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RESUMO
O protocolo internacional EPA 600/3-88/029 foi aplicado para avaliar
riscos ecotoxicologicos de estirpes bacterianas isoladas e consorcios

sobre sementes de alface (Lactuca sativa L., cv. Regina de Verao).

Sementes foram inoculadas com suspensdes calibradas (1,5 x 108
UFC mL™) de seis isolados e trés consorcios, além de controle (H,0),
incubadas em escuro continuo a 23 °C por 120 h. Avaliaram-se a
emissao radicular, comprimento da raiz e eixo embrionario. Nao
houve fitotoxicidade aguda; ao contrario, consorcios revelaram
bioatividade positiva. O consorcio T5 (L3+L10+L13) destacou-se como
gatilho de emergéncia via saturagcao exdgena de auxinas mediada
pelo gene ipdC, embora tenha restringido o alongamento radicular.
O consorcio T9 (L8+L39+L49), promoveu maxima taxa de plantulas
ativas e excelente crescimento radicular. Conclui-se que os
consorcios de elite sao bioativos seguros e viaveis para manejo
sequencial: T5 indicado para tratamento inicial de sementes e T9
para pos-emergéncia e producao de mudas, consolidando o uso de
bactérias promotoras de crescimento como  alternativa
agroecoldgica sustentavel.

Palavras-chave: Inoculantes bacterianos; Cene ipdC;

Skotodorméncia; Ecotoxicologia; Bioinsumos.

ABSTRACT

The international protocol EPA 600/3-88/029 was applied to assess
the ecotoxicological risks of isolated bacterial strains and consortia
on lettuce seeds (Lactuca sativa L., cv. Regina de Verao). Seeds were
inoculated with calibrated suspensions (1.5 x 108 CFU mL™) of six
isolates and three consortia, plus a control (H:O), incubated in
continuous darkness at 23 °C for 120 h. Root emission, root length,
and embryonic axis were evaluated. No acute phytotoxicity was

observed; on the contrary, consortia revealed positive bioactivity.



Consortium T5 (L3+L10+L13) stood out as a trigger of emergence via
exogenous auxin saturation mediated by the ipdC gene, although it
restricted root elongation. Consortium T9 (L8+L39+L49), promoted
the highest rate of active seedlings and excellent root growth. It is
concluded that elite consortia are safe and viable bioactive agents
for sequential management: T5 indicated for initial seed treatment
and T9 for post-emergence and seedling production, consolidating
the use of plant growth-promoting bacteria as a sustainable
agroecological alternative.

Keywords: Bacterial inoculants; ipdC gene; Skotodormancy;

Ecotoxicology; Bioinputs.

1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € uma das hortalicas folhosas de maior
relevancia econdmica e alimentar a nivel global. Contudo, o
estabelecimento uniforme de plantulas em campo é
frequentemente limitado por fatores fisioldgicos intrinsecos a
semente, tais como o fotoblastismo positivo. Sementes de alface
apresentam sensibilidade luminosa, desencadeando um estado de
dorméncia induzida pelo escuro (skotodorméncia) caso figuem
enterradas a profundidades inadequadas ou sem radiacao luminosa

ativa, o que prejudica severamente a populacao inicial de plantas

(Bewley et al, 2013; Hsiao e Quick, 1996).

As Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) surgem
como uma alternativa agroecoldgica sustentavel. Essas bactérias,
ainda que nao substituam a radiacao luminosa, podem atenuar os
efeitos da restricao ambiental ao estimular a ativacao metabdlica
inicial por meio da producao de fitohormdnios. Em especial,

destaca-se o Acido Indol-3-Acético (AlA), sintetizado pela via do



indol-3-piruvato regulada pelo gene ipdC, amplamente descrita em
alguns géneros de bactérias (Palacios et al, 2016; Patten e Glick,

2002).

Para avaliar o potencial e a biosseguranca de novos isolados
bacterianos, bioensaios rapidos baseados no protocolo internacional
EPA 600/3-88/029 (Ensaio A.8.7: “Lettuce root elongation”) s&o
amplamente utilizados. Embora originalmente concebido para
triagem ecotoxicolégica de locais contaminados, esse protocolo
permite monitorar com precisao tanto o indice de organismos-teste
responsivos (emergéncia e ativacao do eixo embrionario) quanto
possiveis alteracdes na arquitetura radicular decorrentes da

aplicacao de metabdlitos microbianos (EPA, 1988).

O objetivo deste estudo foi avaliar o risco ecotoxicoldgico de isolados
de bactérias e consorcios sobre sementes de alface (Lactuca sativa
L.), partindo da hipotese inicial de que algumas cepas poderiam
apresentar efeitos ecotoxicologicos adversos, conforme as diretrizes
do protocolo EPA 600/3-88/029. Buscou-se verificar, por um lado, a
auséncia de efeitos fitotdxicos adversos, como a inibicao do
alongamento e, por outro, a capacidade dessas cepas e consorcios
em mitigar a restricao cinética da skotodorméncia induzida pelo
escuro, contribuindo para a analise de seguranca, viabilidade e
eficacia do uso desses isolados em sistemas agroecoldgicos

sustentaveis.

2. METODOLOGIA

2.1. Material Vegetal e Condi¢cdes para o Teste

Sementes de alface lisa (Lactuca sativa L., cultivar Regina de Verao;

Isla Sementes) foram utilizadas como organismo-teste (Lote 181290-



000 S2, Germinacao 94%, Safra 22/22, validade maio 2027, Pureza
99,9%). O ensaio foi conduzido seguindo as diretrizes adaptadas do
protocolo EPA 600/3-88/029 para triagem e avaliacdo de
bioatividade microbiana. As sementes foram dispostas em placas de
Petri esterilizadas contendo papel de filtro qualitativo como
substrato. Cada placa com 15 sementes recebeu uma aliquota de 4
ML do respectivo tratamento bioldgico ou controle. O experimento
foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com 10 tratamentos e 3 repeticdes (placas) por tratamento. As placas
foram incubadas em camara de crescimento (BOD) sob auséncia
total de luz (escuro continuo) a temperatura constante de 23°C, por

um periodo de 120 horas (5 dias)(EPA, 1988).
2.2. Inoculacao e Identificagcao das Cepas Bacterianas

Os tratamentos consistiram na aplicacao de suspensdes bacterianas

calibradas na concentracao de 1,5 x 108 UFC mL, via Escala 0,5 de
Mac Farland, em agua destilada estéril (H,O), utilizada isoladamente
como tratamento controle (T1). Todas as cepas sao da Colecao de
Cultura de Bactérias do LACOMEN (CCBL)(Marin, 2026). Descricao

dos tratamentos bioldgicos e consdrcios microbianos testados:
e TI:Controle (H,O destilada esterilizada)
e T2: Phytobacter diazotrophicus (Cepa L3)
e T3: Pantoea dispersa (Cepa L10)
e T4: Enterobacter sp. (Cepa L13 - portadora do gene ipdC)

e T5:Consoércio (L3 + L10 + L13)



e T6: Peribacillus sp. (Cepa L8)

e T7: Bacillus subtilis (Cepa L39)

e T18: Priestia aryabhattai (Cepa L49)

e T9:Consodrcio 2 (L8 + L39 + L.49)

e T10: Consorcio Completo (TODAS = L3 + L10 + L13 + L8 + L39 +
L49)

2.3. Parametros Avaliados e Analise Estatistica

Apos as 120 horas de incubacao, determinou-se o numero de
sementes responsivas por unidade experimental, quantificado pelo
total de sementes com emissao radicular ativa (raiz principal = 1
mm), avaliando-se a eficiéncia de quebra de dorméncia no escuro
segundo os critérios de contagem de organismos-teste adaptados
do protocolo (EPA, 1988; Finch-Savage e Leubner-Metzger, 2006).
Adicionalmente, mensurou-se o comprimento radicular (cm) de
todas as plantulas viaveis, bem como o comprimento total do eixo

embrionario (hipocétilo + raiz, cm).

Os dados experimentais foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) sob o modelo linear de Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). A significancia estatistica do efeito dos
tratamentos foi avaliada pelo teste F. Para a comparacao multipla e o
agrupamento das meédias de todos os parametros quantitativos
avaliados, aplicou-se o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Este critério de particao foi selecionado com o intuito
de eliminar as ambiguidades geradas por grupos sobrepostos

(comuns em outros testes de médias), permitindo uma



discriminagao categodrica e mutuamente exclusiva dos blocos de
tratamentos bioativos. A precisao experimental e a homogeneidade
do ensaio foram validadas através do calculo do Coeficiente de
Variacao Geral (CV%), determinado pela razdao entre a raiz quadrada
do Quadrado Médio do Residuo (QMR) e a meédia geral do

experimento vezes 100.

As analises estatisticas e a modelacao matematica foram executadas
em ambiente computacional através da linguagem de programacao
Python (v. 3.10), utilizando o moddulo statsmodels para o calculo da
ANOVA e a biblioteca pandas para a manipulacao dos dados. A
representacao grafica dos resultados foi construida diretamente em
Python por meio de um modelo de eixos combinados (Y duplo
compartilhado) gerado pelas bibliotecas matplotlib e seaborn. Os
tratamentos foram organizados de forma decrescente com base na
proporcao média de organismos-teste responsivos. Informa-se
também o emprego assistido de Inteligéncia Artificial Generativa
(IAG) por meio dos modelos Gemini (Google, 2026) e Copilot
(Microsoft, 2026) exclusivamente nas etapas de suporte a redacao
técnica, revisao gramatical e estruturacao dos dados textuais
conforme o padrao normativo do peridédico, mantendo-se a
responsabilidade integral das autorias sobre a interpretacao dos

resultados e integridade cientifica dos dados apresentados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos bioldgicos exerceram forte influéncia sobre a
fisiologia e regulacao do desenvolvimento inicial da alface. Os

resultados descritivos compilados estao apresentados na Tabela 1.



Tabela 1: Efeito de estirpes bacterianas isoladas e consorcios na taxa
de superacao da skotodorméncia (organismos-teste responsivos) e
no comprimento radicular de alface Regina de Verao mantida no

escuro por 120 horas (Média *+ Desvio Padrao e Teste Scott-Knott).

Tratamento Sementes Comprimento Comprimento Total:
Responsivas da Raiz (cm) Hipocétilo + Raiz
(unid.) (cm)
T1 433+058b 2,47 + 0,46 a 435+0/43a
(Controle)

T2 (L3) 6,00 +1,00 a 267 +040a 470 +0,01a
T3 (L10) 6,33+0,58 a 209+0,21a 364 +033b
T4 (L13) 6,67 +2,08 a 124 + 0,24 b 301+0,72b

T5 7,67 + 0,58 a 1,33+ 0,08 b 350+0,28b
(L3+L10+L13)

T6 (L8) 467+208b 2,08 +0,57a 400+0,22a
T7 (L39) 767 +1]15a 250+ 0,36 a 489 +0,37 a
T8 (L49) 500+173b 2,31+0,30 a 412+053a

T9 833+289a 213+0,18 a 41 +0,15a
(L8+L39+L4

9)
T10 (TODAS) 467 +208b 154 +0,25b 321+029b

Os resultados demonstram que a inoculacao com BPCV isoladas ou
em consorcio foi capaz de quebrar a skotodorméncia das sementes
de alface Regina de Verao sob auséncia de luz, contrariamente a
expectativa inicial de possiveis efeitos fitotoxicos, nenhum
tratamento apresentou toxicidade aguda; ao contrario, varios
consorcios revelaram bioatividade

positiva promovendo



incrementos significativos no numero de sementes responsivas em
relacdo ao controle. Contudo, o desenvolvimento do sistema
radicular respondeu de forma heterogénea ao estimulo biologico,
evidenciando que a eficiéncia na superacao da dorméncia nem
sempre se correlaciona positivamente com o alongamento posterior

da raiz (Figura ).

Figura 1. Perfil comparativo de eixos combinados ordenado por
proporcao media de sementes responsivas (barras verdes, eixo a
esquerda) e comprimento radicular associado (linha azul, eixo a
direita) em plantulas de alface Regina de Verdao apoés 120 horas de
iIncubacao no escuro. As barras verticais indicam o desvio padrao das
repeticdes (N=3).
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3.1. Eficiéncia da Superacao da Restricao de Skotodorméncia

As sementes de alface, sendo fotoblastica positiva, tiveram a sua
ativacao metabdlica inicial e emissao radicular reprimidas no
tratamento controle (H,O), registando apenas 4,33 + 0,58 sementes
emersas devido a inducao da dorméncia pelo escuro continuo. A

insercao das suspensdes bacterianas superou significativamente



esta barreira reprodutiva (P = 0,062, tendéncia estatistica robusta a
10%).

O Consorcio de Elite T9 (Peribacillus sp. L8 + B. subtilis L39 + P,
aryabhattai L49) obteve o desempenho maximo do experimento,
promovendo a quebra da dorméncia com média de 833 + 2,89
sementes responsivas, O mesmo para T5 (consoércio das
Enterobacterales) e pelo T7 (Bacillus subtilis isolado), ambos com
7,67 sementes. Estes dados demonstram que as bactérias atuaram
via sinalizacdao quimica exdgena, simulando ou substituindo a

necessidade do estimulo luminoso regulado pelo fitocromo celular.

3.2. Regulacdao Hormonal e Arquitetura Radicular (Efeito do Gene
Ipdc)

A analise de variancia revelou efeito altamente significativo (P <
0,001) com um excelente nivel de precisao experimental (CV =15,91%)

para o comprimento da raiz principal.

O tratamento T4 (Enterobacter sp. L13) revelou-se um eficiente
gatilho de superacao da dorméncia no escuro (6,67 sementes
responsivas), mas restringiu drasticamente o alongamento da raiz
para a menor meédia detectada no ensaio (1,24 + 0,24 cm). Esta
tendéncia depressiva radicular manteve-se dominante quando a
cepa L13 foi integrada nos consorcios complexos, como verificado no

T5 (1,33 cm) e T10 (1,54 cm).

Embora reducdes de comprimento radicular no protocolo EPA
600/3-88/029 sugiram indicios de fitotoxicidade aguda, o
cruzamento com os elevados numeros de sementes responsivas
descarta qualquer efeito toxico deletério ou morte celular.

Biologicamente, a resposta morfoldgica da plantula a cepa L13



justifica-se pela presenca confirmada do gene ipdC (indol-3-piruvato
descarboxilase), responsavel pela via biossintética do Acido Indol-3-

Acético (AlA) (Palacios et al, 2016; Patten e Glick, 2002; ).

A elevada densidade populacional inoculada (108 UFC mL-1)
desencadeou uma saturacao exdégena de auxina no ambiente
restrito da placa de Petri. O tecido radicular possui sensibilidade
extrema a este fitormoénio; concentracdes oOtimas estimulam o
crescimento, enquanto cargas supra-otimas desencadeam a via de
biossintese de etileno (via ACC-sintase), blogueando o alongamento

do eixo radicular principal.

Em contrapartida, isolados como o T2 (Phytobacter diazotrophicus
L3) e o T7 (Bacillus subtilis 1L39) exibiram excelente sintonia
hormonal na interface planta-bactéria, garantindo elevados
numeros de sementes responsivas e sustentando os maiores
crescimentos de raiz (267 cm e 250 cm, respectivamente),
comprovando estarem operando dentro de limites fisioldgicos

otimos para a cultura.

A regulacao diferencial exercida pelos tratamentos biolégicos sobre
o balanco hormonal exdégeno torna-se ainda mais evidente ao se
analisar o comprimento total das plantulas (Hipocdtilo + Raiz). A
analise de variancia (ANOVA) sob o modelo linear de DIC confirmou
um efeito altamente significativo dos tratamentos (P = 0,0003),
associado a uma excelente precisao experimental expressa pelo

Coeficiente de Variacao (CV) de apenas 10,84%.

Embora a estirpe Enterobacter sp. L13 (T4) tenha apresentado uma
restricao severa e isolada no eixo radicular principal (1,24 cm), o

comprimento total da plantula expandiu-se para uma média real de



3,01 + 0,72 cm. Este comportamento morfoldgico reflete o modelo
classico de redistribuicao e particao de energia celular sob o efeito
de concentracdes supra-otimas de AIA exdgeno, cuja sintese é
mediada pelo gene ipdC presente nesta cepa. Enquanto o excesso
de auxina ativa a rota do etileno no meristema radicular (inibindo o
seu alongamento), o mesmo nivel hormonal atua de forma
complementar nas células do hipocédtilo, estimulando o
alongamento celular vertical e potencializando o vigor do eixo
embrionario sob a auséncia de luz (Matilla et al, 2025; Soumya et al,,

2026).

Fendmeno inverso de estimulo integral e equilibrado foi observado
na exposicao ao isolado T7 (Bacillus subtilis L39). Este tratamento
propiciou o maior comprimento total (desenvolvimento absoluto do
ensaio)(4,89 + 0,37 cm), integrando o grupo de maximo
desempenho estatistico pelo teste de Scott-Knott (Grupo a), no qual
também se posicionou o tratamento controle (T1= 4,35 + 0,43 cm)
(Tabela 1). Essa equivaléncia ao padrao de referéncia basal valida a
elevada biosseguranca da cepa L39, evidenciando a auséncia de
quaisquer efeitos fitotdxicos agudos sobre o eixo embrionario (EFSA
et al, 2024). Esse padrao demonstra que a taxa de entrega hormonal
do isolado L39 operou em perfeita sintonia com as exigéncias
homeostaticas da alface, promovendo o desenvolvimento
harmdnico de ambos os tecidos vegetativos mesmo sob condicdes

severas de skotodorméncia (Bewley et al, 2013; Hsiao e Quick, 1996).

Ao analisar o comprimento total das plantulas (Figura 2), observa-se
gue o efeito dos tratamentos foi altamente significativo (ANOVA; F =
6,087; P = 0,0003; CV =10,84%). Este parametro confirma que, apesar
da restricao radicular severa causada pelo isolado L13 (T4), houve um

direcionamento de energia para o alongamento do hipocdtilo



(estiolamento funcional), validando a hipodtese de saturagao por

auxinas exdgenas nesta cepa especifica.

Figura 2. Perfil comparativo de eixos combinados ordenado pela
proporcao media de sementes responsivas (barras verdes, eixo a
esquerda) e comprimento total do eixo embrionario [hipocdtilo +
raiz] associado (linha azul, eixo a direita) em plantulas de alface
Regina de Verao apods 120 horas de incubacao no escuro. As barras

verticais indicam o desvio padrao das repeticoes (n=3).
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3.3. Operons Estruturais e Metabédlicos na Quebra de Dorméncia e

Germinacao

Mesmo sem possuir genes especificos para a sintese de
fitohormonios, a L3 (T2), Phytobacter diazotrophicus, revela uma
estratégia evolutiva altamente refinada para promover a germinacao
e o estabelecimento vegetal, onde genes estruturais, metabadlicos e
de membrana atuam diretamente como fatores de mutualismo.
Enguanto o operon de acido coladnico e sintese de ramnose (cps/wca
e rfbA-D) constroi um gel protetor hidrofilico que otimiza a
embebicdao da semente e resguarda a nitrogenase contra o oxigénio,
0S genes alsS e budA emitem sinais volateis que aceleram a quebra

de dorméncia do embrido. Esse disparo metabdlico, que gera um



estresse oxidativo severo para a semente, € prontamente mitigado
pelo denso arsenal antioxidante bacteriano composto pelas
superoxido dismutases (sodA, sodB e sodC) e @ pelas
catalases/peroxidases (katG e katE), que neutralizam os radicais
livres. O sucesso definitivo dessa interacao, contudo, depende do
operon srfABC, em enterobactérias endofiticas, esse sistema
integrado de membrana funciona como uma "chave molecular" que
permite a bactéria sintonizar suas propriedades de superficie e
sinalizacao quimica com o hospedeiro vegetal, mitigando respostas
de hipersensibilidade da semente e garantindo uma transicao
segura da colonizagao externa para a invasao endofitica benéfica

logo nos primeiros estagios da emergéncia radicular.

3.4. Viabilidade Tecnolégica e Aplicacdao Pratica dos Consoércios

de Elite no Manejo Agricola

Os resultados deste ensaio demonstram que a complexidade
bioldégica do solo e das sementes pode ser manejada de forma
eficiente através do uso de dois consorcios de elite com
propriedades funcionais distintas, permitindo um posicionamento

técnico complementar na agricultura.

O primeiro consoércio de elite, T5 (L3 + LI0 + L13), composto por
Enterobacterales, provou ser uma ferramenta bioldgica agressiva e
altamente eficaz no momento inicial da cultura. Devido a presenca
do gene ipdC na cepa L13 e dos demais genes descritos na cepa L3,
este consorcio atua como um potente “disparador quimico” na
superacao da dorméncia e germinacao. Na pratica agricola, o seu
uso € ideal para o Tratamento de Sementes (TS) ou aplicagao em
sementeiras, pois promove a quebra da dorméncia no escuro do

substrato e assegura maxima uniformidade e taxa de emergéncia



das plantulas, superando limitacdes fisioldgicas naturais da semente.
A cepa LIO permanece no consorcio por sua capacidade de
solubilizar fosforo e potassio, enquanto L3 e L13 sdao fixadoras de
nitrogénio, resultando em um consorcio de bactérias com funcdes

integradas de NPK.

O segundo consorcio de elite, T9 (L8 + L39 + L49), composto pelo
bloco de bacilos esporulantes (Peribacillus sp., Bacillus subtilis e
Priestia aryabhattal), consolidou-se como a formulacdao mais
equilibrada para o desenvolvimento subsequente. Ao promover a
germinacgao recorde (8,33) associada a um excelente alongamento
radicular (2,13 cm), este consorcio demonstra sinergismo perfeito,
livre de saturacao hormonal. Na pratica, o T9 é a escolha ideal para o
Manejo Pos-Emergéncia, fase de producao de mudas e pods-
transplante. Os microrganismos esporulantes colonizam a rizosfera
de forma segura, estimulando a expansao radicular lateral e

conferindo protecao bioldgica contra fitopatdgenos de solo.

Portanto, em vez de competirem entre si, 0s dois consorcios de elite
podem ser integrados num programa de manejo sequencial: o T5
atuando no ‘“despertar” e arranque inicial da semente, e o T9
assumindo a estruturacao radicular e robustez da planta em campo
(Bashan et al, 2014, Cipriano et al, 2026; Jaudé et al,, 2025; Florencio
et al, 2022; Tahiri et al, 2022).

Como o protocolo EPA 600/3-88/029 preconiza a incubacdo no
escuro e assume a alta viabilidade bioldgica do lote, a auséncia de
luz atuou no ensaio como um fator indutor de skotodorméncia
(dorméncia secundaria induzida pelo escuro). Portanto, os
tratamentos bacterianos nao foram avaliados sob a 6tica de quebra

de dorméncia primaria (Ja que as sementes eram comerciais e



viaveis), mas sim como agentes bioestimulantes capazes de reverter
o estado de skotodorméncia induzido pelo proprio desenho
experimental da EPA, acelerando a dinamica de protrusao radicular

e o vigor do eixo embrionario (EPA, 1988).

4. CONCLUSOES

Os tratamentos bioldgicos testados nao possuem efeito fitotoxico
agudo sobre a Alface Lisa Regina de Verao, atuando como insumos

bioldgicos bioativos seguros.

Os dois consorcios de elite avaliados (T5 e T9) provaram-se eficazes e
viaveis para o uso agricola, apresentando aptidées complementares

dependendo da fase fenoldgica da cultura.

O Consoércio de Elite T5 (L3 + LIO + Ll3), composto por
Enterobacterales, € recomendado para o manejo inicial e tratamento
de sementes, atuando via gene ipdC como um potente gatilho na

superagao da skotodorméncia e uniformizacao do estande.

O Consorcio de Elite T9 (L8 + L39 + L49), composto por bacilos
esporulantes, € recomendado para o manejo pos-emergéncia e
transplante, oferecendo o maior equilibrio pratico ao maximizar a
germinagao sem causar restricdes ao alongamento do eixo radicular

principal.
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