acido indolacético.

Radwan et al. (2002) compararam a producdo de compostos inddlicos entre
diferentes espécies de bactérias diazotroficas e observaram que a estirpe Cd de
Azospirillum brasilense era a mais produtiva das cinco espécies testadas. Bashan, Holguin
e De Bashan (2004) e Hungria et al. (2010) observaram que, na presenca de
concentracdes 6timas de células das espécies de bactérias diazotréficas Azospirillum
brasilense e Klebsiella pneumoniae, ocorria um aumento significativo do comprimento
radicular, area, massa seca, desenvolvimento lateral de raizes e pelos radiculares das
plantas inoculadas, resultando em uma maior absor¢éo de agua e nutrientes, obtendo uma
planta mais produtiva e vigorosa.

Efeitos positivos da inoculacdo de bactérias na fase de viveiro podem ser
verificados por Melo et al. (2012), com efeitos significativos sobre a altura de mudas de
eucalipto inoculadas com bactérias diazotréficas do género Herbaspirillum seropedicae,
as quais promoveram ganhos acima de 21,25%, de maneira que ndo houve efeito deletério
da inoculacdo sobre as plantas. Da mesma forma, Rasch, Bonaldo e Oliveira (2013),

avaliando a inoculacédo de Bacillus subtilis, no substrato ou nas estacas para producdo de
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mudas de eucalipto, relatam ganhos em altura acima de 20% para o clone 1144
(Eucalyptus urophylla) e 34,6% para o clone 1277 (Eucalyptus camaldulensis x
Eucalyptus grandis).

De maneira geral, o uso de BPCV apresenta-se como uma alternativa viavel para
a producdo agricola e, ao mesmo tempo, uma op¢éo de cultivo com maiores ganhos, pois
promove maior crescimento das plantas ao se diminuir o tempo de formag&o das mudas,
reduzindo-se o custo de producdo. Além disso, 0s custos de manutencdo das mudas nos
viveiros, durante meses, até o seu plantio definitivo no campo, pode ser acelerado,
reduzindo, assim, o0s custos operacionais, além de aumentar a porcentagem de pegamento

e estabelecimento das mudas no campo.

4 CONCLUSOES

O uso das BPCV apresenta-se como excelente alternativa no desenvolvimento e
crescimento inicial de mudas de café.

Os isolados MCVCO07, MCVC15, MCVC17 e MCVC19 favoreceram as melhores
respostas para o crescimento de mudas de café para a variedade Catuai vermelho IAC
144,

Para a variedade Catucai amarelo 2SL, as melhores respostas foram obtidas
guando as mudas de café foram inoculadas com os isolados MCVC04, MCVCOQ6,
MCVC12 e MCVCL6.
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Crescimento inicial de plantas de café associado as bactérias promotoras de crescimento
e adubagc&o nitrogenada”

" Situagdo: N&o submetido (em traducéo).

46



CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTAS DE CAFE ASSOCIADO AS
BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO E ADUBACAO
NITROGENADA

RESUMO - O Brasil € o maior produtor mundial de café, no entanto, depende da
importacdo de 73% dos fertilizantes nitrogenados para manutencdo da produtividade.
Uma estratégia promissora seria incorporar microrganismos benéficos aos sistemas de
producdo que promovam o0 crescimento vegetal. Diante do exposto, este trabalho
objetivou estudar a associacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal com
diferentes niveis de sulfato de amonio, em duas variedades de café, Catuai vermelho IAC
144 e Catucai amarelo 2SL, com a finalidade de conhecer os beneficios do crescimento
inicial das plantas em campo, determinando qual dose de nitrogénio e isolado bacteriano
é mais eficaz em cada variedade. Foram utilizados 3 isolados bacterianos e um controle
sem inoculagéo, e 4 niveis de sulfato de amonio 0, 25, 50 e 75 kg de N ha*, em esquema
fatorial e delineamento em blocos casualizados, para as duas variedades de café. Os
experimentos foram montados em campo e foram avaliadas as caracteristicas:
comprimento de raiz, altura, didmetro, massa seca de parte aérea e raiz, area foliar, indice
SPAD, nitrogénio percentual, fotossintese e transpiracdo. Os isolados bacterianos
MCVC15 e MCVC17 promoveram crescimento das plantas de café, variedade Catuai, na
dose 0 kg de N ha™ para massa seca de raiz, comprimento de raiz e diametro. A mesma
dose de nitrogénio promoveu crescimento em area foliar e comprimento de raiz para a
variedade Catucai, quando as plantas de café foram inoculadas com os isolados MCVC06
e MCVC16.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica de nitrogénio; Promocdo de crescimento; Bactérias
diazotroficas.

ABSTRACT- Brazil is the world's largest producer of coffee, but it depends on the
importation of 73% of nitrogen fertilizers to maintain productivity. A promising strategy
to mitigate this problem would be to incorporate beneficial microorganisms into
production systems that promote plant growth. In view of the above, this work aimed to
study the association of plant growth-promoting bacteria with different levels of
ammonium sulfate, in two coffee varieties, Catuai Vermelho IAC 144 and Catucai
Amarelo 2SL, in order to know the benefits of the initial growth of plants in the field,
determining which dose of nitrogen and bacterial isolate is most effective in each variety.
Three bacterial isolates and one control without inoculation, and 4 levels of ammonium
sulfate 0, 25, 50 and 75 kg of N ha-1 were used, in a factorial scheme and a randomized
block design, for the two coffee varieties. The experiments were set up in the field and
the following characteristics were evaluated: root length, height, diameter, shoot and root
dry mass, leaf area, SPAD index, percent nitrogen, photosynthesis and transpiration. The
isolated bacteria MCVC15 and MCVC17 promote the growth of coffee plants, variety
Catuai, at a dose of 0 kg of N ha™ for root dry mass, root length and diameter. The same
dose of coffee root was inoculated with the isolates MCVC06 and MCVC16.

Keywords: Biological nitrogen fixation; Growth promotion; Diazotrophic bacteria.

47



INTRODUCAO

A cafeicultura brasileira esta implantada, em sua grande maioria, em solos
de baixa fertilidade natural, com predominancia de reduzida disponibilidade de
nutrientes. Nessas condi¢cGes, a fertilidade deve ser reconstituida para o bom
desenvolvimento e produtividade adequada dos cafeeiros. O uso e manejo
adequados desses solos pressupdem a melhoria de sua fertilidade por meio das
varias praticas que preservem e aumentem a matéria organica, diminuam a acidez,
garantam um crescimento radicular vigoroso e mantenham o0s nutrientes em
quantidade e proporcBes adequadas, visando a preservacdo ambiental e a
sustentabilidade (Chien et al., 2011; Dungait et al., 2012; Marks et al., 2013).

Além de problemas ambientais, os fertilizantes quimicos participam em mais de
20% dos custos de producéo da cultura do café, segundo dados da Companhia Nacional
de Abastecimento (Conab, 2021). Dentre os nutrientes requeridos pelas plantas para
a obtencdo de altas produtividades, o nitrogénio (N) é o macronutriente exigido em
maior quantidade pelo cafeeiro, devido as suas fun¢des como componente estrutural
de macromoléculas, enzimas, sintese de clorofilas, aminoacidos, proteinas,
vitaminas, citocromos, acidos nucleicos e horménios (Marschner, 2012; Andrews,
Raven e Lea, 2013). Além disso, devido a dindmica do N no solo, tém sido estudadas
praticas de manejo visando maximizar a sua eficiéncia, de modo a reduzir perdas por
lixiviagdo e volatilizagdo (Andrews, Raven e Lea, 2013; Demirbas et al., 2018; Joshi et
al., 2019).

Entre as alternativas existentes estd a utilizacdo de agentes bioldgicos, que
consiste na utilizacdo de inoculantes a base de bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV). As BPCV compreendem um grupo de microrganismos que podem
estimular o crescimento e o desenvolvimento das plantas por meio de mecanismos diretos
e/ou indiretos, coexistindo associativamente nas superficies radiculares, na rizosfera e
filosfera, e nos tecidos internos de diferentes espécies vegetais (Hungria et al., 2010).

A presenca desses microrganismos associativos benéficos nas plantas é vital, pois
estabelece e acelera os processos bioquimicos; atuam na fixacao biologica de nitrogénio
(Hungria, 2011), solubilizacdo de fosfato (Bolle et al., 2013), producdo de hormonios,
como auxinas, giberelinas e citocininas (Dartora et al., 2013); e também como agentes de

biocontrole e na inducéo de resisténcia sistémica (Singh et al., 2013; Bashan et al., 2014).
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A resposta da inoculacdo pode variar de acordo com o gendtipo da planta, estirpe
bacteriana, condi¢cBes ambientais, praticas agricolas, bem como com a quantidade e
qualidade das células de BPCV utilizadas como inoculante (Matsumura et al., 2015). As
bactérias promotoras tém sido encontradas em associacao com grande nimero de espécies
agrondmicas, tendo uma vasta gama de géneros descritos, incluindo Pseudomonas,
Burkholderia, Bacillus, Bradyrhizobium, Rhizobium, Gluconacetobacter, Herbaspirillum
e Azozpirillum (Hungria et al., 2010; Videira et al., 2012; Spolaor et al., 2016). Estudos
de inoculacdo de bactérias em mudas de café ainda sdo incipientes, entretanto, alguns
autores ja confirmaram o potencial da utilizagdo desses microrganismos para a promogao
de crescimento (Silva et al., 2012; Sakiyama et al., 2003; Ricci et al., 2005; Silva,
Barbosa e Franco Junior, 2020).

A utilizacdo desses microrganismos constitui uma importante vantagem, ja que a
interacdo eucarioto x procarioto pode suplementar ou até mesmo substituir as
necessidades de nitrogénio requeridas por diversas culturas, reduzindo, dessa forma, o
uso de fertilizantes nitrogenados com diminuicéo de custos para o produtor (Cunha et al.,
2016).

Tendo em vista os beneficios advindos do uso de BPCV, sdo necessarias pesquisas
que busquem explorar mais a diversidade e funcGes desses microrganismos em plantas
de café. Diante do exposto, este trabalho objetivou estudar a associa¢do de bactérias
promotoras de crescimento vegetal com diferentes niveis de sulfato de aménio, em duas
variedades de café, com a finalidade de conhecer os beneficios do crescimento inicial das
plantas em campo, determinando qual dose de nitrogénio e isolado bacteriano é mais

eficaz em cada variedade.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido na Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia — UESB, campus de Vitoria da Conquista — BA, onde foram conduzidos dois
experimentos independentes, um para a variedade Catuai vermelho IAC 144 e o outro
para a variedade Catucai amarelo 2SL. As mudas de café utilizadas em ambos os
experimentos possuiam 210 dias.

Os dois experimentos foram implantados no mesmo periodo, na area experimental

da UESB, cujo solo foi classificado de acordo com a classe textural como franco argilo
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arenoso. A amostra de solo apresentou como caracteristicas quimicas: pH: 5,6; P: 45 mg
dm?3; K: 0,33 cmolc dm™; Ca: 2,5 cmolc dm3; Mg: 0,8 cmolc dm; Al: 0,1 cmol. dm,
V% 61, m% 3, na camada de 0-20 cm de profundidade.

A area utilizada nos experimentos foi previamente adubada, buscando a corre¢éo
da fertilidade e atendimento as demandas nutricionais tradicionalmente estabelecidas para
a cultura do café, segundo recomendacdes do IPEF (2005) e S et al. (2014). A aplicacdo
do sulfato de amonio foi realizada ap6s o plantio e inoculacdo da bactéria. O adubo foi
aplicado em solucdo, com 500 ml de &4gua para cada planta. A irrigacdo das mudas foi
realizada conforme o Kc da cultura e a evapotranspiracéo de referéncia diaria. Os dados
meteorolégicos foram coletados na estacdo meteorolégica automéatica da UESB,
localizada a 200 m de distancia do experimento.

As mudas selecionadas para o plantio foram padronizadas quanto a altura, par de
folhas e didametro do coleto. Na &rea utilizada nos experimentos, ja foi introduzida
algumas culturas agricolas, como milho, feijao, couve-flor, brocolis, além de uma espécie
florestal, a leucena.

Para a montagem do primeiro experimento com a variedade Catuai vermelho IAC
144, foram utilizados como tratamentos 3 isolados bacterianos (MCVC07, MCVC15 e
MCVC17) e um controle sem inoculacdo (T1), e as mudas estiveram sob a influéncia de
4 niveis crescentes de adubacéo nitrogenada: DO — 0 kg ha* de nitrogénio; D1 — 25 kg ha”
1 D2 — 50 kg ha' e D3 — 75 kg hat, utilizando o fertilizante sulfato de am6nio como
fonte de N, dispostos em um arranjo fatorial 4x4, constituido por dezesseis tratamentos e
quatro repeticdes, em blocos casualizados, totalizando 64 parcelas.

No segundo experimento com a variedade Catucai amarelo 2SL, foram utilizados
os isolados MCVCO04, MCVC06 e MCVC16 e um controle sem inoculacdo (T2),
totalizando 4 tratamentos, cujas mudas estiveram sob influéncia de 4 niveis crescentes de
adubacéo nitrogenada: DO — 0 kg ha® de nitrogénio; D1 — 25 kg hal; D2 — 50 kg ha! e
D3 — 75 kg hal, utilizando o fertilizante sulfato de amdnio como fonte de N, dispostos
em um arranjo fatorial 4x4, constituido por dezesseis tratamentos e quatro repetigcdes, em
blocos casualizados, perfazendo 64 parcelas.

Os isolados utilizados em ambos o0s experimentos foram selecionados no artigo 2,
por apresentarem as melhores respostas na promocao de crescimento em mudas de cafe.

A dose de nitrogénio ideal foi recomendada em funcdo da quantidade requerida

pela cultura, idade das plantas e o tempo de duragcdo do experimento, equivalente a 50 kg
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ha!, de acordo com as recomendagcdes da 52 Aproximagdo da Comisséo de Fertilidade do
Solo do Estado de Minas Gerais (Alvarez e Ribeiro, 1999).

Os isolados utilizados no primeiro e segundo experimentos sdo provenientes do
isolamento de plantas aleatorias de plantios comerciais, com 5 anos de idade de Coffea
arabica, variedades Catuai vermelho IAC 144 e Catucai amarelo 2SL, respectivamente.
Os isolamentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Solo da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, campus de Vitdria da Conquista
(Lima, 2020).

Para o preparo do inoculante, os isolados bacterianos foram crescidos em meio
Dygs liquido, e inoculados nas mudas, conforme os respectivos tratamentos, com 5 ml da
solucdo bacteriana, colocados diretamente em contato com a raiz no momento do plantio
das mudas no campo, sendo todos os isolados padronizados com uma populacio de 10°
u.f.c. por ml.

Durante o periodo de conducdo do experimento, o volume total médio de
precipitacdo foi de 60 mm e as médias das temperaturas maximas e minimas foram 27,5
e 15,8°C, respectivamente. Os experimentos tiveram duracdo de 100 dias e, ao final,
foram realizadas avaliacdes morfoldgicas, fisiologicas e nutricionais nas mudas de café.

As avaliagdes morfologicas consistiram na medicdo da altura das plantas e
comprimento de raiz, realizadas com o auxilio de uma régua graduada em centimetros, o
didametro do coleto mensurado na parte basal da planta, com o auxilio de um paquimetro
digital. Em seguida, as plantas foram separadas em parte aérea e raizes; colocadas para
secar em estufa com circulacdo forcada de ar, a 65 °C, até atingirem peso constante;
pesadas em balanca digital de precisdo, obtendo, entdo, a massa seca de parte aérea
(MSPA) e massa seca de raiz (MSR). A area foliar foi mensurada por meio do medidor
de &rea foliar com resolucio de 0,1 mm?.

As avaliagdes fisiologicas compreenderam a mensuracdo de trocas gasosas,
empregando-se 0o medidor portatil de fotossintese, do tipo analisador de gases por
radiacdo infravermelha (IRGA — Infra red Gas Analyser) LC Pro ADC, UK. Foram
avaliadas tambem a fotossintese liquida (A) e transpiracédo (E), sendo utilizada, para isso,
uma folha no terco médio de cada planta. As leituras foram feitas no horario de 08h 30min
as 11h 00min. Obteve-se o teor de clorofila total (indice SPAD) por meio de um
clorofilémetro, marca Opti-scienses, modelo CCM/200. A avaliacdo foi realizada em trés

folhas completamente expandidas e fisiologicamente maduras, localizadas na porgéo
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mediana da copa, e considerou-se o indice SPAD como resultante da média aritmética
das trés folhas.

A avaliacdo nutricional foi realizada no Laboratério de Nutricdo Animal da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, por meio da quantificacdo de N % pelo
método Kjeldahl, segundo metodologia proposta por Malavolta et al. (1997).

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de normalidade (teste de
Lilliefors) e homogeneidade (teste de Batlett) dos dados, conforme recomendacdes de
Banzatto e Kronka (2006). A analise de variancia (ANAVA) foi realizada pelo programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2011) e, quando o teste F foi significativo, as médias foram
submetidas ao teste de Scott Knott a 5%.

Foi realizada a analise da Regressdo para o parametro quantitativo, sendo testados
os modelos linear e polinomial de 2° grau, levando em consideracédo a significancia do
parametro, o ajuste bioldgico dos dados e o coeficiente de determinacdo. A analise de
Componentes Principais (PCA — Principal Components Analysis) foi realizada pelo

software Excel, por meio do suplemento XLSTAT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Variedade Catuai vermelho IAC 144

Os resultados obtidos no experimento demonstram efeito significativo sobre os
fatores isolados, doses e bactérias para as seguintes variaveis: area foliar (AF), massa seca
de parte aérea (MSPA) e fotossintese (A) para a variedade Catuai IAC 144, conforme a
Tabela 1.

Para o comprimento de raiz (CPR), area foliar (AF), SPAD, diametro (DIA), altura
(ALT), massa seca de raiz (MSRAIZ), massa seca de parte aérea (MSPA), transpiracdo
(E) e fotossintese (A), houve interacdo significativa entre os fatores bactérias e niveis de

nitrogénio (Tabela 1).

Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia, em relagdo as avaliagdes comprimento de raiz
(CPR), area foliar (AF), indice SPAD (SPAD), diametro (DIA), altura (ALT), massa seca
de raiz (MSRAIZ), massa seca de parte aérea (MSPA), transpiracdo (E), fotossintese (A)
e nitrogénio percentual (N%) de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144, sob
inoculacéo de isolados bacterianos e adubacéo nitrogenada.
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Quadrado médio
CPR AF SPAD DIA ALT MSRAIZ  MSPA E A N%

FVv GL

Dose

()

Bactéria
(B)
DXB 9 11,79* 137222,4* 42,56* 2,01* 379,0~ 1,3027* 49,5073* 0,3617* 13,2061* 0,1318™

Blooco 3 1059 85131 6032 088 319  1,0653 0,004 02312 99755  0,3579
Emo 45 418 80768 1748 051 203 02977 54686 0,042 1,2659  0,1669
* = significativo; ™ = ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3 26,07*  74081,4* 14577 0,05 1384* 05571™  37,6903* 0,3718*  4,1319* 0,2757™

w

6,88  174987,6* 88,08* 4,01* 294"  17727* 753841* 0,0099™  8,8547* 0,4759*

Avaliando a agdo das bactérias separadamente, na auséncia de adubacgdo
nitrogenada, observa-se efeitos positivos nas mudas de café sobre as varidveis AF, indice
SPAD, diametro, MSRAIZ, MSPA, fotossintese e N % (Tabela 2). Esses efeitos podem
ser explicados com base nos mecanismos de promocao de crescimento identificados
nesses isolados, 0s quais sdo produtores de auxina e responsivos a FBN.

As mudas de café, quando inoculadas com o isolado MCVCO07, apresentaram
valores significativamente maiores, comparado aos demais tratamentos para as
caracteristicas indice SPAD, MSRAIZ e MSPA, com valores médios de 53,16; 2,85 e
16,51g, respectivamente. Ja para CPR, ALT e E, ndo houve diferenciacdo da acdo das

bactérias e da testemunha nas plantas (Tabela 2).

Tabela 2 — Comprimento de raiz (CPR), area foliar (AF), indice SPAD (SPAD), diametro
(DIA), altura (ALT), massa seca de raiz (MSRAIZ), massa seca de parte aérea (MSPA),
transpiracdo (E), fotossintese (A) e nitrogénio percentual (N%) de plantas de Coffea
arabica variedade Catuai IAC144, sob inoculacdo de isolados bacterianos.

CPR AF SPAD DIA ALT MSRAIZ MSPA E A N %

(cm)  (cm?) (mm)  (cm) ©)] ©)]

Testemunha 21,86A 615,09C 47,89B 6,22B 356A 2,1100B 11,8194C 1,1706A 5,1363B 2,86 B
MCVC15 22,80A 758,96B 48,77B 7,12A 37,0A 2,1894B 12,2025C 1,1800A 6,3650A 3,20 A
MCVC17 23,19A 822,57A 49,04B 7,17A 384A 2,3213B 14,3931B 1,1844A 6,5700A 325A
MCVCO07 23,30A 848,90A 53,16A 7,33A 384A 2,8494A 16,5069A 1,2269A 6,8050A 3,10A

CV (%) 8,97 11,80 8,41 10,28 12,06 23,05 17,03 17,21 18,09 13,18

E: (umol de H20 m2s%) / A: (umol de CO2 m2 st). Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Trat

As avaliagdes de diametro, fotossintese e N % demonstram a superioridade das
plantas, quando inoculadas com todos os isolados bacterianos, diferindo-se
estatisticamente da testemunha, com valores significativos. Esses resultados estéo ligados

diretamente a resposta da inoculagdo, com uma associa¢do benéfica formada entre a
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planta e as bactérias, favorecendo um maior acimulo de N nas plantas, devido aos
mecanismos de promocao de crescimento desses microrganismos.

De acordo com Rampim et al. (2020), a biofertilizacdo com bactérias promotoras
de crescimento é responsiva em diversas culturas com resultados significativos no
desenvolvimento inicial de plantulas, maior area foliar, maior didmetro, crescimento e
volume radicular e teor relativo de clorofila.

Para a variavel MSPA, o isolado MCVC15 néo se diferiu estatisticamente da
testemunha. J& para a AF, houve diferenca entre os tratamentos, com uma maior expansao
foliar nas mudas inoculadas, e menores valores no tratamento controle e MCVC15,
respectivamente. Tal resultado é coerente, visto que, com o maior desenvolvimento da
parte aérea, verificada nos tratamentos inoculados, o processo fotossintético € mais
eficiente, e, consequentemente, ocorre uma maior sintese de compostos fotossintetizados,
0 que melhora o desenvolvimento das plantas, como ocorre neste trabalho, cuja expanséo
da area foliar esta relacionada ao ganho de massa foliar.

No desdobramento da interacao entre bactérias e doses de N (Tabela 1), constatou-
se que, quando a inoculacdo esteve associada a fertilizacdo nitrogenada, houve
significancia em quase todas as variaveis em relagdo ao uso de cada fator isoladamente.

Na Figura 1 estd demonstrado o comportamento quadratico para o isolado
MCVC17 e linear decrescente para o isolado MCVC15, para a caracteristica CPR.
Consideradas as doses aplicadas, os resultados mostram um maior comprimento de raiz
na auséncia de N, para ambos os tratamentos, com valores iguais a 26,05 e 25,00 cm para
os isolados MCVC17 e MCVC15, respectivamente. Na maior dose de N (75 kg hal),
observa-se comprimentos de raizes iguais a 24,51 para o primeiro isolado e 20,60 para o
segundo. Essa resposta positiva dos isolados demonstra a eficiéncia da inoculacéo, pois,
mesmo na auséncia de nitrogénio, os tratamentos inoculados obtiveram plantas com
sistemas radiculares maiores, até mesmo em relacdo a maior dose de N.

Isso acontece porque as plantas inoculadas buscam estratégias para explorar
melhor o solo e, de acordo com Marschner (2012), o crescimento radicular pode ser
favorecido em solos deficientes de nutrientes, notadamente de N, pois a planta tenta alocar
as reservas, inicialmente, para o crescimento das raizes e, com isso, as BPCV modificam
a arquitetura da raiz (Gosal et al., 2012), por meio de um sistema radicular mais fino e
desenvolvido que possibilita maior superficie de contato com o solo e permite captar mais
agua e nutrientes em longas distancias, havendo uma maior resisténcia ao déficit hidrico

(Bhattacharjee et al., 2008). Essa alteracdo pode ser atribuida a sintese de hormonios,
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principalmente a auxina (Okumura et al., 2013; Santi et al., 2013), cujos isolados
MCVC17 e MCVC15 produzem 63,77 e 61,88 g ml™* desse hormonio (Lima, 2020).

30
!

g ‘w

s = d

320

g " aMCVC17 ¥ = 0,0032x2 - 0,2605x + 26,051*
£ R2 = 58,65%

o

1S N

510 eMCVCI5Y = -0,0588x + 25,008*

o 9 25 50 75

r2 =96,44%
Niveis de N kg hal

Figura 1 — Comprimento de raiz de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144,
sob inoculacdo de isolados bacterianos MCVC15 e MCVC17, associados a diferentes
niveis de Nitrogénio. " = significativos a 5% de probabilidade.

O indice SPAD, que reflete os teores relativos de clorofila, apresentou
comportamento quadratico dos dados; e a aplicacdo de nitrogénio, juntamente com a
inoculacdo com a bactéria MCVC15, proporcionou ganhos altamente significativos com
resposta maxima de 52,05, no nivel de 43,43 kg de N ha™’. Na dose recomendada de N
para a cultura do café (50 kg de N hal), este isolado apresentou resultado correspondente
a 51,89, havendo decréscimos a partir desse valor (Figura 2). A tendéncia dos dados para
essa variavel apresentou resultado esperado, pois, segundo Sant’Ana et al. (2010), o
indice SPAD cresce linearmente com o uso da adubacdo nitrogenada, ja que este

quantifica a intensidade da cor verde das folhas que se correlaciona ao teor de nitrogénio

no tecido.
60
‘/.N.
a q
< 40
[9p]
eMCVC15Y = -0,0038x2 + 0,3301x + 44,885*
20
R2=0,9177
0 25 50 75

Niveis de N kg ha!

Figura 2 — indice SPAD de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144, sob
inoculagéo do isolado bacteriano MCVC15, associado a diferentes niveis de Nitrogénio.
* = significativos a 5% de probabilidade.
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Para a caracteristica area foliar, as mudas de café, quando inoculadas com o0s
isolados MCVC15 e MCVC17, apresentaram pontos maximos equivalentes a 1104,46 e
913,76 cm?, para as doses de 36,84 e 35,72 kg de N ha'?, respectivamente (Figura 3). Em
comparagdo ao tratamento controle, houve um incremento de, aproximadamente, 80%
para o isolado MCVC15 e 50% para 0 MCVC17.

Para o tratamento inoculado com a bactéria MCVCOQ7 e a testemunha (T1),
observa-se comportamentos diferentes. No T1, foram verificados aumentos significativos
na &rea foliar com a adicdo de N. J& para o isolado MCVCO07, observa-se uma maior
expansdo foliar (1013, 54 cm?) na auséncia de N, e a medida que foi aumentando a
quantidade de N, as respostas foram menores. Em comparacgdo ao tratamento controle,
houve um incremento de aproximadamente 83% na auséncia de N, resultado que
corrobora o de Silva (2018), no qual a inoculacdo de bactérias no tratamento controle 0
kg de N ha! foi capaz de acrescentar 83,33% em area foliar, comparado a maior dose de
N.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ricci et al. (2005) que avaliaram
o0 desenvolvimento de mudas de cafeeiros inoculadas com Azospirillum brasilense, e

verificaram incremento de 29,69% em area foliar, comparado a testemunha sem

inoculacéo.
1400
[ ]
5 1000 {
3
L
S 600
\<E y
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0 25 50 75
Niveis de N kg ha!
AT1Y = 1,6837x + 551,95* #MCVCO7 ¥ = 0,1344x" - 15,055x + 1029,5*
r2=0,9373 R2 =0,9537
eMCVCI15Y =-0,327x2 + 24,095x + 660,66* mMCVC17Y =-0,1163x2 + 8,309x + 765,36*
R2=0,8284 R2=0,5189
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Figura 3 — Area foliar de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144, sob
inoculacdo de isolados bacterianos MCVC15, MCVCO07, MCVC17 e a testemunha (T1),
associados a diferentes niveis de Nitrogénio. * = significativos a 5% de probabilidade.

Efeitos significativos também foram verificados para a variavel diametro, cujos
tratamentos MCVCO07 e T1 foram ajustados pelos modelos lineares decrescente e
crescente, respectivamente. Para o tratamento inoculado com a bactéria MCVCO07, o
maior valor foi obtido na auséncia de N, correspondente a 7,82 cm, 0 que representa um

incremento de 53% em relacdo a testemunha (Figura 4).

9

4 .
5 #MCVCO7Y = -0,0134x + 7,8273*
£s r2 = 0,8685
(5]
E
a £ ATIY =0,0296x + 5,1098*
12 = 0,8522
3
0 25 50 75

Niveis de N kg ha!

Figura 4 — Diadmetro de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144, sob
inoculacdo do isolado bacteriano MCVCO07 e a testemunha (T1), associados a diferentes
niveis de Nitrogénio. * = significativos a 5% de probabilidade.

O crescimento das mudas de cafeeiros, expresso pela altura das plantas,
demonstrou efeito significativo para todos os tratamentos avaliados (Figura 5). Os
resultados mostram que a auséncia de N foi capaz de produzir plantas com maiores alturas
nos tratamentos inoculados MCVC15, MCVCO07 e MCVC17, com valores equivalentes
a40,05; 49,77 e 45,56 cm, respectivamente. Em comparacéo ao tratamento controle (T1)
sem adubacgéo, com altura igual a 27,53, a inoculacdo com os isolados supracitados
incrementa 45,5%; 80,8% e 65,5% na altura média das plantas. Esses resultados
demonstram a eficiéncia da inoculagdo, pois mesmo na auséncia de nitrogénio, os
tratamentos inoculados conseguiram promover o crescimento da planta, o que pode ser
associado ao suprimento de N, via fixacdo bioldgica e da sintese de horménios (Reis

Junior et al., 2008), cujos isolados sdo responsivos a esses mecanismos.
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Figura 5 — Altura de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144, sob inoculagédo
de isolados bacterianos MCVC15, MCVCO07, MCVC17 e a testemunha (T1), associados
a diferentes niveis de Nitrogénio. ™ = significativos a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes ao presente estudo foram verificados por Reis et al.,
(2013), utilizando estirpes de Azospirillium como inoculante liquido em campo e em vaso,
observaram também crescimento de parte aérea e resposta positiva para producdo de
auxina e fixagdo bioldgica de nitrogénio em diversas culturas agricolas.

Na Figura 6, estdo apresentados os efeitos da interagdo dos isolados MCVC15,
MCVC17 e MCVCO07, e das doses de nitrogénio para as caracteristicas MSPA e
MSRAIZ. Observa-se comportamento quadratico crescente para a MSPA, quando se
utilizou o isolado MCVC15 com ponto maximo de 20,08 g no nivel de 38,24 kg de N ha’
! Ja para os isolados MCVC17 e MCVCO07, os maiores valores foram verificados na dose
0 kg de N hal, equivalentes a 19,41 e 16,52 g, respectivamente. Nota-se a superioridade
do isolado MCVC17 que, mesmo na auséncia de adubacdo, apenas com a inoculagédo
apresentou valor proximo ao MCVC15, na presenca de 38,24 kg de N ha (Figura 6 A).

Esses resultados séo corroborados com os encontrados por Pimentel et al. (2008),
estudando o desenvolvimento e nutricdo de mudas de cafeeiro inoculadas com bactérias
promotoras de crescimento, os quais verificaram que a massa seca de folhas aumentou
significativamente apenas com a inoculagdo com a bactéria A. brasilense, com um
incremento de 5,9% em relacdo ao controle sem inoculacdo, considerando o periodo

avaliado, que correspondeu a 270 dias.
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Figura 6 — Massa seca de parte aérea (MSPA) (A) e massa seca de raiz (MSRAIZ) (B)
de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144, sob inoculacdo de isolados
bacterianos MCVC15, MCVC07 e MCVCL17, associados a diferentes niveis de
Nitrogénio. ™ = significativos a 5% de probabilidade.

Para a MSR, verifica-se desempenho semelhante a MSPA, com comportamento
quadrético, quando se utilizou o isolado MCVC15, com ponto maximo de 2,56 g no nivel
de 34,4 kg de N ha! (Figura 6B). Ja a inoculagdo com os isolados MCVC07 e MCVC17,
os maiores valores foram verificados na auséncia de N, correspondentes a 2,86 e 3,72 g,
respectivamente, constatando uma eficiente interacdo planta — bactéria na regido da raiz.
Jiménez-Salgado et al. (2002) utilizaram isolados de Azospirillum e também obtiveram
ganhos na biomassa seca de raiz em mudas inoculadas de café.

Os valores referentes a transpiracdo se ajustaram ao modelo quadratico para a
testemunha (T1) e a bactéria MCVC15. Para o T1, verifica-se que o aumento das doses
de N favoreceu de forma crescente a transpiracdo, com ponto maximo referente a 1,38

pmol H,0 m? s, na maior dose de N. Quando houve a inoculagédo com o isolado
MCVCI15, o ponto maximo para essa caracteristica foi 1,5 umol H,O m2 s no nivel de

34,5 kg de N ha, ou seja, menos da metade da quantidade requerida em relagdo a T1
(Figura 7).
Resultados semelhantes foram descritos por Pompeu et al. (2010) que, estudando

as caracteristicas morfofisiologicas do capim-aruana sob diferentes doses de nitrogénio,
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observaram o mesmo comportamento linear crescente. J& Vasconcelos et al. (2021),
estudando a forrageira Panicum maximum Brs cv. Tamani, sob doses crescentes de
nitrogénio, observaram correlacdo linear crescente entre a aplicacdo do fertilizante e a
transpiracdo, efeito este que condiz com os resultados apresentados neste estudo.

As diferengas encontradas entre os tratamentos podem estar relacionadas a
necessidade de nitrogénio para funcionamento da maquinaria metabdlica, principalmente
no processo fotossintético, de maneira que sua eficiéncia, em termos da atividade das
enzimas envolvidas, poderia precisar de menores ou maiores teores para alcancar um
determinado rendimento, sendo um fator que contribuiria com a alocacgdo de nutrientes
(Bohdrquez, 2019). No tratamento inoculado, a inoculagdo pode ter favorecido as plantas,
0 que pode estar associado ao aparato enzimatico das BPCV para a realizacdo da FBN,
requerendo menores quantidades de N; o contrario ocorre no tratamento controle, cujas

plantas necessitam de maiores quantidades de N para realizar as fungdes metabolicas.
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S eMCVCI15Y =-0,0003x2 + 0,0207x + 1,1391*
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Figura 7 — Transpiragdo (E) de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144, sob
inoculacdo de isolado bacteriano MCVC15 e a testemunha (T1), associados a diferentes
niveis de Nitrogénio. " = significativos a 5% de probabilidade.

A fotossintese foi significativamente influenciada pelos tratamentos inoculados e
os valores se ajustaram ao modelo quadratico. Verifica-se comportamento semelhante
entre os isolados MCVC15 e MCVC17, com valores maximos de 8,43 e 7,94 umol CO
m2 s, nos niveis de 31,90 e 32,03 kg de N ha’l, respectivamente. Ja para o tratamento
MCVCO07, o maior valor foi verificado na auséncia de N, correspondente a 7,28 pmol
CO2 m? 5%, resultado préximo aos valores encontrados, quando houve inoculagdo com
os isolados MCVC15 e MCVCL17 associados a adubagéo nitrogenada (Figura 8).
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DaMatta e Rena (2002) afirmam que a eficiéncia fotossintética do uso do
nitrogénio aumenta com diminuicdes dos teores de N. Machado (2015), avaliando a
eficiéncia nutricional em 13 clones de cafe, verificou que, ao reduzir em 50% a
disponibilidade de nitrogénio do nivel recomendando, foi observado aumento da
eficiéncia de utilizacdo em todos os clones. Dessa forma, a inoculagdo associada a doses

intermediérias de N favoreceu o aumento da resposta fotossintética no presente estudo.

©

° eMCVC15 Y=-0,0021x% + 0,134x + 6,2918*
R2=0,835

mMCVC17 Y=-0,0018x? + 0,1153x + 6,089*
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»
*

¢ MCVC07 Y =0,0003x2 - 0,0397x + 7,297*
R2=0,9121
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Figura 8 — Fotossintese (A) de plantas de Coffea arabica variedade Catuai IAC144, sob
inoculagdo de isolados bacterianos MCVC15, MCVCO07 e MCVC17, associados a
diferentes niveis de Nitrogénio. ~ = significativos a 5% de probabilidade.

Neste estudo, foi possivel verificar que a adicdo de N-fertilizante em cobertura no
solo ndo favoreceu melhores respostas para as caracteristicas: massa seca de parte aérea
e raiz, diametro, altura, area foliar e comprimento de raiz, quando as mudas de café foram
inoculadas com os isolados bacterianos. Esses resultados podem estar associados a
eficiéncia da fixacdo biolégica em bactérias diazotroficas, pois, na presenca de alta
concentracdo de nitrogénio no solo, especialmente amonio, pode causar a rapida inibi¢éo
da atividade da nitrogenase, responsavel pela conversdo do nitrogénio atmosférico (N2)
em forma assimilavel pela planta. Além do controle da atividade da nitrogenase, ha
evidéncias de que o teor de N no solo pode também regular a colonizacdo bacteriana
(Carvalho et al., 2014).

Para a variedade Catuai, a analise conjunta dos dados, por meio da analise de
componentes principais, explica 58,82% da variacdo dos dados dentro do plano
cartesiano, sendo dividida em dois fatores, o fator 1 (F1) explica 38,23% e o fator 2 (F2)

explica 20,59% das interacOes dos fatores doses e bactérias (Figura 9).
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A distribuicdo dos dados no plano cartesiano indica que a agdo dos isolados
MCVC15 e MCVC17 estdo mais correlacionados com a massa seca de parte aérea
(MSPA), altura, diametro e area foliar. Essa maior correlacdo se deve pela proximidade
do fator 1, que explica mais a variacdo dos dados. Além disso, existe uma correlacédo
negativa dessas variaveis com o indice SPAD.

Observa-se que a maioria dessas caracteristicas foi influenciada, quando o0s
isolados se encontravam na auséncia de N, mostrando o seu maximo potencial de induzir

0 crescimento em plantas de cafe.
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Figura 9 - Analise de componentes principais da distribuicdo das bactérias promotoras
de crescimento de Coffea arabica variedade Catuai IAC 144 associadas a doses de N (DO,
D1, D2 e D3), em funcédo das variaveis mensuradas: altura, didmetro, comprimento de
raiz (CPR), massa seca de raiz (MSR) e massa seca de parte aérea (MSPA), area foliar
(AF), Nitrogénio percentual (N%), fotossintese (A) e transpiracdo (E).

Variedade Catucai amarelo 2SL

A Tabela 3 mostra que, para comprimento de raiz (CPR) e N %, ndo houve
significancia para nenhum dos fatores isolados, e nem para a interagéo dos fatores doses
e bactérias. J& para as demais caracteristicas, exceto para o didmetro, a interacdo foi
significativa, procedendo, assim, o desdobramento.

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia em relagéo as avaliagdes comprimento de raiz
(CPR), area foliar (AF), indice SPAD (SPAD), diametro (DIA), altura (ALT), massa seca
de raiz (MSRAIZ), massa seca de parte aérea (MSPA), transpiracao (E), fotossintese (A)

e nitrogénio percentual (N%) de Coffea arabica variedade Catucai 2SL, sob inoculacéo
de isolados bacterianos e adubacéo nitrogenada
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Quadrado médio
FVv GL

CPR AF SPAD DIA ALT  MSRAIZ  MSPA E A N %

Dose (D)
Bactéria

(B)

3 10,64™ 90806,35* 20,54™ 0,67™ 252,05 3,0545* 70,6660  0,6225* 8,3743™ 0,1431™
3 18,54™ 155310,00* 82,04* 3,71* 48564* 1,2366* 110,6632* 0,3027™  7,4947* 0,2523™
9
3

DXB 10,45™ 214285,53* 73,90* 0,27" 54,88* 1,1943* 45,8079* 0,8361* 17,7104* 0,3862™
Bloco 5,47 759594 10359 2,79 60,03 0,3296 0,4966 0,2873 7,0264  0,0997

Erro 45 7,02 6113,47 17,72 1,09 17,67 0,2062 1,2863 0,1350 1,0493 0,1858

* = significativo; ™ = ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Ao avaliar a acdo da inoculacdo no crescimento das plantas, observa-se que, para
comprimento de raiz, transpiragdo e N%, ndo houve diferencas entre os inoculantes
utilizados e a testemunha sem inoculagéo (Tabela 4).

Avaliando as demais caracteristicas, observa-se que o isolado MCVCO04 foi aquele
que se destacou em promover o crescimento das plantas de café em campo. Este isolado
foi anteriormente caracterizado como produtor de AIA (63,78 pg. mL™), sendo
reconhecido também com potencial na promoc¢do de crescimento nos experimentos

iniciais de sele¢do em plantas de cafe.

Tabela 4 — Comprimento de raiz (CPR), area foliar (AF), indice SPAD (SPAD), diametro
(DIA), altura (ALT), massa seca de raiz (MSRAIZ), massa seca de parte aérea (MSPA),
transpiracdo (E), fotossintese (A) e nitrogénio percentual (N%) de Coffea arabica
variedade Catucai 2SL, sob inoculagdo de isolados bacterianos

CPR AF SPAD DIA ALT MSRAIZ MSPA E A N %

(cm) (cm?) (mm)  (cm) @ (%)
Testemunha 21,64A 687,97C 4831B 6,258 29,39C 2028 11,32D 1,555A  6,07B 2,96A

MCVC06 23,61A 720,93C 48,44B 6,65B 37,98B 2,52A  14,29B 1,32A  7,66A 3,19A
MCVC16 21,16A 776,49B 50,80A 6,89B 39,31B  2,26B 12,89C  1,25A 6,44B 2,99A
MCvC04  22,48A 91147A 53,09A 741A 4219A  2,64A  1750A  1,28A 6,55B 3,19A

CV (%) 11,92 10,26 8,39 1531 11,29 19,24 8,10 27,13 18,09 13,18

E: (umol de H20 m2s) / A: (umol de CO2 m2 st); médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Trat

Na Figura 10, observa-se comportamento quadratico para a altura de plantas de
café, quando inoculadas com os isolados MCVC16 e MCVCO06. Para o primeiro isolado,
0 ponto maximo foi obtido na auséncia de N, com altura de 42,95 cm. J& a inoculagéo
com o segundo isolado, as plantas de café obtiveram maiores alturas (43,82 cm) na dose
de 75 kg de N ha! e, na auséncia de N, a altura foi de 38,60 cm.

Esse resultado € bastante interessante, principalmente do ponto de vista do
produtor, pois mostra que a inoculagcdo com a bactéria MCVCL16, na auséncia de N,

apresentou valores de altura bem préximos a maior dose de nitrogénio com o isolado
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MCVCO06, alcangando, assim, o objetivo de minimizar os impactos dos produtos quimicos
no ambiente, uma vez que o uso exclusivo da bactéria ja& conseguiu auxiliar no
crescimento das plantas. Isso acarreta em menores custos ao produtor, tendo em vista que
os adubos nitrogenados sdo 0s mais caros do mercado, devido a sua alta exportacédo
(Moreira et al., 2020).

60
= 40 ° X )
o e MCVCI16Y =0,0051x - 0,3952x + 42,948*
© R2=0,5738
=
< 20
m MCVC06Y= 0,0052x2 - 0,3205x + 38,608*
R2=10,9178
0

0 25 50 75
Niveis de N kg hal

Figura 10 — Altura de plantas de Coffea arabica variedade Catucai amarelo 2SL, sob
inoculacdo de isolados bacterianos MCVC16 e MCVCO06, associados a diferentes niveis
de Nitrogénio. * = significativos a 5% de probabilidade.

Marana et al. (2008) observaram que, na producdo de mudas de café, quando nao
houve utilizacdo de adubos de liberacéo lenta com 15% de N, as plantas apresentaram 0s
menores valores de crescimento, resultado oposto ao que foi verificado no presente
estudo, em que a inoculacdo promoveu resultados maiores ou proximos aos tratamentos
com adicdo de N, o que evidencia a eficiéncia dos mecanismos de promoc¢do de
crescimento realizada pelos isolados estudados.

Para algumas culturas, como o milho, cana, arroz e trigo, estudos mostram uma
contribuicio das BPCP de, aproximadamente, 25 a 50 kg de N ha* (Moreira et al., 2010)
para a necessidade de nitrogénio das plantas, o que indica a diminui¢do dos custos com
adubacdo nitrogenada.

Para o indice SPAD, foram observadas respostas quadraticas das meédias dos
tratamentos MCVCO04, T2 e MCVCO06, nos quais a adubacdo nitrogenada proporcionou
maiores médias nos trés tratamentos, apresentando valores maximos de 58,71 com 75 kg
de N; 51,00 com 41 kg de N; e 51,57 com 46,62 kg de N, respectivamente (Figura 11).
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O indice SPAD infere sobre a cor verde da folha que se assemelha aos teores de
clorofila no tecido; como o nitrogénio é constituinte da molécula de clorofila, é esperado

gue maiores niveis de N aumentem os teores de SPAD, como pode ser observado neste

trabalho.
80
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Figura 11 - indice SPAD de Coffea arabica variedade Catucai amarelo 2SL, sob
inoculacédo de isolados bacterianos MCVC04, MCVCO06 e a testemunha (T2), associados
a diferentes niveis de Nitrogénio. ™ = significativos a 5% de probabilidade.

A érea foliar das plantas de café foi totalmente influenciada pela acao dos isolados
bacterianos MCVC16 e MCVCO06, nos quais os valores maximos de 853,6 cm? e 1138,8
cm? foram obtidos no nivel de 0 kg de N, respectivamente, ou seja, com a resposta direta
da promocao de crescimento das bactérias. Considerando o tratamento controle (0 kg de
N ha), apenas a inoculago foi capaz de acrescentar 45,10% para o isolado MCVC16 e
69,63% para 0 MCVCO06 em area foliar especifica, em relacdo a maior dose (75 kg N)
(Figura 12). A expansdo da area foliar pode ser explicada como uma resposta ao
crescimento vegetal ocasionado pelas bactérias. Desse modo, incrementos em variaveis
diretamente relacionadas aos componentes de producdo da cultura, proporcionadas pela
inoculacdo, sdo indicativos de que a produtividade também sera afetada de forma positiva
(Silva et al., 2022).
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Figura 12 - Area foliar de plantas de Coffea arabica variedade Catucai amarelo 2SL, sob
inoculacdo de isolados bacterianos MCVC16, MCVCO06 e a testemunha (T2), associados
a diferentes niveis de Nitrogénio. * = significativos a 5% de probabilidade.

A massa seca de parte area foi influenciada pelos isolados MCVC16, MCVCO06 e
MCVCO04. Nos dois primeiros isolados, o nivel de 75 kg N proporcionou os valores de
16,09 g e 17,55g, respectivamente. Ja no isolado MCVCO04, o maior valor foi na auséncia

de N com 20,64g (Figura 13).
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Figura 13 - Massa seca de parte aérea (MSPA) de plantas de Coffea arabica variedade
Catucai amarelo 2SL, sob inoculacdo de isolados bacterianos MCVC06, MCVCO04 e
MCVC16, associados a diferentes niveis de Nitrogénio. * = significativos a 5% de
probabilidade.

A massa seca de raiz foi favorecida pela a¢éo dos tratamentos MCVCO06, T2 e
MCVC16, na auséncia de N, com valores de 3,18¢; 2,89 e 2,63g. Em relacdo aos isolados
MCVCO06 e MCVC16, caracterizados como produtores de auxina (62,05 e 61,52 pg.mL"

1, houve incrementos de 17% e 38% em relagdo a maior dose de N (Figura 14).
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Figura 14 - Massa seca de raiz (MSRAIZ) de plantas de Coffea arabica variedade
Catucai amarelo 2SL, sob inoculagdo de isolados bacterianos MCVCO06, T2 e MCVC16,
associados a diferentes niveis de Nitrogénio. * = significativos a 5% de probabilidade.

Os maiores incrementos para as variaveis morfoldgicas: altura, area foliar, massa
seca de raiz e de parte aérea observados neste estudo, na auséncia de N, podem estar
relacionados a producdo de auxina, realizada por essas bactérias promotoras de
crescimento, segundo a quantificacdo feita por Lima (2020), que tem como principal
funcdo a modificacdo da arquitetura do sistema radicular, por meio do alongamento de
pelos radiculares, favorecendo uma maior superficie de contato com o solo, o que permite
captar maior quantidade de agua e nutrientes, auxiliando no crescimento da planta (Gosal
et al., 2012; Rodrigues et al., 2019).

Além disso, essas bactérias também promovem a FBN in vitro, o que pode ter
favorecido o maior crescimento das plantas, ocorrido em fun¢édo da planta ter acumulado
maior teor de N nas folhas, visto que o nitrogénio é o elemento que mais limita o
crescimento vegetal e a sua baixa disponibilidade esta associada a reducgdo da divisao e
expansdo celular, da area foliar e da fotossintese (Chanway et al., 2014).

A transpiracdo foi significativamente influenciada somente no tratamento controle
(T2). Os maiores valores para essa variavel foram observados no nivel de 75 kg de N ha’
! cujas plantas de café apresentaram uma transpiragdo foliar equivalente a 2,16 pmol de
H,O m2 s, Essa resposta ¢ esperada, visto que a medida que aumenta a quantidade de
nitrogénio, ocorre uma maior taxa fotossintética, aumento do crescimento vegetativo das
plantas, acarretando em uma maior expansdo foliar (Figura 12), com isso, intensifica a

transpiracdo (Figura 15).
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Figura 15 - Transpiracdo (E) de plantas de Coffea arabica variedade Catucai amar*elo
2SL, submetido ao tratamento T2 associado a diferentes niveis de Nitrogénio. = =
significativos a 5% de probabilidade.

A fotossintese foi significativamente influenciada pelos tratamentos inoculados
com as bactérias MCVC16 e MCVCO06, cujo ponto maximo para o primeiro isolado foi
verificado na maior dose de N (75 kg ha), equivalente a 10,42 pumol CO2 m? s*; e para
0 segundo isolado, a auséncia de N favoreceu as maiores respostas, com 8,9 umol CO-
m2 s (Figura 16). Essas respostas podem estar associadas ao fato de a fotossintese ser
influenciada diretamente pela quantidade de N que é absorvida pelas plantas, ja que a
molécula de clorofila é constituida por N; e no tratamento inoculado com a bactéria
MCVCO06, a FBN pode ter favorecido no suprimento de N.
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Figura 16 — Fotossintese (A) de plantas de Coffea arabica variedade Catucai amarelo
2SL, sob inoculagdo de isolados bacterianos MCVC16 e MCVCO06, associados a
diferentes niveis de Nitrogénio. ™ = significativos a 5% de probabilidade.

A anélise dos componentes principais dos dados para a variedade Catucai (Figura

17), apresentados em funcdo da associacdo de bactérias promotoras de crescimento e

adubacdo nitrogenada em café, explica 55,41% da associacdo dos fatores, sendo que o

fator 1 (F1) explica 33,98% e o fator 2 (F2) explica 21,43% para essa variedade. Os
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isolados MCVC04, MCVCO06 e MCVC16 estdo mais correlacionados com as variaveis

area foliar (AF), altura e comprimento de raiz (CPR), na auséncia de nitrogénio.
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Figura 17 - Andlise de componentes principais da distribuicdo das bactérias promotoras
de crescimento de Coffea arabica variedade Catucai 2SL associadas a doses de N (DO,
D1, D2 e D3), em funcdo das variaveis mensuradas: altura, didmetro, comprimento de
raiz (CPR), massa seca de raiz (MSR), massa seca de parte aérea (MSPA), area foliar
(AF), Nitrogénio percentual (N%), fotossintese (A) e transpiracao (E).

A analise de componentes principais vem para afirmar a importancia dessas
bactérias promotoras de crescimento em café e a capacidade de serem independentes
nessa promocdo de crescimento sem a utilizacdo de adubo sintético, ou com doses
inferiores as que comumente sdo utilizadas.

Esses resultados sugerem que a aplicacdo dessas bactérias pode ter potencial para
serem usadas como biofertilizantes para o cultivo de café nas condicdes estudadas, para
as duas variedades. E o principal mecanismo de promocdo de crescimento desses
microrganismos foi a producdo de auxina, que pode ter favorecido nas respostas
morfolégicas ligadas as caracteristicas de area foliar, massa seca e comprimento de raiz,
além disso, as bactérias também sdo responsivas a FBN in vitro, o que pode ter

contribuido também para esses resultados.

CONCLUSOES

Os isolados das variedades de café, Catuai IAC 144 e Catucai 2SL, promovem

respostas positivas no crescimento das plantas para as caracteristicas avaliadas.
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A auséncia de nitrogénio favorece as melhores respostas para as caracteristicas:
massa seca de raiz, comprimento de raiz e didametro das plantas, quando inoculadas com
os isolados MCVC15 e MCVC17, para a variedade Catuai vermelho IAC 144.

Para a variedade Catucai amarelo 2SL, a inocula¢do com os isolados MCVCO06 e
MCVC16, na auséncia de adubacdo nitrogenada, proporciona melhores respostas para as

caracteristicas area foliar e comprimento de raiz.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo exerce grande importancia para a cadeia produtiva do café no
Planalto da Conquista, visto que a cafeicultura brasileira estad implantada, em sua
grande maioria, em solos de baixa fertilidade natural e os fertilizantes quimicos,
principalmente os nitrogenados, possuem custos bastante elevados para o produtor. Dessa
forma, a aplicacdo das bactérias promotoras de crescimento pode suprir total ou
parcialmente a demanda de N da cultura, podendo ser usadas como biofertilizantes para

o cultivo de café nas condi¢des estudadas.
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