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possivel aquele que a tem.’

(Mateus, 17:20)



RESUMO

Plantas da familia das Rosaceas, como as do género Pyrus, apresentam capacidade de
enraizamento in vitro reduzida, sendo necessario o uso de reguladores de crescimento. Em
muitos casos, também é verificada a presenca de bactérias no meio de cultura, o que leva ao
descarte de plantas, porém, sabe-se que inUmeras bactérias apresentam capacidade de
promover crescimento vegetal. Buscou-se investigar a presenca destes microrganismos na
cultura de tecidos vegetais de porta-enxerto de Pyrus communis, isolando, identificando e
selecionando bactérias produtoras de auxina. Além disso, 0s microrganismos selecionados
foram inoculados in vitro verificando o efeito no processo de enraizamento das plantas e o
comportamento na fase de aclimatizacgdo. O trabalho demostrou a existéncia de
microrganismos endofiticos na cultura de tecidos vegetais das sele¢des ‘OHxF87’ ¢ ‘PDW’.
Foi observada a predominancia do género Acinetobacter e baixa diversidade da populacéo de
microrganismos oriundos de plantas in vitro, sendo isoladas bactérias das espécies
Acinetobacter ursingii, Bacillus subtilis, e Micrococus leteus. A selecdo dos microrganismos
foi realizada através do teste de producdo de auxina, visto a dificuldade que estas plantas
apresentam no enraizamento. Dentre todos os microrganismos identificados, 30,36%
apresentaram capacidade de producdo de auxina. Ao realizar a inoculagdo in vitro, duas
estirpes A. ursingii demonstraram eficiéncia semelhante a auxina sintética para o gendtipo
‘OHxF87’. Observou-se variacdo de resposta dependendo do genoétipo utilizado. Os clones
oriundos da selecdo ‘PDW’ apresentaram enraizamento inferior quando inoculados com
microrganismos, porém, ainda sim, ocorreu enraizamento utilizando estirpes de A. ursingii.
Na fase de aclimatizacdo, todas as plantas apresentaram um alto nivel de enraizamento,
favorecendo o desenvolvimento dos porta-enxertos.

Palavras-chave: Identificacdo de bactérias. Isolamento de bactérias. Microrganismos.



ABSTRACT

Plants of the Rosaceae family, such as those of the Pyrus genus, have reduced in vitro rooting
ability, requiring the use of growth regulators. In many cases, bacteria are also observed in the
culture medium, leading to plants being discarded. However, it is known that numerous
bacteria have the ability to promote plant growth. This study sought to investigate the
presence of these microorganisms in plant tissue culture of Pyrus communis rootstocks by
isolating, identifying, and selecting auxin-producing bacteria. The selected microorganisms
were also inoculated in vitro to assess their effect on the rooting process of plants and their
behavior during the acclimation phase. The results showed the presence of endophytic
microorganisms in plant tissue cultures of the ‘OHxF87° and ‘PDW’ selections. A
predominance of the genus Acinetobacter and low diversity of the microorganism population
originating from in vitro plants were observed, and the bacterial species Acinetobacter
ursingii, Bacillus subtilis, and Micrococcus luteus were isolated. Microorganism selection
was performed using the auxin production test, given the difficulty of rooting these plants. Of
all the identified microorganisms, 30.36% had auxin production ability. In the in vitro
inoculation, two A. ursingii strains showed efficiency similar to that of synthetic auxin for
genotype ‘OHxF87’. A genotype-dependent variation in response was observed. The clones
derived from the ‘PDW’ selection showed reduced rooting when inoculated with
microorganisms; however, rooting occurred using the A. ursingii strains. During the
acclimation phase, all plants showed a high level of rooting, favoring the development of
rootstocks.

Keywords: Bacteria identification. Bacteria isolation. Microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, 0 uso de microrganismos para promover crescimento vegetal tem
sido objeto de estudo em diversas pesquisas. Estes trabalhos demonstram a existéncia de
relacfes benéficas entre microrganismos e plantas, assim como, a capacidade que diferentes
microrganismos tém em promover o crescimento vegetal.

O beneficio para as plantas em sua relagdo com microrganismos pode ocorrer de
maneira direta por meio da fixacdo biologica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e
producdo de hormdnios, por exemplo; ou por meio de contribuigdes indiretas, como o
controle bioldgico, a antibiose e a resisténcia sistémica induzida.

Ao abordar técnicas utilizadas na cultura de tecidos vegetais, sabe-se que além do
meio nutritivo adequado, é extremamente importante o balanco hormonal para a garantia de
sucesso dos processos. Espécies lenhosas pertencentes a familia das Rosaceas, como
ameixeira, pessegueiro, macieira e pereira, sdo de dificil estabelecimento in vitro,
apresentando desde problemas com contaminacdes, até dificuldade de obtencéo de boas taxas
de enraizamento e sobrevivéncia ex vitro.

Apesar da cultura de tecidos vegetais, buscar sempre plantas livres de qualquer
microrganismo, ndo é totalmente conhecido o impacto que possiveis endofiticos podem gerar
no processo de micropropagacao de plantas.

Diante do exposto, pode-se perguntar: Apesar de todos os cuidados estabelecidos nos
protocolos in vitro, € possivel que existam microrganismos endofiticos em explantes in vitro?
Ainda: Se existem microrganismos endofiticos colonizando plantas estabelecidas in vitro,
quais as funcdes que exercem para o desenvolvimento vegetal?

Para estes questionamentos o numero de respostas ainda é pequeno, fazendo-se
necessarios mais estudos. Este trabalho teve como objetivo geral investigar a presenca e 0
impacto de microrganismos endofiticos em plantas micropropagadas de Pyrus communis. Os
objetivos especificos foram: isolar, identificar e selecionar bactérias produtoras de auxina de
plantas micropropagadas de Pyrus sp. e inocula-las in vitro verificando o efeito no processo

de enraizamento in vitro e o comportamento na fase de aclimatizacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Aspectos gerais sobre a cultura

A pera é uma fruta de clima temperado, com sabor agradavel e delicado. Possui ampla
aceitacdo pelo mercado consumidor, sendo consumida principalmente in natura, em pratos
doces e salgados, além de possuir alto valor nutricional (SILVA et al., 2014).

Pertencente ao género Pyrus e a familia das Rosaceas, estudos mostram que a pereira é
uma frutifera milenar. Pesquisas com base nas caracteristicas estruturais e analise filogenética
identificaram pares de genes duplicados, que datam ocorréncia do género entre 30 a 45
milhGes de anos atras (HOU et al., 2018).

Comercialmente, o género é dividido em dois grandes grupos: as peras europeias € as
peras asiaticas. O primeiro grupo apresenta textura encorpada e formato alongado, e o
segundo grupo apresenta textura arenosa e corpo arredondado. As caracteristicas
organolépticas fazem da pera uma das principais frutas produzidas no mundo (FAO, 2019;
LAYNE; QUAMME, 1975).

No Brasil, a producéo de peras europeias é concentrada nos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, e de peras asiaticas nos estados do Parand, Santa Catarina e S&o Paulo,
sendo que as cultivares Housui, Nijisseiki e Kousui sdo as mais plantadas no sul do pais, e as
cultivares Atago e Okusankichi destacam-se no estado de Séo Paulo (FAORO; ORTH, 2010).

Nos ultimos cinco anos ocorreram poucas variacdes na producdo da fruta no Brasil.
Em 2013, foram produzidas 22.078 toneladas e, na ultima safra, 2017, a producdo foi de
22.108 toneladas, uma variacdo de apenas 100 kg. Houve reducdo na area produzida e

aumento de produtividade da fruta, como pode ser observado na Figura 1 (FAO, 2019).
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Figura 1 - Area cultivada, producéo e produtividade de peras no Brasil.
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Fonte: FAO (2019).

Apesar do grande mercado interno consumidor, a cultura ndo apresenta destaque entre
as frutiferas de clima temperado cultivadas. A expansdo desta frutifera no pais, e a melhoria
dos indices de produtividade, sdo limitados principalmente pela falta de material genético, 0s
quais se incluem porta-enxertos adequados (RUFATO et al., 2012), além problemas técnicos,
como a baixa frutificacdo efetiva da cultura no sul do pais (HAWERROTH et al., 2011).

Os porta-enxertos sao fundamentais no processo de formacdo de frutiferas, visto que
interferem no desenvolvimento e vigor da copa, precocidade de producdo, quantidade e
qualidade da producéo, bem como na capacidade de adaptacdo as condi¢des edafoclimaticas
desfavoraveis, e resisténcia a pragas e doencas (HARTMANN et al., 2002).

Comumente, o marmelo (Cydonia oblonga Mill.) & usado como porta-enxerto para
pereira. No entanto, uma das caracteristicas deste porta-enxerto é a incompatibilidade de

enxertia com algumas cultivares comerciais importantes, além da suscetibilidade a clorose de
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ferro induzida por calcario (MARINO et al., 2013). Além do marmeleiro, o Pyrus calleryana
apresenta-se como um dos porta-enxertos mais utilizados no Brasil, principalmente por sua
adaptacdo ao clima subtropical e tropical.

Novos materiais vém sendo estudados nos programas de melhoramento vegetal
brasileiros, como exemplo, os porta-enxertos ‘OHxXF87’ ¢ ‘PDW?’, promissores em plantios de
alta densidade.

A série de clones OHxF (Old Home x Farmingdale) é originaria do Pyrus communis,
amplamente utilizada na América do Norte, e como caracteristicas essa série auxilia na
precocidade, produtividade e qualidade de algumas cultivares europeias de pera (ERCISLI et
al., 2006), sendo que o clone ‘OHxF87’ ¢ um dos melhores da série. Como caracteristicas
particulares, possui porte semi-ando e compatibilidade com a maioria das variedades de
pereiras europeias e asiaticas (APAL, 2019).

Da maneira similar, o clone ‘PDW’ ou Pyrodwarf (Old Home x Bonne Luise
d'Avranches) também ¢é originario do Pyrus communis, possui boa compatibilidade com as
variedades de pereira europeia e asiatica, baixa suscetibilidade a clorose do ferro (WSU,
2019).

No que se refere a propagacdo da espécie, o cultivo in vitro de plantas tem se tornado
cada vez mais comum. Diferentemente de outros métodos de propagacdo vegetativa, a
propagacao in vitro, ou micropropagacdo, permite o controle de variaveis responsaveis pelo
desenvolvimento da planta, como a formacao de raizes. A técnica também propicia producéo
rapida e eficiente de mudas, mantendo-se as caracteristicas agronémicas oriundas da planta
matriz.

De maneira geral, a propagagdo in vitro de espécies lenhosas da familia das Rosaceas
apresenta menor adaptabilidade a cultura de tecidos in vitro, principalmente no processo de

enraizamento, o que reduz o sucesso da micropropagacao (GRIMALDI et al., 2008).

2.2  Enraizamento in vitro de Pyrus sp

A sinalizagdo genética para inducdo de formacdo de raizes ocorre por diferentes
mecanismos, dentre os principais estdo concentracdes especificas de auxina ou de seus
analogos sintéticos. As auxinas sdo conhecidas como morfégenos, a medida que séo utilizadas
para induzir a formacdo de embrides de células somaticas, contribuindo para a formacéo e

manutencdo do meristema apical de raiz (TAIZ et al., 2017).
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Concentracbes deste hormonio nas formas de &acido indol-3-acético (AlA), acido
indol-3-butirico (AIB), acido naftaleno-acético (ANA), tém garantido 0 sucesso no
enraizamento de cultivares e genotipos de diferentes espécies de pereiras, como Pyrus
communis, P. pyrifolia, P. calleryana, P. amygdaliformis, P. pyraster, P. syriaca, P.
betulifolia, e P. bretschneideri (BELL; REED, 2002).

Além dos reguladores, os resultados de enraizamento podem variar dependo do meio
de cultura utilizada e da exposicdo dos explantes a luminosidade. Estudo com P. elaeagrifolia
mostra que o uso AIB, em meio MS, com permanéncia das plantas durante 10 dias no escuro,
promove maior taxa de enraizamento para a espécie (AYGUN; DUMANOGLU, 2015), ja
para a espécie selvagem P. ussuriensis, as maiores taxas de enraizamento foram obtidas em
meio MS % suplementado com AIB e AIA (YANG et al., 2017).

Em relacdo a P. communis, Silva et al. (2018) relatam que, para algumas selecdes de
porta-enxerto desta espécie, 0 meio QL modificado por Leblay promove resultados
satisfatorios em todas as fases de cultivo in vitro. No entanto, também é relatado que para
clones oriundos de cruzamento com P. communis, 0 meio MS suplementado com AIB,
promove o enraizamento e 0 sucesso na aclimatizacdo das plantas (LIZARRAGA et al.,
2017), bem como, o0 meio MSY2 suplementado com AIB e &cido giberélico (GA3), promove 0
enraizamento para clones de Pyrodwarf (RUZIC et al., 2011).

Os resultados relatados na literatura recente demonstram que para diferentes espécies
de Pyrus, 0 enraizamento in vitro ndo ocorre sem a utilizacdo de reguladores hormonais
sintéticos, assim como corroboram Sun et al. (2009), demonstrando que a eficiéncia do

enraizamento é dependente do gendtipo.

2.3 Bactérias endofiticas na cultura de tecidos vegetais

Nas Ultimas décadas o0 uso de microrganismos para promover crescimento vegetal tem
sido objeto de estudo em diversas pesquisas. Esse fato mudou a forma como contaminacdes
bacterianas eram vistas na cultura de tecidos vegetais, promovendo o interesse em investigar o
impacto que microrganismos endofiticos podem gerar no processo de micropropagacao das
plantas (QUAMBUSCH; WINKELMANN, 2018).

Segundo Andrews e Hirano (1992), todos os microrganismos que habitam o6rgédos da
planta, ou que em algum momento da vida podem colonizar tecidos internos dos vegetais,

sem causar danos aparentes, sdo considerados microrganismos endofiticos. Estes
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microrganismos podem ser fungos, bactérias, actinobactérias ou leveduras. Dentre suas
caracteristicas, estd a modulacdo do metabolismo vegetal, podendo estimular o crescimento e
desenvolvimento de maneira direta ou indireta.

Dentre os mecanismos diretos de promocéo de crescimento, Olanrewaju et al. (2017)
destacam a producdo de hormdnios vegetais como auxinas, citocininas e giberilinas, a
liberacdo de enzimas como a ACC deaminase, a fixacdo de nitrogénio, a solubilizagdo de
fosfato, a producdo de siderdfaros, e a absorcdo de ferro. Dentre os indiretos, o controle
bioldgico, a antibiose, e a resisténcia sistémica induzida.

No que diz respeito a cultura de tecidos vegetais, existem alguns fatores que afetam o
desenvolvimento dos explantes, os quais sdo cuidadosamente controlados, como temperatura,
luminosidade e meio de cultura. O meio de cultura fornece as plantas todos 0s nutrientes
necessarios para seu desenvolvimento. Além dos nutrientes, acrescenta-se ao meio, sacarose,
vitaminas, agente estruturante, e em muitos casos, horménios vegetais sintéticos. Estes sdo
utilizados para propiciarem melhor balanco hormonal aos explantes e promoverem
multiplicacdo e enraizamento das plantas (ANDRADE, 2002).

Estudos relados por Orlikowska et al. (2017) tém demostrado que algumas bactérias
endofiticas também beneficiam explantes in vitro, promovendo aumento da multiplicagdo e
enraizamento, bem como qualidade dos processos de organogénese e embriogénese. Além
disso, as bactérias podem ser benéficas durante o processo de aclimatizacdo das plantas,
encurtando o periodo de enraizamento, aumentando o crescimento de parte aérea, € 0 nUmero
de brotagcdes (RUSSO et al., 2008; VETTORI et al., 2010).

Como o meio de cultura utilizado para propagacdo de plantas, apresenta condi¢fes
ideais de desenvolvimento, com variacdes dependendo das espécies, dificilmente nota-se a
presenca de endofiticos. Esses microrganismos sO sdo revelados a partir do momento que
amostras do tecido vegetal sdo transferidas para meios de cultivo bacterianos especificos,
como foi observado em Prunus avium e Malus sp., ambas pertencentes a familia das Rosaceas
(QUAMBUSCH; WINKELMANN, 2018).

2.4 Producdo de auxina por bactérias promotoras de crescimento vegetal
A auxina é um dos hormonios vegetais indispensaveis para 0 crescimento e

desenvolvimento das plantas, sendo que o &cido indol-3-acético (AlA) é a auxina natural mais

comum produzida por plantas, bactérias e fungos.
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A auxina foi inicialmente descoberta em plantas, no século XIX, pelo botanico alemao
Julian Von Sachs, o qual observou o movimento de plantas em resposta a luz e a gravidade,
propondo que esta resposta era dada devido a formacéo de substancias endogenas. Esta ideia
foi amparada por Charles e Francis Darwin e, posteriormente, identificada como AlA (TAIZ
et al., 2017). Nas plantas, este horménio desempenha papel central na divisdo e alongamento
celular, desenvolvimento de frutos e senescéncia. Além disso, a sua concentragdo é variavel
nos diferentes tecidos e espécies vegetais (TAIZ et al., 2017).

Atribuida especialmente a formacdo de raizes, em dicotiledéneas, a auxina induz a
formacdo de raizes laterais, enquanto em monocotileddneas a formacéao de raizes adventicias.
Alguns estudos mostram que este horménio estd envolvido na coordenacdo espacial das
divisbes celulares do xilena, induzindo a formacdo dos elementos de vaso (HEO; BLOB,;
HELARIUTTA, 2017).

O mecanismo predominantemente utilizado para explicar os efeitos positivos de
bactérias promotoras de crescimento vegetal é a capacidade de producdo de auxina
(OLANREWAUJU et al., 2017). Diversas bactérias presentes na rizosfera apresentam essa
capacidade, nesse caso, as moléculas de auxinas apresentam efeitos significativos na
comunicagdo entre plantas e microrganismos, como parte da estratégia de colonizacéo e, por
consequéncia, promovem o crescimento das plantas, em uma relagdo de simbiose (SPAEPEN;
VANDERLEYDEN, 2011; SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007)

A sintese de auxina, na maioria das bactérias, ocorre a partir do aminoacido L-
triptofano, onde este é convertido em auxina por diferentes rotas. A rota conhecida como AIP
¢ a mais comum, envolve uma reacdo de desaminacdo e descarboxilacdo para formacdo do
acido indol-3-acético-piravico. Outras rotas sdo bastante estudas, como a rota TAM que tem
como produto final a triptamina, a rota IAN com o acido indol-3-acetonitrila
(TSAVKELOVA et al., 2006). Além disso, outros compostos que estdo ativamente
envolvidos no anabolismo do AIA, em bactérias, foram relatados por terem atividade de
auxina, como indol-3-acetamida, indol-3-piruvato, e o indol-3-acetaldeido (OLANREWAJU
etal., 2017).

Recentemente, Rivera et al. (2018), estudando o metabolismo de cepas de
Azospirillum brasilense, confirmaram producdo de AIA somente na presenca de L-triptofano,
observando também que a biossintese do AIA pode ser inibida pela presenca de varios L-

aminoéacidos, provavelmente por desvio do metabolismo celular.
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A inoculagdo com essas bactérias produtoras de auxina tem sido usada para estimular
a germinacio de sementes e acelerar o crescimento de raizes (MARTINEZ-VIVEROS et al.,
2010). Também vem sendo aplicadas na cultura de tecidos vegetais com intuito de formar e
aumentar o enraizamento de plantas (LARRABURU et al., 2007; PENAFIEL-JARAMILLO
etal., 2016).

Como exemplo de algumas bactérias identificadas como promotoras de auxinas tem-se
a Azospirillum brasilense (RIVERA et al., 2018), Bacillus megaterium (LOPEZ-BUCIO et
al., 2007), Bacillus siamensis (HOSSAIN et al., 2019), Bacillus methylotrophicus (PEREZ-
FLORES et al., 2017), Pseudomonas veroni (PENAFIEL-JARAMILLO et al., 2016),
Acinetobacter johnsonii (SHI; LOU; LI, 2011), Acinetobacter baumannii (LIN; SHU; LIN,
2018).



22

3 CONSIDERACOES FINAIS

Aplés o desenvolvimento dos experimentos, confirmou-se a existéncia de
microrganismos endofiticos na cultura de tecidos vegetais em selecdes de Pyrus sp. Foram
isoladas bactérias das espécies Acinetobacter ursingii, Bacillus subtilis e Micrococus leteus,
dentre as quais 30,36% apresentavam capacidade de producdo de auxina.

Ap0s a inoculacédo in vitro, verificou-se que duas estirpes selecionadas demonstram
eficiéncia semelhante a auxina sintética para o0 genotipo ‘OHxF87’. As estirpes foram
identificadas como A. ursingii strain 1 e 4.

Pbdde-se observar que existe variacdo de resposta aos microrganismos dependo do
genotipo utilizado, sendo que os clones oriundos da sele¢do ‘PDW’ apresentaram
enraizamento inferior quando inoculados com microrganismos, porém, ainda assim, ocorre

enraizamento utilizando as estirpes A. ursingii strain 1 e 2.
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ARTIGO 1 MICROBIOLIZATION IN VITRO OF PYRUS COMMUNIS WITH
ACINETOBACTER URSINGII TO STIMULATE RHIZOGENIC
POTENTIAL

ABSTRACT

Plants of the Rosaceae family, such as those of the Pyrus genus, have reduced in vitro rooting
ability, requiring the use of growth regulators. In many cases, bacteria are also observed in the
culture medium, leading to plants being discarded. However, it is known that numerous
bacteria have the ability to promote plant growth. This study sought to investigate the
presence of these microorganisms in plant tissue culture of Pyrus communis rootstocks by
isolating, identifying, and selecting auxin-producing bacteria. The selected microorganisms
were also inoculated in vitro to assess their effect on the rooting process of plants and their
behavior during the acclimation phase. The results showed the presence of endophytic
microorganisms in plant tissue cultures of the ‘OHxF87° and ‘PDW’ selections. A
predominance of the genus Acinetobacter and low diversity of the microorganism population
originating from in vitro plants were observed, and the bacterial species Acinetobacter
ursingii, Bacillus subtilis, and Micrococcus luteus were isolated. Microorganism selection
was performed using the auxin production test, given the difficulty of rooting these plants. Of
all the identified microorganisms, 30.36% had auxin production ability. In the in vitro
inoculation, two A. ursingii strains showed efficiency similar to that of synthetic auxin for
genotype ‘OHxF87’. A genotype-dependent variation in response was observed. The clones
derived from the ‘PDW’ selection showed reduced rooting when inoculated with
microorganisms; however, rooting occurred using the A. ursingii strains. During the
acclimation phase, all plants showed a high level of rooting, favoring the development of
rootstocks.

Keywords: Auxin. Bacteria identification. Bacteria isolation. Plant growth-promoting
microorganisms.

1 INTRODUCTION

The pear tree is a temperate climate fruit tree belonging to the genus Pyrus and family
Rosaceae. Micropropagation is a promising technique that is widely used for the production
of seedlings of this species. However, woody species of the Rosaceae family have lower
adaptability to plant tissue culture (GRIMALDI et al. 2008), and in vitro rooting is one of the
main difficulties in the micropropagation process of these plants.

In addition to the difficulties related to rooting, the persistent presence of endogenous
microorganisms is common in micropropagated plants, despite their rigorous establishment
and subsequent in vitro culture protocols (ALI et al., 2018; ORGEC et al., 2018). This

phenomenon has also been observed in Prunus avium and Malus sp. plants, both of which
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belong to the family Rosaceae (QUAMBUSCH et al., 2016, 2014; QUAMBUSCH,;
WINKELMANN, 2018), and in tree plants such as Pinus sylvestris (PIRTTILA et al., 2008;
POHJANEN et al., 2014).

Endophytic and epiphytic microorganisms may have the ability to modulate plant
development and can be used to improve the multiplication and in vitro rooting of explants
through increases in the quality of organogenesis and embryogenesis processes
(ORLIKOWSKA et al., 2017). The use of plant hormones such as auxin in the form of indole-
3-acetic acid (IAA) or indole-3-butyric acid (IBA) has typically ensured greater success in the
rooting of this species (AYGUN; DUMANOGLU, 2015; YANG et al., 2017). However,
synthetic auxins are classified as biochemical pesticides by the US Environmental Protection
Agency and United States Department of Agriculture, and their use is controlled in some
countries; thus, the use of microorganisms instead of synthetic hormones is an alternative to
reduce the use of synthetic auxins in vegetative micropropagation (ERTURK et al., 2010;
MONTERO-CALASANZ et al., 2013; PRETTY, 2008).

The mechanism predominantly used to explain the positive effects of growth-
promoting bacteria is auxin production ability (OLANREWAJU et al., 2017). The synthesis
of auxin by microbial metabolism usually requires the presence of the amino acid L-
tryptophan, which can be converted to auxin via different pathways, such as IPyA, with
indole-3-pyruvic acid as the final product, the TAM pathway, with tryptamine as the final
product, and the IAN pathway, with indole-3-acetonitrile as the final product
(TSAVKELOVA et al., 2006). In addition, other compounds that are actively involved in
IAA synthesis in bacteria have been reported to possess auxin activity, such as indole-3-
acetamide, indole-3-pyruvate, and indole-3-acetaldehyde (OLANREWAJU et al., 2017).

Several bacteria that are present in the rhizosphere produce phytohormones that
regulate plant development (SPAEPEN et al., 2007; SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011).
Bacterial 1AA is a reciprocal signaling molecule in plant-microorganism interactions, where
the plant provides exudates containing nutrients and shelter for microorganisms, and the
microorganisms provide auxin, which is essential for root development (MALHOTRA;
SRIVASTAVA 2009, AHMED; HASNAIN, 2010).

Important plant growth-promoting bacteria (PGPB), such as Azospirillum brasilense or
Bacillus, are commonly used in agriculture due to their abilities to promote plant growth
(HOSSAIN et al., 2019; LOPEZ-BUCIO et al., 2007; RIVERA et al., 2018). However, many

other microorganisms, such as Proteus vulgaris, P. mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
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Escherichia coli, and some bacteria of the genus Acinetobacter, have the ability to stimulate
plant growth via either indirect routes, such as solubilization of phosphate in the soil,
production of siderophores, or biological control, or even direct routes, such as the production
of plant growth regulators including auxin, cytokinins, gibberellins, or abscisic acid
(KARADENIZ et al., 2006; LIN et al., 2018; SHI et al., 2011).

Despite their recognized capacity for promoting plant development, the use of
microorganisms in a controlled manner in vegetative micropropagation in tissue culture is still
incipient (QUAMBUSCH; WINKELMANN, 2018). However, some studies have shown that
it is possible to develop the rhizogenic potential in the presence of microorganisms, avoiding
the use of synthetic auxins (LARRABURU et al., 2007; PENAFIEL JARAMILLO ET al.,
2016). Thus, the use of plant growth-promoting microorganisms may shorten the rooting
period and increase the growth of shoots and number of sprouts during the acclimation
process, which represents a decrease in cultivation time, reduced costs, and an
environmentally friendly approach (RUSSO et al., 2008; VETTORI et al., 2010).

In this context, the objective of this study was to isolate, identify, and select auxin-
producing endophytic bacteria in micropropagated pear (P. communis) plants and per