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RESUMO

RIBEIRO, Rafael Chaves, Mestrado, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Margo de 2021. Titulo "Promocé&o de crescimento de plantas de
tomate mediada por consércio microbiano bactéria — fungo.” Orientador: Prof.
Fabio Lopes Olivares.

O tomate esta entre as hortalicas do tipo fruto mais consumido no mundo, a
relevancia dessa cultura para o agronegaocio brasileiro e 0 aumento da participacao
dos bioinsumos no mercado global estimulam o desenho de uma nova geracéao de
ativos biolégicos para incremento da produtividade, aliadas a redugéo de custo e
sustentabilidade ambiental. Com isso, 0 presente trabalho teve como objetivo (i)
desenvolver um consércio microbiano; (ii) analisar o desenvolvimento de mudas de
tomateiro cv. Santa Cruz em resposta a inoculacdo de diferentes tratamentos
biolégicos, através da microbiolizacdo das sementes e aplicacdo direta no solo,
verificando o efeito nos aspectos agronémicos da cultura, avaliando o nimero mais
provavel - MNP de bactérias diazotroficas. Foram selecionados 5 isolados
bacterianos (Serratia marcescens 22Gl), (Bacillus safensis 77-B1 e J1.1-B2),
(Paraburkholderia silvatlantica 101), (Paraburkholderia sp.103) e (Herbaspirillum
seropedicae HRC54) e um isolado fungico (Trichoderma longibrachiatum T476)
para o desenvolvimento do consércio microbiano. O ensaio (i) foi conduzido em DIC
com arranjo fatorial constituido de 5 tratamentos (bacterianos) x 1 isolado (fungico)

x 3 repeticdes. O experimento foi conduzido in vitro verificando a compatibilidade
vi



entre 0os microrganismos classificados de acordo com o crescimento do fungo sobre
a bactéria em: alta, média e baixa, confirmados pormicroscopia éptica. O ensaio (ii)
foi conduzido em DBC com arranjo fatorial constituido de substrato Basaplant
autoclavado (A) e ndo autoclavado 2 x 26 tratamentos x 5 repeticbes. As sementes
foram microbiolizadas com a suspensédo dos isolados na concentracdo 10° para
bactérias e 107 para o isolado fungico pela imersdo das sementes nas suspensdes
liqguidas e quando misturas na proporcdo 1/1. O ensaio (ii.i) foi realizado em
decorréncia dos resultados obtidos no (ensaio ii) onde foram selecionados dois
isolados bactérias (B2 e 22GIl) para compor o consorcio microbiano. Os dados
correspondentes ao efeito da inoculacdo sobre os aspectos agronémicos
analisados foram submetidos & anélise de variancia e Scott-Knott a 1% para o
ensaio (ii) e para o ensaio (ii.i) foi analisado pelo teste Tukey com 1% de
significancia. Com os dados obtidos no ensaio (i), foi possivel concluir que existe
uma interacao alta entre os isolados bacteriano e o fungico, podendo observar que
as ceélulas das bactérias foram capazes de se fixar, formando agregados-biofiimes
na hifa do fungo. No ensaio (i) e (ii.i) foi possivel observar que a inocul¢éo das
sementes por isolados microbianos, tanto separado quanto em conjunto,
influenciaram na promocéao de crescimento e nos estagios iniciais das plantas de
tomate, destacando todos os atributos morfo-fisiol6gicos avaliados, estimulando
maior crescimento e desenvolvimento em plantas de tomateiro. Os resultados de
contagem e NMP resultaram em maior atividade e sobrevivéncia dos isolados
bacterianos quando co-inoculados com o isolado fungico. A combinacdo adequada
entre bactéria-fungos benéficos compativeis representa um caminho aberto para
criacdo de novos bioestimulantes e se caracteriza como uma alternativa viavel e

sustentavel para os produtores na producdo de mudas de tomateiro.

Palavras-chave: rizobactérias; estimulante de crescimento vegetal, consorcios
microbianos; interagdo bactéria-fungo; Sol anum lycopersicum.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Rafael Chaves, Mestrado, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. March 2021. Title “Growth promotion of tomato plants mediated
by microbial consortium bacteria—fungus”. Advisor: Prof. F4bio Lopes Olivares.

Tomato is among the most consumed fruit vegetables in the world, the relevance of
this crop to Brazilian agribusiness and the increased participation of biological inputs
in the global market stimulate the design of a new generation of biological assets to
increase productivity, combined with cost reduction and environmental
sustainability. The present study aimed to (i) develop a microbial consortium; (ii)
analyze the development of cv tomato seedlings. Santa Cruz in response to the
inoculation of different biological treatments through the microbiolization of seeds
and direct application in the solil verifying the effect on agronomic aspects of the
crop, evaluating the Most Likely Number- MNP of diazotrophic bacterium five
bacterial isolates (Serratia marcescens 22Gl), (Bacillus safensis 77-B1 and J1.1-
B2), (Paraburkholderia silvatlantica 101), (Paraburkholderia sp.103 ) and
(Herbaspirillum seropedicae HRC54) and a fungal isolate (Trichoderma
longibrachiatum T476)for the development of microbial intercropping. The assay
(i) was conducted in IHD with a factorial arrangement consisting of 5 treatments
(bacterial) x 1 isolated (fungal) x 3 replications, and the experiment was conducted

in vitro verifying the compatibility. Between microorganisms that were classified

viii



according to the growth of the fungus on the bacterium in high, medium, and low
confirming themselves through optical microscopy. The assay (ii) was conducted in
DBC with a factorial arrangement consisting of autoclaved Basaplant substrate (A)
and non-autoclaved 2 x 26 treatments x 5 replications. The seeds were
microbiolized with the isolates' suspension at concentration 10° bacterial isolates
107 for the fungal isolate by immersion of the seeds in the liquid suspensions and
when mixtures in the ratio 1/1. The assay (ii.i) was performed because of the results
obtained in (assay ii) where two bacteria isolate (B2 and 22Gl) were selected to
make up the microbial consortium. The data corresponding to the effect of
inoculation on the agronomic aspects analyzed was submitted to variance analysis
and Scott-Knott. 1% for the assay (ii) and the assay (ii.i) was analyzed by the Fisher
LSD test with 5% significance. With the data obtained in the assay (i) it was possible
to conclude that there is high interaction between bacterial isolates and fungal
isolates, observing that bacteria cells could settle, forming biofilm aggregates in the
hypha of the fungus. In the assay (ii) and (ii.) it was possible to observe that the
inoculation of seeds by microbial isolates both separately and together influenced
the growth promotion and early stages of tomato plants, highlighting all the
morphophysiological attributes evaluated, stimulating greater growth and
development in tomato plants. The results and MPN resulted in higher activity and
survival of bacterial isolates when co-inoculated with the fungal isolate. The
appropriate combination of compatible beneficial bacteria-fungi represents an open
path to creat new biostimulants and is characterized as a viable and sustainable
alternative for producers in the production of tomato seedlings. ing new
biostimulants and is characterized as a viable and sustainable alternative for
producers in producing tomato seedlings.

Keywords: rizobacteria; plant growth stimulant; microbial consortia; bacteria-
fungus Interaction; Solanum lycopersicum.
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1. INTRODUCAO

A agricultura moderna tem enfrentado novos desafios no século XXI. Um
deles € aumentar a producdo das culturas com sustentabilidade. Assim a
preocupacdo com o meio ambiente e a qualidade de vida vem se difundindo
amplamente para além das correntes da agricultura agroecolégica. Estratégias
capazes de aumentar a producédo de alimentos com baixo impacto ambiental tém
crescido continuamente em funcdo da demanda cada vez maior por produtos
ecologicamente corretos (Costa et al., 2008).

O Brasil é um dos principais produtores de tomate, com uma producéo
superior a quatro milhées de toneladas. O Sudeste destaca-se como a segunda
regido de maior producéo deste fruto, sendo o Estado do Rio de Janeiro o 4° entre
os produtores do Sudeste, com pouco mais de 3.671 toneladas em 189 hectares
de area plantada (Ibge, 2019).

Na cadeia produtiva de hortalicas de boa qualidade, a formacdo de mudas é
uma das fases mais importantes para o ciclo da cultura, influenciando diretamente
no desempenho final da planta, tanto do ponto de vista nutricional como do
produtivo, pois existe uma relacao direta entre mudas sadias e produgéo a campo
(Campanharo et al., 2006). Mudas bem formadas podem incrementar a producao,
enguanto mudas malformadas, segundo Guimaraes et al. (2002), podem ampliar o
ciclo da cultura e, consequentemente causar prejuizos ao produtor. A relacao de
plantas com alguns microrganismos pode aumentar ou mesmo promover seu

crescimento e desenvolvimento.
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Diante da relevancia que a cultura do tomate possui para o agronegocio
brasileiro, proposicées tecnoldgicas com impacto positivo sobre a producdo de
mudas e produtividade, aliadas a reducédo de custo de producéo e sustentabilidade
ambiental, emergem como demandas estratégicas para a evolu¢do da cultura.

O estabelecimento de uma agricultura sustentavel, que preserve o meio
ambiente e proporcione seguranca alimentar futura, € um fator primordial para o
desenvolvimento da humanidade, ante as mudancas climéticas e o declinio das
reservas energéticas nao renovaveis. Diante das previsdes de crescimento
populacional mundial, existe o desafio de criar métodos avancados e eficientes para
aumentar a producéo de alimentos e energia renovavel sem, contudo, esgotar 0s
recursos naturais.

A medida que a importancia econémica da cultura do tomateiro aumenta,
crescem 0s requisitos para melhorar a produtividade de maneira ambientalmente
sustentavel.

O desenvolvimento de uma ferramenta sustentavel (inoculantes) para cultura
do tomate € objetivo de pesquisas. Varios estudos vém sendo desenvolvidos com
o objetivo de reduzir a dependéncia por fertilizantes sintéticos pelo incremento da
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfato e na promocéo de
crescimento de plantas. O uso de microrganismos que beneficiam o
desenvolvimento de determinada cultura seja pela fixacédo biolégica, solubilizacdo
de fosfatos ou promocdo de crescimento €& conhecido h& muito tempo
(Andrews,1992).

O investimento em inovac¢des ambientalmente corretas e economicamente
viaveis é essencial para ofertar alternativas ao atual modelo de producéo baseado,
predominantemente, em insumos agricolas poluidores e que demandam alto custo
energético e uso de recursos naturais ndo renovaveis.

Assim, microrganismos, seus produtos e processos na forma de insumos
bioldgicos podem desempenhar um papel relevante nas mudancas dos paradigmas
de producdo agricola, gerando inumeras possibilidades para geracdo de
inoculantes simples e mistos aplicados em plantas (Olivares et al., 2015).

A maioria das pesquisas relacionadas aos inoculantes esta centrada em
programas de selecdo de microrganismos unicos, estes aplicados na planta. Todos

0S processos microbianos que ocorrem no sistema solo-planta resultam,



absolutamente, em interacdes multiplas e complexas entre diferentes espécies, as
quais sédo pouco exploradas cientifica e tecnologicamente.

A importancia da coexisténcia de populacées mistas de bactérias e fungos
ja foi demonstrada com estudos ecologicos na filosfera de diferentes espécies
vegetais em ambiente de producéo agroecoldgica como os de Baldotto e Olivares,
(2008). Foi reportada a presenca de relacdes estruturais intimas entre hifas e
esporos fungicos associadas a colonias, variando de pequenos agregados até
comunidades bacterianas estruturadas na forma de biofilmes.

Diferentes espécies de bactérias podem colonizar o micro-habitat chamado
sapro-rizosfera que engloba a micosfera e micoplano de hifas de fungos e que
servem como uma superficie bibdtica para ancoragem fisica, troca de sinais
quimicos e nicho nutricional (Ballhausen et al. 2016). Estudos ecoldgicos tém
demonstrado os beneficios dos fungos na sobrevivéncia, disperséo e atividade das
comunidades bacterianas no solo, rizosfera e tecido vegetal (Mallon et al. 2015).

A necessidade de equilibrar produtividade e sustentabilidade incentivou o
desenvolvimento de alternativas para aumentar o rendimento das culturas. Nesse
contexto, os produtos biolégicos, tais como o consoércio de microrganismos
associado a planta, emergiram como uma alternativa potencial, permitindo a
exploragdo da diversidade microbiana para modular o crescimento,
desenvolvimento, defesa de patégenos, aquisicdo de nutrientes e resisténcia ao
estresse.

No presente estudo, diferentes isolados bacterianos promotores de
crescimento vegetal, e o fungo saprofitico cepa UENF-22GlI fungos Trichoderma
longibrachiatum (TI-T476) UENF-T476 foram combinados para testar seu potencial
quanto a um consércio microbiano e suas propriedades de promocdo de

crescimento de plantas in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O tomateiro: Historico, taxonomia e descricao

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma hortalica cosmopolita,
originaria das Américas, especificamente da regi0do Andina. O centro de origem
primario é um estreito territdrio que faz fronteiras ao norte pelo Equador, ao sul pelo
norte do Chile, a oeste pelo oceano Pacifico e a leste pela Cordilheira dos Andes.
No entanto, a domesticacao do tomateiro ocorreu por tribos indigenas primitivas do
México, onde foi denominado de Tomate (Giordano, Ribeiro, 2000; Silva et al.,
2007).

O tomateiro pertence a classe Dicotiledoneae, ordem Tubiflorae e familia
Solanaceae. Originalmente, de acordo com Linnaeus, o tomateiro foi inicialmente
integrado ao género Solanum, recebendo a denominacgédo Solanum lycopersicon L.
Entretanto em 1754, Miller, reclassificou o tomateiro, criando um género
denominado Lycopersicon, renomeando o tomateiro cultivado como Lycopersicon
esculentum Mill. (Alvarenga, 2004). Até a realizacao de estudos filogenéticos das
solanaceas, demonstrando que os tomates e espécies do género Solanum séo
muito préximos filogeneticamente, atribuindo novamente o tomate ao género
Solanum, conforme determinado inicialmente por Linnaeus (Peralta, Spooner,
2006).

O tomateiro € uma solanacea herbacea, de caule flexivel, cuja arquitetura

natural se assemelha a uma moita, com muitas ramificacdes laterais (Filgueiras,



2008). Todavia, a arquitetura pode ser modificada pelo método de condu¢cédo mais
apropriado das plantas, conforme a variedade e finalidade, abrangendo praticas
como poda apical, retirada de brotacdes laterais e raleio dos frutos, principalmente
para frutos destinados ao segmento mesa, visando maior producéo e qualidade
(Marim et al., 2005).

O tomate, fruto do tomateiro, € a primeira hortalica fruto de importancia
econdmica no Brasil. Esta importancia esta ligada ao aspecto ndo sé econdémico,
mas também social e, segundo o levantamento da FAO — Organizacdo das Nacdes
Unidas para Alimentacéo e Agricultura, o tomate € o décimo primeiro alimento mais
produzido mundialmente, contando com aproximadamente 161 milhdes de
toneladas colhidas em 2012. O Brasil destaca-se com uma producdo de
aproximadamente 3,8 milhdes de toneladas, colocando-se na 92 posicdo da
producdo mundial no ano de 2012 (Fao, 2019).

O tomate € uma hortalica muito popular na gastronomia mundial. Pode ser
consumido in natura ou em derivados, sendo apreciado em Varios paises, tanto
pela qualidade de sabor, quanto também pela grande concentracdo de substancias
benéficas ao organismo humano, como por exemplo o licopeno, que esta associado
a prevencao do cancer de prostata (Lopes, 2005).

A floracao e a frutificacdo ocorrem juntamente com o crescimento vegetativo.
As folhas pecioladas sdo compostas por numeros impares de foliolos. Possui
sistema radicular constituido de raiz principal, raizes secundéarias e raizes
adventicias (Alvarenga, 2004).

Os frutos sdo bagas carnosas e suculentas, bi, tri ou plurilocular, que se
desenvolve a partir de um ovario com 5-10 mg de peso e alcanc¢a, quando maduro,
peso final entre 5 e 500 g, dependendo da cultivar e das condigbes de
desenvolvimento (Alvarenga, 2004). Apds amadurecimento, sdo de um vermelho
vivo em razdo do acumulo do carotenoide licopeno. As sementes sao pilosas
pequenas e o sistema radicular € condicionado pelo tipo de cultura (Filgueira,
2000).

2.1.1 Microrganismos promotores do crescimento vegetal

O desenvolvimento de uma planta depende de uma série de fatores, dentre

eles a relacéo planta-solo, que é a fonte de obtencdo da maior parte dos nutrientes



necessarios ao crescimento das plantas. Além de nutrientes, sdo encontrados nos
solos diversos microrganismos que formam associacdes e interacbes com as
plantas trazendo beneficios mutuos, como € o caso dos fungos e bactérias.

Os microrganismos podem interagir de diferentes formas com as plantas,
funcionando coletivamente como um microbioma. O manejo da comunidade
microbiana do solo € um aspecto importante da agricultura bem-sucedida e
sustentavel. O uso de microrganismos benéficos como promotores de crescimento
vegetal para 0 aumento da produtividade das culturas tem sido intensamente
estudado (Harman e Bjoorkman, 1998; Lucy et al., 2004; Artursson et al., 2006;
Berg, 2009), especialmente em cereais e hortalicas.

Outros atributos como a supressao de microrganismos patogénicos
(biocontrole) (John et al., 2010), producdo de fitohormonios (Li et al., 2011),
solubilizacéo de fosfatos (Singh e Reddy 2011) e inducédo de resisténcia (Fontenelle
et al., 2011) podem ser igualmente explorados para fungos e bactérias promotores
do crescimento vegetal. Estudos como de Wahid e Mehana, (2000) demonstraram
sua relevancia na nutricdo mineral de plantas. Estes autores realizaram estudos
inoculando fungos solubilizadores de P em plantas de trigo e observaram aumento
significativo na disponibilidade de P no sistema aumentando, consequentemente,
o rendimento dos graos.

Além disso, a comunidade microbiana pode auxiliar na tolerancia a alta
salinidade e a seca que interferem no desenvolvimento e produtividade das plantas
(CASTIGLIONI et al., 2008; ZHANG et al., 2008).

Varias espécies de fungos vém sendo documentadas como excelentes
solubilizadoras de fosfato como relatado por Vassilev e Vassileva (2003) que
destacaram as espécies de Trichoderma, Penicillium e Aspergillus nesse contexto.

Fungos podem atuar na promocao do crescimento vegetal indiretamente,
como demonstrado por John et al. (2010) que verificaram que Trichoderma viride
pode atuar como um agente de biocontrole contra Fusarium oxysporum e Pythium
arrhenomanes.

Trichoderma spp. € um fungo necrotrofico, ndo patogénico encontrado na
maioria dos solos, especialmente em solos orgéanicos, podendo viver
saprofiticamente ou parasitando outros fungos (MELO et al., 2000).

Fungos do género Trichoderma s&o uns dos principais microrganismos de

importancia para o aumento do crescimento vegetal. Este fungo pode influenciar



positivamente a germinacdo de sementes, o desenvolvimento e rendimento das
culturas. A producdo de substancias promotoras de crescimento, melhoria na
nutricdo das plantas principalmente pela solubilizacdo de fosforo (Oliveira et al.,
2012; Silva et al., 2012) e sintese de acido indol acético (Oliveira et al., 2012;
Chagas et al., 2016) sdo mecanismos induzidos pela inoculagdo com Trichoderma.

Uma parte da comunidade bacteriana do solo atua na promocédo do
crescimento vegetal, sendo reconhecidas como “bactérias promotoras do
crescimento vegetal” (BPCV). No que diz respeito a interagdo estrutural as BPCV
podem ocupar diferentes nichos no sistema solo-planta.

Dentre as caracteristicas funcionais relacionadas a promocdo do
crescimento de plantas por microrganismos estédo: a capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico (N2), solubilizacdo de minerais de fosfatos a partir de fontes de P ndo
disponivel as plantas, a capacidade de produzir e secretar compostos com
atividade similar & dos fitormonios e retardar ou impedir efeitos deletérios de
patégenos (Vivanco-Calixto et al., 2016). Tais mecanismos estimulam o
crescimento e desenvolvimento das plantas, seja pelo aumento direto na
disponibilidade de nutrientes ou promovendo alteracdes na arquitetura do sistema
radicular, incremento de biomassa, alteracfes nas relacfes biométricas entre
raizes e parte aérea, aumento da germinacédo e inducao da resisténcia a pragas e
doencas (Dey et al., 2004).

As BPCV séo capazes de disponibilizar nutrientes essenciais ao ciclo de
vida dos vegetais, tais como nitrogénio, ferro e fosforo por meio de diferentes
mecanismos (Chanway 1997). Outro efeito atribuido as BPCV é o aumento da area
de exploracdo do sistema radicular com consequente aumento da absorcdo de
agua e nutrientes do solo. O principal mecanismo responsavel por este fenétipo
advém da secrecdo de auxinas e compostos com atividade similar a fitormdnios
pelas bactérias (Lee et al., 2004).

O incremento de biomassa, a area e o comprimento radicular, o numero de
raizes laterais e a densidade de pelos radiculares estao entre as modificagbes mais
relatadas para as BPCV. vérios trabalhos demonstraram os efeitos benéficos das
bactérias endofiticas diazotroficas em plantas. A revisao de Olivares et al. (2017)
demonstra o sucesso na promocdo do crescimento vegetal de varias culturas

guando inoculadas a estirpe HRC 54.



O conhecimento e a manipulagcdo da microbiota das plantas podem
configurar um recurso biotecnoldgico alinhado aos interesses de diminuicdo dos
custos de producao e aumento da sustentabilidade na agricultura. Dessa forma, 0s
MPCV também contribuem para aumentar a producdo agricola, tornar o produto
mais competitivo e diferenciado e, ainda, diminuir os custos para o produtor (
Machado et al., 2012).

Os consorcios microbianos permitem a otimizagdo dos métodos biolégicos
exercidos pelos microrganismos. Diversos estudos abordam o uso de consorcios
microbianos, remontando o conceito de comunidade microbiana para fins
ambientais, industriais e agricolas (Marquez-Rocha et al., 2001; Raja et al., 2006;
Wongwilaiwalin et al., 2010).

Varios experimentos in vitro e in vivo tém sido realizados para verificar os
mecanismos e 0s efeitos da interacdo entre esses microorganismos. Segundo
Olivares et al. (2015), muitos resultados de experimentos indicam que ha uma
interacdo positiva entre o fungo Trichoderma spp. e isolados bacterianos na
rizosfera e na colonizacdo das raizes de plantas.

Diversos estudos tém demonstrado aumento na atividade metabolica da
bactéria quando associadas em biofilmes e na hifosfera de fungos (Seneviratne e
Jayasinghearachchi, 2003; (Jayasinghearachchi e Seneviratne, 2004; Roesti et al.,
2006; Rinaudi et al., 2006). Diante dessa premissa, ensaios microbiol6gicos com
abordagens sobre consoércios microbianos sao importantes para o desenvolvimento
de uma interacdo positiva benéfica visando o desenvolvimento de um produto
biolégico inovador.

Pesquisas envolvendo esses organismos tém como objetivo prético
aumentar a producdo, reduzir o uso de fertilizantes quimicos e contribuir para
alcancar um padrdo de agricultura mais sustentavel e menos dependente de

insumos (Souza et al., 2006).

2.1.2 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo microrganismos
de vida livre que fornecem efeitos positivos no desenvolvimento das plantas

(Santos et al., 2020), que formam relagBes simbidticas especificas com plantas,



endofitos bacterianos que podem colonizar alguns ou grande parte dos tecidos de
uma planta, e cianobactérias (Glick, 2012).

Essas bactérias colonizam tanto a regiéo rizosférica quanto tecidos internos
do vegetal (Baldani, Baldani, 2005; Huergo et al., 2008), apresentando motilidade
guiada por mecanismo de localizacdo quimiotaxica para acidos organicos,
acucares, aminoacidos e compostos aromaticos exsudados pelas raizes
(Steenhoudt; Vanderleyden, 2000), beneficiando-se dessas fontes de carbono e
energia (Arshad et al., 2007).

Grande parte deste crescimento vegetal esta relacionada a mecanismos
importantes como: a fixacao biolégica de nitrogénio, solubilizacdo e mineralizacao
de fosforo, a producédo de fitormdnios, entre eles, o acido indolacético (AlA),
promovendo a absor¢do de agua e de nutrientes, contribuindo no crescimento das
gemas apicais (Oliveira et al., 2003; Santos et al., 2018).

As bactérias promotoras de crescimento podem colonizar o solo
(ectorrizosfera) e se aderir a superficie da raiz através do rizoplano em alguma
etapa de seu ciclo de vida, devido a disponibilidade de uma ampla fonte de
nutrientes exsudados pelas raizes da planta. Apds essa atracao inicial, as bactérias
penetram a planta e ocupam 0s espacos vazios em porcdes do cortex e da
endoderme (endorrizosfera). Isso demonstra que as raizes séo a principal porta de
entrada para essas bactérias (Baldani et al., 2002).

Lopes e et al. (2019) mostraram que caracteristicas da planta, como BRIX
podem interferir na relacdo da espécie da bactéria, e que a inoculacdo pode ser
possivel em estagios iniciais de reproducdo da planta. Por outro lado, j& foram
observadas mudancgas estruturais consideraveis nas raizes em associacdo com
bactéria do género Burkholderia, resultando no aumento da espessura da raiz
(Paungfoo-Lonhienne et al., 2016).

Os mecanismos diretos sdo definidos como o emprego das caracteristicas
bacterianas que resultam na promocao direta do crescimento da planta (Olanrewaju
et al., 2017), articulando os niveis de fitohormdnios, facilitando a obtencédo de
nutriente como nitrogénio, fosforo e ferro (Santoyo et al., 2016).

O fitohormdnio auxina é responsavel pelo desenvolvimento de varias partes
das plantas, como raizes, folhas e flores (Phillips et al., 2011). A auxina interage
com a planta promovendo um alongamento celular, pois estdo envolvidas na

incorporacdo de materiais na parede celular, através do aumento da sua
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plasticidade (Costa et al., 2011), podendo resultar em cana-de-acucar 21 mais alta,
com os entrends mais distante, aumentando, assim, o caule e consequentemente
0 acumulo do caldo/da sacarose.

As citocininas sdo chamadas assim porque estimulam a divisao celular
(citocinese) e o desenvolvimento de gemas laterais (Aguiar, 2012). Elas sao
derivadas de purinas que promovem e participam na divisédo celular das plantas e
no crescimento primario da raiz, sendo Bacillus, Pseudomonas e Azospirillum os
principais géneros que as produzem (Diaz, 2018).

As giberelinas sédo sintetizadas em varias partes de uma planta, incluindo
sementes em germinacdo e desenvolvimento, folhas em desenvolvimento e
entrends em alongamento (Taiz, et al., 2017). Elas também regulam positivamente
a diviséo celular e o alongamento, estimulando o crescimento do hipocétilo e do
caule, e tém um efeito positivo no tamanho do meristema da raiz e da folha
(Martinez et al., 2018). Algumas espécies bacterianas produtoras de giberelina
incluem Bacillus amyloliquefaciens (Shahzad et al., 2017) e Pseudomonas spp
(DESAI, 2017). Bacillus pumilus e Bacillus licheniformis, rizobactérias isoladas da
rizosfera de amieiro (Alnus glutinosa (L.) Gaertn) com forte atividade promotora de
crescimento vegetal, mostraram produzir giberilina fiosiologicamente ativa.

O etileno é essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas,
mas tem diferentes efeitos no crescimento desses vegetais dependendo de sua
concentracdo nos tecidos radiculares (Martinez-Viveros et al., 2010).

A enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (E.C.
3.5.99.7) é responsavel pela degradacéo de ACC (precursor do etileno) em amdnia
e a-cetobutirato. Bactérias produtoras de ACC desaminase sao capazes de
promover o crescimento de plantas através da reducdo dos niveis de etileno
gquando ha alta producdo deste regulador produzido pela planta (Nascimento,
2018).

Kruasuwan & thamchaipenet (2018) avaliaram a promocéo de crescimento,
tolerancia ao sal e colonizacdo da raiz da cana-de-acucar através do endofitico
Enterobacter sp. Foi constatado que a linhagem bacteriana, além de promover o
crescimento do vegetal, aumento de clorofila total e acimulo de K+, possui a
capacidade de tolerar estresse salino, tornando futuramente um possivel
bioinoculante, contribuindo para o crescimento e a tolerancia ao sal para uso na

cultura de cana-de-agucar.
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Entre os nutrientes mais exigidos pela cana-de-acgucar, o nitrogénio (N) se
destaca pela importancia na nutricao e fisiologia da planta (Silva, 2016). Sua baixa
disponibilidade no solo é devido as grandes perdas por emissao ou lixiviagdo, o que
o torna um fator limitante em ecossistemas agricolas (Martinez-Viveros et al.,
2010).

Uma alternativa para reduzir o uso intensivo de fertilizantes quimicos € a
utilizacdo de bactérias que realizam a fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN). As
bactérias diazotroficas consistem num grupo de microrganismos capazes de
converter o nitrogénio (N2) presente na atmosfera em formas que podem ser
assimilaveis pelas plantas (NH3), por meio da FBN, processo esse diretamente
influenciado pela enzima nitrogenase (Shin et al., 2016).

Entre as bactérias simbidticas mais estudadas estdo Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium (Zahran, 2001). No entanto, o
avanco de estudos permitiu que hoje, sejam conhecidas diversas espécies de
bactérias pertencentes a géneros distintos com destaques para a Azospirillum,
Herbaspirillum, Gluconacetobacter e Burkholderia (Perin, 2003; Reis Junior et al.,
2000).

De acordo com Reis et al. (2020), a inoculacdo da Nitrospirillum
amazonense na cultura de cana-de-acglcar na dosagem de 1,0 e 1,5 L.p.c.ha’?,
demostrou um potencial para o crescimento vegetal, aumentando o diametro do
caule, numero de perfilhos, altura comprimento, nimero de entrenés e a
produtividade da cultura.

Lira et al., (2020) analisaram oito tratamentos constituidos por bactéria
diazotréficas - Azospirilum amazonense, Herbaspirilum seropedicae,
Herbaspirillum rubrisubalbicans, Gluconacetobacter diazotrophicus e Burkholderia
tropica - em duas variedades de cana-de-aclUcar, e todos os tratamentos
proporcionaram um melhoramento tanto na morfologia da cultura, quanto no teor
de nutrientes. O destaque foi para B. tropica que favoreceu maior teor de N,
expressando a melhor interagcdo com as duas cultivares testadas para 25 fixacao
biolégica de nitrogénio, quando comparada ao obtido com o tratamento de N
mineral. Este resultado possibilita substituir totalmente a fertilizacdo com nitrogénio
mineral pela inoculacdo em campos de cana-de-acUcar, quando observado a

interacdo especifica com as cultivares testadas.
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O fosforo (P) € um nutriente essencial para as plantas e, embora a reserva
de P nos solos seja grande, devido a aplicacao de fertilizantes, ele esta presente
principalmente na forma de compostos insollveis que ndo podem ser absorvidos
pelas plantas, limitando seu crescimento (Santos et al., 2020).

As bactérias dos géneros Arthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia,
Enterobacter, Microbacterium, Pseudomonas, Erwinia, Rhizobium, Mesorhizobium,
Serratia, ttm demostrado a capacidade para solubilizar fosfatos (Oteino et al.,
2015).

O potassio (K) € o terceiro macronutriente mais importante e necessario para
o crescimento da planta. Este elemento desempenha um papel vital em varios
processos fisioldgicos e metabdlicos da planta (Zhao et al., 2014).

Acidothiobacillus spp, Bacillus mucilaginosus, Burkholderia spp. e
Paenibacillus spp (Liu et al., 2012) sao algumas bactérias que demostraram aptidao
para a solubilizacao K.

J& nos mecanismos indiretos, a promoc¢ado de crescimento € considerada
quando a planta esta sendo infectada por um patégeno (Mariano et al., 2004) e as
BPCVs agem na producao de agentes de biocontrole (Glick 2012), podendo ajudar
no controle de fitopatdgenos por meio de antagonismo direto contra patdogenos
potenciais, por competicAo por espaco e nutrientes, ou mesmo controle de
estresses abidticos (Tjamos et al., 2005; Beneduzi et al., 2012; Gomes et al., 2016.).

Alguns microrganismos conseguem através da acdo de competicdo por
espaco/nutrientes, secretarem algumas substancias que pode interferir no
desenvolvimento de outro microrganismo patdgeno, inibindo o seu crescimento. A
bactéria Bacillus subtillis por exemplo, é capaz de produzir compostos volateis que
podem inibir o crescimento de fungos de solo causadores de doencas de plantas,

como acontece com espécies de Fusarium (Braga Junior et al., 2017).

2.1.3 Género Trichoderma, aspectos gerais e 0 uso na agricultura

Trichoderma spp. sdo fungos de ocorréncia natural nos solos, especialmente
0S organicos, podendo viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos. Sao
fungos mitospdricos, agrupados na ordem Moniliales, familia Moniliaceae.
Produzindo conidios em abundancia a partir de células conidiogénicas

determinadas como fialidicas, estas células originadas de estruturas denominadas
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conidiéforos que séao formadas diretamente das hifas vegetativas. Em seu estado
teleomorfo, quando conhecido, pertencem a ordem Hypocreales (MELO,
AZEVEDO, 1991; SAMUELS, 2006).

Fungos do género Trichoderma apresentam vida livre, sdo classificados na
sub-divisdo Deuteromycotina, considerados importantes para inoculacdo em
culturas agricolas e estdo entre os agentes de biocontrole e biofertilizantes
mais estudados no mundo (Chagas et al., 2018; Monte et al., 2019). Sdo de facil
cultivo, por ser encontrado facilmente em diversos ambientes, possuem répido
crescimento em diferentes tipos de substratos, ndo sdo patogénicos ao homem e a
plantas superiores (Mertz et al., 2009; Hermosa et al., 2013; Woo et al., 2014).

Uma caracteristica que se destaca nesse género € a capacidade de se
associar as raizes de plantas. Esta simbiose ocorre por mecanismos similares
agueles de fungos micorrizicos (Benitez et al., 2004). Essa interacao se inicia com
a colonizacdo da superficie externa das raizes, e pode ser restrita ou ocorrer por
todo o rizoplano, seguida da producédo de celulases (Ahmad & Baker, 1987) e da
invasdo da primeira ou da segunda camada de células da epiderme pelas hifas,
com a producdo de hidrofobinas, que sdo proteinas que permitem a adesao a
superficies hidrofébicas (Kershaw, Talbot, 1998).

Possuem a capacidade de controlar a acdo de patdégenos das sementes, 0s
guais sobrevivem no solo causando podriddo, morte das plantulas e tombamento;
protegem as partes subterrdneas das plantas contra acédo de patdgenos; melhora
a taxa de germinacéo e o vigor das sementes; melhoram a absorcéo de nutrientes;
promovem o crescimento e aumentam o rendimento das plantas (Carvalho Filho,
2008; Machado et al., 2012; Monte et al, 2019; Junior et al., 2019).

Algumas espécies pertencentes ao género Trichodermatem efeito
comprovado, como o Trichoderma  harzianum na promocdo de crescimento
vegetal, solubilizacdo de micro e macro nutrientes como Cu, Fe, Zn, Mn, Ca, P,
combate a patogenos, sintese de hormonios como o 4cido Idolacético e
colonizagdo rizosférica (Carvalho Filho et al., 2008; Saito et al., 2009; Li et al.,
2015). A espécie Trichoderma asperelloides, coloniza a rizosfera, combate a
fitopatdgenos, induz resisténcia ao stress bidtico e abidtico, sintese de horménios
acido indolacético (AIA), acido abscisico (ABA), acido giberélico (GA),
solubilizagéo de macro e micronutrientes como Cu, Fe, Mn, Ca, P (Brotman et al.,
2013; Gupta et al., 2014; Chagas et al., 2017). A espécie Trichoderma
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longibrachiatum combate fitopatdgenos e € capaz de resistir ao stress em altas
temperaturas (BATTAGLIA et al., 2013).

A estimulacdo do crescimento nas plantas pela aplicacéo
de Trichoderma esta relacionada ao controle dos microrganismos patogénicos
presentes no solo (Machado et al., 2012), a producdo de fitohormdnios e ao
aumento da disponibilidade e maior eficiéncia no uso de alguns nutrientes pelas
plantas (Azarmi; Hajieghrari; Giglou, 2011; Nieto-Jacobo et al., 2017) Os efeitos
positivos no crescimento e desenvolvimento de plantas associadas a espécies
de Trichoderma ja foram demonstrados em milho (Bjérkman et al., 1994), soja
(Chagas Junior et al, 2019), tomate (Azarmi; Hajieghrari; Giglou,
2011), Eucalyptus sp.(Fortes et al., 2007) e Pinus radiata (Chavez; Pereira;
Machuca, 2014).

Para um manejo mais sustentavel das culturas agricolas, os tratos culturais,
como a utilizacdo de adubos e defensivos agricolas, devem ser conduzidos
utilizando os principios do manejo integrado, sendo uma das estratégias, a adocao
do controle biolégico e dos fungos promotores de crescimento, como O0s
pertencentes ao género Trichoderma (Silva et al., 2019).

A influéncia de microrganismos sobre o desenvolvimento das plantas € bem
conhecida, incluindo os efeitos benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia
de plantulas, crescimento e produtividade. A utilizacdo de promotores de
crescimento de plantas para o aumento da producao €, provavelmente, uma das
taticas mais importantes atualmente, isto se deve a demanda emergente para a
diminuicdo da dependéncia de fertilizantes minerais e da necessidade para o
desenvolvimento de uma producao sustentavel (Machado et al., 2012). A producéo
de inoculantes de baixo custo com microrganismos promotores de crescimento de
plantas é uma alternativa para diminuir os riscos ambientais causados pela
utilizagédo inadequada de agrotéxicos. Os promotores de crescimento das plantas
também contribuem para aumentar a producéo, tornar o produto mais competitivo
e, diminuir os custos para o produtor (Machado et al., 2012).

Atualmente, fungos do género Trichoderma sdo de grande importancia
econbmica para a agricultura, uma vez que sdo capazes de atuarem como agentes
de controle de doencas de varias plantas cultivadas, promotores de crescimento e
indutores de resisténcia de plantas a doencas (Fortes et al., 2007; Holmes et al.,

2004; Shoresh; Harman; Mastouri, 2010; Thonar et al., 2017). Eles atuam através
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de diversos mecanismos, tais como antibiose, producéo de enzimas degradadoras
de parede celular, competicdo por nutrientes e micoparasitismo resultando em
efeitos benéficos para as plantas (Harman, 2006; Shoresh; Harman; Mastouri,
2010).

2.1.4 Inoculantes mistos: Do Laboratério para o Campo

Os inoculantes séo definidos por Russo e Berlyn (1990) como produtos que,
guando aplicados nas plantas, reduzem a necessidade de fertilizantes e aumentam
a produtividade e a resisténcia destas ao estresse hidrico e climético. Casillas et al.
(1986) e Zhang e Schmidt (2000) afirmam que essas substancias séo eficientes
guando aplicadas em pequenas concentracdes, favorecendo o bom desempenho
dos processos vitais da planta e permitindo, assim, a obtencao de maiores colheitas
e produtos de melhor qualidade.

Entre os principais microrganismos utilizados para a produgdo de
inoculantes merece evidéncia aqueles do tipo “multifuncionais”, tanto rizosféricos
guanto endofiticos. Esta multifuncionalidade esta relacionada a capacidade de
produzir enzimas, fito-hormonios e substancias que favorecem o incremento e
protecdo das plantas (Pieterse et al., 2012). Microrganismos multifuncionais
possuem caracteristicas de biofertilizacao e bioestimulantes, como a fixacdo de N
e solubilizacdo de fosfato pela producdo de acidos orgéanicos e de enzimas da
classe das fosfatases, entre elas as fitases (Oliveira et al., 2009; Jorguera et al.,
2011). E desejavel que este grupo abranja também a producdo de enzimas
hidroliticas, como celulases, xilanases, amilases, pectinases, lipases e proteases
(Bull et al., 2002), sideréforos, fitoestimulantes (fitohormdnios) e outras
caracteristicas associadas ao biocontrole (Malusa et al., 2016).

Ha evidéncias de que o uso de inoculantes a base de microrganismos
promotores do crescimento vegetal (MPCV) podem substituir, total ou parcialmente,
o uso de fertilizante nitrogenado em cana-de-acucar. Pereira et al. (2013)
constataram que algumas variedades, quando inoculadas, chegam a acumular
mais matéria seca do que em tratamentos com uso de fertilizante nitrogenado.

A elevagédo nos precos dos insumos agricolas, dentre eles os fertilizantes
minerais, aumentou a procura por fontes alternativas de nutrientes (Vidigal et al.,
2010).
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O uso em conjunto das bactérias diazotroficas endofiticas com acidos
hamicos vem sendo utilizado em diferentes culturas e contexto, pois a combinacao
promove o crescimento e desenvolvimento das plantas uma vez que os AH
promovem 0 maior enraizamento (aberturas naturais para a infeccdo) e uma
superficie irregular que favorece a ancoragem de bactérias e formacéao de biofilmes
aumentando significativamente a colonizacdo das plantas hospedeiras. As
bactérias em maior nUmero no hospedeiro promovem o crescimento pela fixagao
biolégica de N e outros efeitos anteriormente considerados (Marques et al., 2008;
Olivares et al., 2015).

A aplicacdo via foliar de bactérias diazotréficas endofiticas e substancias
hdmicas promoveu um aumento de 65% na producéo de grdos de milho comparado
com o controle em condi¢bes de campo (Canellas et al., 2013). Estes resultados
mostram um uso promissor de substancias humicas para melhorar o beneficio da
inoculacao diazotrofica endofitica.

Com microtoletes de cana-de-agucar, o uso isolado e combinado da bactéria
com o AH promoveu um aumento significativo na area radicular, indicando que a
presenca de AH em conjunto com bactérias ndo é prejudicial aos estimulos
causados pelas bactérias isoladamente (Marques et al.,, 2008). Pesquisas
relacionadas as aplicacdes préaticas de MPCV tém se destacado na medida em que

ja existem produtos comerciais a base desses microrganismos em varios paises.

Tabela 1, Exemplos de MPCV usados como inoculantes ou cultura bacteriana de
diferentes espécies de plantas em experimentos de solo.

Condig6es . . Principa_is Lo A
Planta experimentais Microrganismo  caracteristicas  Resultados principais  Referéncias
dos MPCV
Plantas inoculadas com
C-2/2, em inoculagdo
Unica ou dupla,
produziram maior peso
fresco, nimero de

o nddulos e teor de N na
= Campo: cultura _ Pseqqomonas Fixacdo parte aérea, enquanto
g liquida ablicada yg  Jessenii PS(_)6, Me deN 2_(_(3-2/2), PSQG n_é_o teve efeito Valverde et
S sementes sorhizobium solubilizacdo significativo no al. (2006)
3 ciceri C-2/2 de P (PS06) crescimento das

plantas. No entanto, a
co-inoculacdo foi
classificada em maior
rendimento de sementes
e peso fresco dos
nodulos.



http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#TFN1
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B193
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B193
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Milho

Casa de vegetacéo:
cultura liquida

aplicada as sementes

ou ao solo

Burkholderia
ambifaria MCI 7

Sideréforo,
atividade
antiflngica

O método de inoculacéo
influenciou o
crescimento das plantas:
a cultura liquida
aplicada as sementes
promoveu aumento no
peso fresco da parte
aérea como controle,
enquanto a cultura
liquida aplicada no solo
reduziu acentuadamente
0 crescimento das
plantas.

Ciccillo et
al. (2002)

Ervilha

Campo: turfa em po,
inoculante granular e

liquido aplicado a
sementes ou solo

Rhizobium
leguminosarum b
v. Viciae

N 2 -fixing

Os efeitos da
formulacdo inoculante
no nimero de nédulos,
acumulo de N e fixagdo

de N , foram: turfa
granular em po liquido
= ndo inoculado. O
inoculante aplicado no
solo melhorou a
nutricdo de N da ervilha
de campo em
comparagao com a
inoculacéo aplicada com
sementes, com ou sem
N-uréia aplicada.

Clayton et al.
(2004)

Arroz

Campo: inoculante

de turfa aplicado ao

solo e mudas

Pseudomonas spp
. B.
amyloliquefaciens
, B. subtilis ,
levedura do solo

Nao descrito

A inoculagéo aumentou
significativamente a
producéo de graos e

palha e a absorgdo total

de N, bem como a
qualidade dos grdos em
termos de porcentagem
de N. A inoculacéo foi

capaz de economizar 43

kg N ha, com um
rendimento adicional de
arroz de 270 kg ha' em
duas estagBes chuvosas
consecutivas no local
experimental.

Cong et
al. (2009)

Campo: inoculante
granular e de turfa

aplicado a sementes e

sulcos

Bacillus
cereus UW85
(granular) e B.

japonicum (turf)

Nao descrito

A inoculagdo com
UWS8S5 resultou em
estimulos no peso seco
da parte aérea, aumento
da producéo e contetido
de N, mas o efeito foi
especifico do local. A
estimulacéo nos
parametros de
crescimento e N pelo
tratamento com UW85
foi proporcionalmente
maior na auséncia
de inoculagdo com B.
japonicum do que na
presenca do inoculante
rizébio.

Bullied et
al. (2002)



http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B47
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B47
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B49
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B49
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B30
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B30
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Cana-de-acucar

Campo: inoculante
liquido e aplicados
em microtoletes

Herbaspirillum

seropedicae HRC Fixagdo de N,
54 + acidos promogao de
himicos crescimento

A inoculacdo
microtoletes com
isolados de
Herbaspirillum
seropedicae HRC54 na
presenca de acidos
himicos teve um
estimulo no crescimento
radicular com
incremento de massa de
120%.

Marques et
al. 2008

CV e campo: cultura
liquida aplicada a
mudas

B.vietnamiensis
MG43, G. diazotr

O aumento da biomassa
devido a inoculacdo
com MG43 atingiu 20%
no campo. A inoculagdo
de trés cepas foi menos
eficaz que a inoculacéo
com uma Unica
suspensdo MG43.

Govindarajan
et al. (2006)

Campo: cultura
liquida aplicada a
estacas de caule

A cepa apresentou um
aumento significativo
no ndmero de séries
germinadas, na
quantidade de solidos
solliveis e no
rendimento de caldo de
cana comparado ao
controle.

Beneduzi et
al. (2013)

Trigo

CV: cultura liquida
aplicada ao solo

O teor de sodio foi
reduzido sob condicGes
de co-inoculagdo, mas
n&do apo6s a inoculagéo
Unica com a cepa ou ho

controle. Plantas
cultivadas sob diferentes
regimes de salinidade e
co-inoculacéo de PGPR
mostraram aumento da
biomassa seca e
acucares solUveis totais.

Upadhyay et
al. (2012)

Tomate

CV: cultura aplicada
na semente

ophicus e
LMG7603, H. N » -fixing
seropedicae LMG
6513
Fixacdo N 2,
G. diazotrophicus sideroforo,
1AA,
VI27 A,
solubilizacéo
de P
B.

ili IAA,
subtilis SU47, Art solubilizante
hrobacter sp. SU1

de P
8
Azospirillum L
brasilense Fixacao N »

Esta interrelacdo
tomateiro com
Azospirillum brasileinse
proporcionou maiores
ganhos de massa seca,
volume e comprimento
de raiz maior didmetro
de caule, altura, indice
SPAD e maior producédo
por planta.

Lima et al.
(2018)



http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B94
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B94
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B25
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B25
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B192
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572015005050053&script=sci_arttext#B192
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Um dos principais gargalos para o uso de MPCV como inoculantes em larga
escala é a transferéncia dos resultados gerados em laboratério para a escala
industrial e campo.

Dentro deste contexto de busca por novos microrganismos e inoculantes, a
primeira etapa consiste no isolamento, selecéo, identificacdo e avaliacdo dos
microrganismos com caracteristicas de promoc¢ao de crescimento de plantas em
laboratorio. Outras caracteristicas devem ser avaliadas, como a taxa de
sobrevivéncia, adaptacdo e multiplicacdo dos microrganismos na rizosfera
(competéncia rizosférica) e a capacidade de colonizacdo e infeccdo das plantas
hospedeiras (competéncia endofitica) em testes de casa de vegetacédo e de campo
(Sathya et al., 2016).

A etapa seguinte envolve uma avaliagdo criteriosa sobre a taxa de
sobrevivéncia dos microrganismos no solo, adaptacao e multiplicacdo na rizosfera,
seguidas da infec¢éo e colonizacéo da planta hospedeira (Sathya et al., 2016). No
solo, a estirpe(s) deve manter as suas propriedades durante o armazenamento e
ser tolerante a fatores de estresse, tais como acidez, dessecacdo, altas
temperaturas e agroquimicos.

Além disso, o veiculo utilizado para inocular uma estirpe deve proporcionar
uma boa protecdo para células bacterianas, proporcionando a manutencao das
células viaveis no solo até o periodo em que surgirem as raizes (Sahu;
Brahmaprakash, 2016).

Vérios estudos tém relatado que existem diferencas intrinsecas entre os
microrganismos testados quanto ao melhor veiculo de transporte do in6culo, em
termos de sobrevivéncia e viabilidade celular. Ou seja, o melhor tipo de veiculo para
uma bactéria ndo é necessariamente o melhor para o outro (Silva et al., 2012).



20

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagéo dos experimentos

Os ensaios foram conduzidos no Nucleo de Desenvolvimento de Insumos
Bioldgicos para Agricultura (NUDIBA), e em casa de vegetacédo, e na Unidade de
Apoio a Pesquisa do Centro de Biociéncia e Biotecnologia da Universidade
Estadual Norte Fluminense (UENF), Campos dos Goytacazes-RJ. O clima da
regido Norte e Noroeste Fluminense é classificado como do tipo Aw de Koppen,
tropical quente e umido, com periodo seco no inverno, chuvoso no verao e

precipitacdo anual em torno de 1112 mm.
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Variacdo climatica em casa de vegetacdo

Figura 1. Dados climéticos do periodo experimental (janeiro de 2019 a janeiro de
2020). Campos dos Goytacazes, RJ.
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3.1.1 Caracterizacdo quimica do substrato

O substrato utilizado para compor as unidades experimentais e a producao
de mudas foi Basaplant® Hortalicas em tubetes que possuiam diametro na parte
superior de 40mm, 140mm de altura e 120mL. Foi realizado uma anélise quimica

do solo que revelou a seguinte composic¢ao:

Tabela 2: Composicdo do substrato Basaplant® Hortalicas utilizados nos ensaios |
e Il de promocgéo de crescimento.

Substrato

N P K Ca Mg Al H+AI Na S-SO4 Fe Cu Zn Mn B CTC
pH
@
5 4
= 3 glkg  mgldm | mmolc/dm? mg/dm?® mmolc/dm
% 3 . 3
)
0,02 266 12, 12 41, 7,6 151, 37 240 40,2 0,5 10, 37, 0,65 331
8 6 2 0 8 7 5 6

*Extrator Carolina do Norte

3.1.1 Microrganismos selecionados e métodos de cultivo

Foram selecionados seis isolados bacterianos (Herbaspirillum seropedicae
HRC54; Serratia marcescens 22Gl; Paraburkholderia silvatlantica 101;
Paraburkholderia sp.103; Bacillus safensis 77-B1; Bacillus safensis J1.1-B2) e um
isolado fangico (Trichoderma longibrachiatum T476) isolado de um vermicomposto
proveniente da colecdo do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) para montagem do ensaio | de
promocdo de crescimento. Logo apds, foi selecionado apenas dois isolados
bacterianos e o isolado T476 para realizacdo do consércio microbiano. Para
crescimento e manutencdo dos isolados bacterianos foram utilizados meios de
cultura liquido (8 g de caldo nutritivo, NB), e s6lido (8 g de NB e 15 g de agar). Em
meio liquido, o crescimento foi sob agitacdo a 180 rpm constante em um agitador
orbital por 48hs a 30 °C. Para o0 meio solido em plagueamento foram feitas estrias
das culturas e incubados por 24hs a 30°C. Ja o isolado fungico, foi cultivado em
meio batata-dextrose-agar (BDA) por sete dias e armazenado em B.O.D. a 28 +2°C
com fotoperiodo de 12 horas sob luz branca fluorescente. A concentracéo final do
isolado bacteriano foi ajustada para 10° UFC por ml usando caldo nutritivo NB.
Os esporos do isolado fungico T476 foram coletados a partir de culturas de placas
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BDA com 7 dias de idade e a concentracao final de esporos foi ajustada para 10’

UFC! por ml com a utilizacdo do software calibra.

3.1.2 Ensaios de compatibilidade fungo-bactéria

O isolado fangico (T476) foi crescido separadamente em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA por sete dias em B.O.D. a 28 + 2°C com fotoperiodo
de 12 horas sob luz branca fluorescente. Ja as bactérias foram crescidas em caldo
nutritivo liquido (NB — 8 g/L) durante 48 h a 30 °C, contendo na sua composi¢éo 1,0
g extrato de carne; 2,0 g extrato de levedura; 5,0 g peptona bacteriologica; 5,0 g
cloreto de sodio; que serdo dissolvidos em 1 L de agua destilada, esterilizada e
autoclavada a 120 °C, por 20 minutos.

Para os ensaios in vitro de compatibilidade foram inoculados no centro das
placas de Petri contendo meio BDA discos de 5 mm cortados no bordo das coldnias
dos fungos purificados. Em cada extremidade foram inoculadas aliquotas de 20 uL
das bactérias e, em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C durante sete dias.
ApOs esse periodo foi avaliada a formacgéo da zona de compatibilidade ou efeito de
inibicdo do fungo sobre o crescimento das bactérias. Os testes foram realizados em
triplicata e a compatibilidade entre os microrganismos foi classificada de acordo
com o crescimento do fungo sobre a bactéria em: alta, média e baixa. Quando o
fungo ultrapassa totalmente a superficie da bactéria deve-se considerar alta
compatibilidade (C1); quando as hifas tocam as superficies das coldnias
bacterianas sem cobri-las, de média compatibilidade (C1/2) e considerou-se baixa
compatibilidade (C2) no caso de o fungo néo tocar as bordas das col6nias

bacterianas.

BAIXO(C2) MEDIO (C1/2) ALTA (C1)

Figura 3. ilustracdo da compatibilidade dos microrganismos (bactéria e fungo), alta
compatibilidade(C1); média c (C1/2) e baixa (C2).
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3.1.3 Caracterizacao dos tratamentos e Cultivo das plantas — Ensaio |

Foram consideradas as seguintes fontes de variagdo para o ensaio | de
promogdo de crescimento: H20 controle absoluto, meio de cultivo Nb, HRC54-
Herbaspirillum seropedicae, 22GlI-Serratia marcescens, 101-Paraburkholderia
silvatlantica, 103-Paraburkholderia sp., B1- Bacillus safensis 77, B2- Bacillus
safensis J1.1, HRC54- Herbaspirillum seropedicae + substrato autoclavado, 22Gl-
Serratia marcescens + substrato autoclavado, 101-Paraburkholderia silvatlantica +
substrato autoclavado, 103-Paraburkholderia sp + substrato autoclavado, B1-
Bacillus safensis 77 + substrato autoclavado, B2- Bacillus safensis J1.1 + substrato
autoclavado, HRC54- Herbaspirillum seropedicae + Trichoderma longibrachiatum
T476, 22Gl-Serratia marcescens + Trichoderma longibrachiatum T476, 101-
Paraburkholderia silvatlantica + Trichoderma longibrachiatum T476, 103-
Paraburkholderia sp + Trichoderma longibrachiatum T476, B1- Bacillus safensis 77
+ Trichoderma longibrachiatum T476, B2- Bacillus safensis J1.1 + Trichoderma
longibrachiatum T476, HRC54-Herbaspirilum seropedicae + Trichoderma
longibrachiatum T476 + substrato autoclavado, 22GI-Serratia marcescens +
Trichoderma longibrachiatum T476 + substrato autoclavado, 101-Paraburkholderia
silvatlantica + Trichoderma longibrachiatum T476 + substrato autoclavado, 103-
Paraburkholderia sp + Trichoderma longibrachiatum T476 + substrato autoclavado,
B1l- Bacillus safensis 77 + Trichoderma longibrachiatum T476 + substrato
autoclavado, B2- Bacillus safensis J1.1+ Trichoderma longibrachiatum T476 +

substrato autoclavado.



Tabela 3: Tratamentos utilizados no ensaio | da promocéo de crescimento.

Tratamentos Caracterizagdo do tratamento Meios de  Epocas de  Substrato
aplicacdo  aplicacéo

H20 Controle absoluto TS ID N.A

MC Controle alternativo TS ID N.A

HRC54 Herbaspirillum seropedicae HRC54 TS ID N.A

22GlI Serratia marcescens 22GlI TS ID N.A

101 Paraburkholderia silvatlantica 101 TS ID N.A

103 Paraburkholderia sp.103 TS ID N.A

B1 Bacillus safensis 77-B1 TS ID N.A

B2 Bacillus safensis J1.1-B2 TS ID S.A

HRC54 + SA Herbaspirillum seropedicae TS ID SA

22Gl + SA Serratia marcescens 22Gl| TS ID S.A

101 + SA Paraburkholderia silvatlantica 101 TS ID S.A

103 + SA Paraburkholderia sp.103 TS ID S.A

B1 + SA Bacillus safensis 77-B1 TS ID S.A

B2 + SA Bacillus safensis J1.1-B2 TS ID S.A

HRC54 + T476 Herbaspirillum seropedicae + TS ID N.A
Trichoderma longibrachiatum

22Gl + T476 Serratia marcescens 22Gl + TS ID N.A
Trichoderma longibrachiatum

101 +T476 Paraburkholderia silvatlantica 101 + TS ID N.A
Trichoderma longibrachiatum

103 +T476 Paraburkholderia sp.103 + TS ID N.A
Trichoderma longibrachiatum

B1 +T476 Bacillus safensis 77-B1 + TS ID N. A
Trichoderma longibrachiatum

B2 +T476 Bacillus safensis J1.1-B2 + TS ID N.A
Trichoderma longibrachiatum

HRC54 + T476 + SA Herbaspirillum seropedicae + TS ID N.A
Trichoderma longibrachiatum

22Gl + T476 + SA Serratia marcescens 22Gl + TS ID SA
Trichoderma longibrachiatum

101 + T476 + SA Paraburkholderia silvatlantica 101 + TS ID S.A
Trichoderma longibrachiatum

103 + T476 + SA Paraburkholderia sp.103 + TS ID S.A
Trichoderma longibrachiatum

Bl + T476 + SA Bacillus safensis 77-B1 + TS ID SA
Trichoderma longibrachiatum

B2 + T476 + SA Bacillus safensis J1.1-B2 + TS ID SA

Trichoderma longibrachiatum

H20-controle; MC- Meio de cultivo NB; - Herbaspirillum seropedicae HRC54; 22GI- Serratia marcescens 22Gl,;
101- Paraburkholderia silvatlantica 101; 103- HRC54Paraburkholderia sp.103; B1- Bacillus safensis 77-B1; B2-
Bacillus safensis J1.1-B2; Trichoderma longibrachiatum T476. SA — Substrato autoclavado, N.A — substrato
ndo autoclavado; TS- Tratamento na semente; ID — Inoculag&o no dia do plantio
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As sementes de tomate cv. Santa Cruz foram microbiolizadas com
suspensao dos isolados solteiros ou combinados (apenas as duas bactérias) e em
consércio com o isolado fungico pela imersdo das sementes nas suspensfes
liquidas. A realizagdo da microbiolizacdo das sementes de tomate foi mediante
imersdo das sementes nos tratamentos acima, para os isolados bacterianos a
(concentracédo de 2x10° UFC/ml) e para o isolado flngico (2x10” UFC/g) por uma
hora, sob agitacdo de 180 rpm. As sementes foram deixadas secar em temperatura
ambiente (25° C) durante uma hora. Logo apos, as sementes foram plantadas em
tubetes contendo apenas o substrato comercial Basaplant® com a variacdo de
estar ou ndo autoclavado.

Os isolados bacterianos foram cultivados por 24h antes da
microbiolizacdo em meio de cultura NB, em frascos, sob agitagdo constante a 180
rom e a 28°C, ja o isolado fungico foi colocado para crescer por 7 dias.

As mudas foram coletadas aos 30 dias apds a semeadura para
determinacao dos parametros agronémicos. Diante dos resultados das analises do
ensaio | foram selecionados dois isolados bacterianos (B2 e 22GIl) que foram
combinados entre si e com o isolado fangico (T476) que tera diferentes formas de
inoculacdo. Uma inoculacéo direta ao solo com o arroz triturado adicionando 3g kg
! de substrato (107 conidios/g de arroz) do fungo Trichoderma longibrachiatum, e
pelo método de microbiolizacdo das sementes pela suspensédo (107 UFC/ml). O
isolado T476 foi inoculado em dois tempos distintos: 7dias antes do plantio e no dia
do plantio (inoculacédo direta no substrato) e durante a microbiolizacdo da semente.

O delineamento experimental para ensaio | de promoc¢ao de crescimento
ocorreuem blocos casualizados DBC, consistindo em 26 tratamentos com cinco

repeticdes de 2 plantas.

3.1.4 Caracterizagéo dos tratamentos e Cultivo das plantas — Ensaio Il

Foram consideradas as seguintes fontes de variacdo para o ensaio Il de
promogéao de crescimento: H20 controle absoluto, meio de cultivo Nb, Trichoderma
longibrachiatum T476, B2- Bacillus safensis J1.1 + 22GI-Serratia marcescens, B2-
Bacillus safensis J1.1 + 22GlI-Serratia marcescens + Trichoderma longibrachiatum
T476, B2- Bacillus safensis J1.1 + 22Gl-Serratia marcescens + Trichoderma
longibrachiatum T476 + FA7, B2- Bacillus safensis J1.1 + 22GI-Serratia
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marcescens + Trichoderma longibrachiatum T476 + FS7, B2- Bacillus safensis J1.1
+ 22Gl-Serratia marcescens + Trichoderma longibrachiatum T476 + FAD.

As sementes de tomate cv. Santa Cruz foram microbiolizadas com
suspensao dos isolados solteiros ou combinados (apenas as duas bactérias) e em
consorcio com o isolado fungico pela imersdo das sementes nas suspensdes
liquidas. A realizacdo da microbiolizacdo das sementes de tomate, mediante
imersdo das sementes nos tratamentos acima, para os isolados bacterianos a
(concentracédo de 2x10° UFC/mI) e para o isolado flingico (2x10” UFC/g) por uma
hora, sob agitacdo de 180 rpm. As sementes foram deixadas secar a temperatura
ambiente (25° C) durante uma hora. Logo apds, as sementes foram plantadas em

tubetes contendo apenas o substrato comercial Basaplant®.

Tabela 4: Tratamentos utilizados no ensaio Il da promocéo de crescimento. H20-
controle; MC- Meio de cultivo NB; 22GI- Serratia marcescens 22Gl; B2- Bacillus
safensis J1.1-B2; Trichoderma longibrachiatum T476.

Tratamentos Caracterizagéo do Meios de Epocas de Tipos de
tratamento aplicacdo aplicacao Inoculacéo
H20 Controle absoluto TS ID --
MC Controle alternativo TS ID --
T476 Trichoderma longibrachiatum TS ID IL
B2+22GlI Bacillus safensis J1.1 + 22GI- TS ID IL

Serratia marcescens
B2+22GI+T476 Bacillus safensis J1.1 + 22GI- TS ID IL
Serratia marcescens +
Trichoderma longibrachiatum
F476
B2+22+TA7 B2- Bacillus safensis J1.1 + TS+A7 ID+I7A IL+A7
22Gl-Serratia marcescens +
Trichoderma longibrachiatum
F476 + FA7
B2+22+TS7 Bacillus safensis J1.1 + 22GI- TS+AS7 ID+I7A IL+S7
Serratia marcescens +
Trichoderma longibrachiatum
F476 + FS7
B2+22+TAD - Bacillus safensis J1.1 + 22Gl- TS+ASD ID+I7A IL+AD
Serratia marcescens +
Trichoderma longibrachiatum
F476 + FAD.

TS: Tratamento de sementes (Microbiolizagdo das sementes), TS+A7: Tratamento de sementes + Aplicacéo

no substrato 7 dias antes do plantio, TS+AS7: Tratamento de sementes + Aplicacdo no substrato 7 dias antes
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do plantio, TS+ASD: Tratamento de sementes + Aplicagdo no substrato no dia, ID: Inocula¢&o no dia do plantio,
ID+17A: Inoculagédo no dia do plantio + Inoculagdo no substrato 7 dias antes do plantio, IL: Inoculo + liquido,
IL+A7: Inoculo liquido + Inoculo arroz 7 dias antes no substrato, IL+S7: Inoculo liquido + Inoculo liquido 7 dias
antes no substrato, IL+AD: Inoculo liquido + Inoculo arroz no dia do plantio no substrato.

Os isolados bacterianos foram cultivados por 24h antes da
microbiolizacdo em meio de cultura NB, em frascos, sob agitacdo constante a 180
rpm e a 28°C, ja o isolado fangico foi colocado para crescer por 7 dias.

O isolado Trichoderma longibrachiatum T476 foi aplicado de trés diferentes
formas no ensaio I, a primeira atraves igualmente ao ensaio | pela microbioliza¢éo
das sementes por suspensao dos esporos lavados da superficie dos graos de arroz
(10" UFC/ml), a segunda aplicacdo direta da suspencdo de esporos aplica
diretamente ao solo sete dias antes do plantio das sementes e a terceira utilizando
0 arroz como veiculo e aplicado 7 dias antes do plantio das sementes, ambas as
sementes, tanto para o segundo quanto para o terceiro meétodo, foram
microbiolizadas no dia do plantio. Utilizou-se o arroz integral como veiculo de
inoculo, previamente esterilizado trés vezes por 15 min a 121 °C no intervalo de 24
h para cada autoclavagem. Duas placas de BDA crescidas previamente com o T.
longibrachiatum isolado T476 foram lavadas com 200 ml de agua destilada
esterilizada, obtendo, assim, esporos e micélios do fungo em suspensdes, sendo
inoculadas em 500 g do arroz em sacos de polietileno sob atmosfera estéril.
Incubou-se o arroz por 7 dias a 28 °C. Foram feitas agitacdes do saco de arroz em
intervalos de 24 h para o crescimento homogéneo da isolado T476. Apds, porcdes
de 3 g do arroz com aproximadamente 1x10’ conidios/ml, ajustados em camera
de Neubauer com auxilio do software calibra, foram inoculadas com 3 ml das
suspensdes bacterianas (10° células. mL1) obtendo assim os inoculantes mistos.
Foram semeadas as sementes conjuntamente com os inoculantes no substrato em
tubetes de volume 280 cm3. Os controles receberam a mesma por¢do de arroz
esterilizado sem a presenca do isolado fungico. As mudas foram coletadas aos 30
dias ap6s a semeadura para determinagéo dos parametros agronémicos, analises
bioquimicas e microbioldgicas.

O delineamento experimental para ensaio Il de promocao de crescimento foi
em blocos casualizado DBC, consistindo em 8 tratamentos com cinco repeticdes

de 2 plantas.
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3.1.5 Avaliacdo dos consércios microbianos como promotoras de crescimento de

plantas de tomate

A coleta de dados ocorreu aos 30 dias ap0s a semeadura, onde foi avaliada
parametros de crescimento vegetal, incluindo: a) altura de planta, expressa em cm,
medida com régua milimetrada, a partir do coleto até a gema apical; b) nimero de
folhas, avaliado pelo método visual c) diametro do caule, expresso em mm, medido
na base do coleto, utilizando-se um paquimetro digital, com precisédo de 0,01 mm;
d) comprimento da maior raiz, expresso em cm, medida com régua milimetrada, a
partir do coleto até a extremidade da maior raiz; ) volume de raiz, com o auxilio do
programa WinRhizo (8); f) massa fresca e massa seca da parte aérea e da raiz,
expressa em grama, pesada em balanca com precisdo de 0,001g, g) area foliar.

Para determinacdo da massa seca, 0 material vegetal foi conduzido a estufa
com circulagéo forcada de ar a temperatura de 65°C até atingir peso constante; h)
massa seca total, expressa em gramas, obtida pela soma das massas secas da
parte aérea e da raiz. Calculou-se a razdo entre a altura da muda e o diametro do
colo (RAD), aos 30 dias apos a semeadura (DAS), a razdo entre a massa seca da
parte aérea e do sistema radicular (RMS), e a racdo entre a altura da muda e a
massa seca da parte aérea.

O Indice de Qualidade de Dickson foi determinado em funcédo da altura da
parte aérea (H), do diametro do colo (DC), fitomassa seca total (PMST) que € dada
pela soma da fitomassa seca da parte aérea (MSPA) e a fitomassa seca das raizes
(PMSR), através da equacdo (Dickson et al., 1960): IQD= [MST/(AP/DC) +
MSA/MSR)]

A partir das medidas anteriores foram determinadas as seguintes variaveis de
qualidade de mudas, como a relacdo entre a altura da parte aérea/diametro do
coleto (RH/DC); altura da parte aérea/massa seca da parte aérea (RHPA/MSPA);
massa seca da parte aérea/massa seca das raizes (RMSPA/MSR).

Avaliacdes fisioldgicas:

Para a padronizacdo das medicOes da clorofila serdo feitas leituras na segunda
folha desenvolvida de cima para baixo marcadas com fio de barbante, (estimado
com auxilio de clorofilbmetro SPAD). O valor SPAD utilizado sera resultante da

média de trés leituras por planta em cinco plantas por tratamento no ensaio |l.
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3.2 Atividade microbiana no solo

A atividade microbiana foi identificada pela quantificacdo de fluoresceina
obtida a partir da degradacdo do diacetato de fluoresceina (FDA) pelo micro-
organismo presente no solo. O FDA foi dissolvido em acetona, para a obtencao da
solucdo estoque de 1g/L. Para demonstracdo da atividade microbiana foram
pesados 0.5g de solo de cada amostra, ao qual foram acrescentados 6 ml de
tampao fosfato (TPO4) 50mM em pH 7.6 autoclavado e em seguida acrescentado
120pL da solucdo de FDA. A amostra foi incubada por 1h, em shaker rotativo
180rpm a 32°C ao abrigo da luz, em tubo Falcon 15mL. O controle negativo foi
obtido a partir de 0.5g de solo autoclavado. Apds este periodo, o material foi
centrifugado a 5000 rpm por 6 min, filtrado e ao final uma aliquota de 200uL do
sobrenadante foi retirado da amostra e distribuida em placas de 96 pocos. A leitura
foi realizada em espectrofotbmetro Versa Max PLUS com absorbancia de 492nm

pelo programa Soft Max.

3.2.1 Contagem do Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotroficas

endofiticas

A contagem das bactérias diazotroficas seguiu a metodologia descrita por
(Dobereineret al., 1995; Baldani et al., 1996). As amostras das raizes das plantas
foram lavadas em agua corrente e cortadas em pedacos de aproximadamente 10
cm. As fracdes foram pesadas (1g) e maceradas em 9 ml de solucdo salina e
diluidas serialmente na mesma solucdo até 1077. Uma aliquota de 0,1 ml das
suspensdes 104, 10°, 10° e 107 foi inoculada em cultura semissélido JNFb, em
triplicatas (3 frascos por diluicdo). O meio de JNFb foi incubado a 30°C por 7 dias
e apods este periodo, foi realizada a contagem do niumero de bactérias presentes
nas amostras pelo método do Numero Mais Provavel (NMP), utilizando a tabela de
McCrady. O numero de tubos positivos foi determinado pela presenca de pelicula

subsuperficial caracteristica, em forma de véu, no meio semissdélido.

3.2.2 Quantificacdo dos isolados presentes nas raizes de tomate inoculados com

bactérias diazotréficas e Trichoderma longibrachiatum T476

A fim de se quantificar as popula¢cdes presentes nas raizes de tomate, se

utilizou o método de diluicdo seriada. Os procedimentos seguiram a partir da coleta
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do material do segundo ensaio de promocao de crescimento. As diluicbes foram
realizadas com raizes lavadas em agua corrente. Para as diferentes amostras de
raizes foi pesado 1g da mesma e transferido para tubos de ensaio contendo 9mL
de solucéo salina (8,5 g.L™). A diluicdo seriada foi utilizada nas subamostras de
todos os oito tratamentos. Apés a diluicdo inicial (101), os frascos contendo as
raizes foram alocados em agitador orbital a 150 rpm 14 por 10 minutos. Em seguida,
1 ml das diluigbes foi transferido para tubos de ensaio contendo 9 ml de solugéo
salina de mesma concentragcdo com pipetas manuais, e aliqguotas de 1ml foram
transferidas para novos tubos de ensaios, obtendo assim diluicées de 102 a 108,
Contudo, para as contagens das unidades formadoras de col6énia (UFC por grama
de solo) foram utilizadas as diluicdes de 10 a 108, A partir das diluicdes de 10 e
108, aliquotas de 100 uL das diferentes amostras diluidas foram semeadas no
centro de placas de Petri contendo o meio de cultivo NB (Nutrient Broth) para

bactérias e fungos.

3.2.3 Andlises Bioquimicas Proteina, Lipidios e Carboidrato

3.2.3.1 Estimativa do Carboidrato Total

O método Anthron foi usado neste estudo para extracdo e estimativa de
acucares totais em amostras de folhas frescas (Yemm e Willis 1954). 0,5 g de folha
fresca foi esmagada em 10 mL de D.H202. O processo de centrifugacdo de 5
minutos foi realizado a 3000 rpm. Para estimativa: 0,1 ml de sobrenadante foi
misturado com 1 ml de fenol (80%) e a amostra foi incubada durante um intervalo
de 10 minutos na incubadora, 5 ml concentrado - H2SO4 foi adicionado e a mistura
foi novamente incubada durante uma hora. A densidade Optica da solucao foi

medida a 485nm.

3.2.3.2 Estimativa das Proteinas Totais

As proteinas totais das plantas foram medidas através de um método bem
definido explicado por Bradford (1976). 0,1 g de amostra de folha foi
homogeneizada em pildo e almofariz gelado, usando 5 ml de tampéao de fosfato (pH

= 7, Fosfato de potassio 0,1 M). Incubou-se o0 extrato no freezer e a seguir o
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processo de centrifugacao foi realizado por 20 minutos a 12.000 rpm. O volume
final do sobrenadante foi feito até 5 ml com a ajuda de tampdo, em seguida,
adicionar 4,8 ml de tampé&o a 0,2 ml do extrato para diluicdo. Para estimativa das
proteinas totais, 0,1 ml do extrato diluido foi colocado em um tubo de ensaio limpo
e adicionado 5 ml do reagente de Bradford. A O.D foi entdo registrada em 595nm

usando espectrofotbmetro.

3.2.3.3 Estimativa de Lipidios Totais

O conteudo total de lipidios foi medido de acordo com o método bem
estabelecido de Van Handel (1985). Aproximadamente 0,2 g de amostra de folha
foi moida em cloroférmio: metanol (2: 1 v/ v). O tubo foi agitado vigorosamente até
estar dissolvido e adicionado 0,8 ml de NaCl a 0,73%. Apds a conclusdo da reacao,
trés camadas com compostos diferentes foram separadas. A camada inferior
contém lipidios e foi coletada por meio de funil de separacéo. Adicionou-se 0,1 mL
de acido sulftrico e a mistura foi agitada, em seguida a mistura foi aquecida a 100
°C por 10 minutos. Em seguida, Resfrie a amostra foi resfriada e adicionada 2,4 ml
de reagente de vanalina. A absorbancia foi registrada a 490nm apds o

aparecimento da cor rosa.

3.3 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), contrastes
ortogonais e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Scott-Knott com
95% de confianca.Para analises do ensaio | e para o ensaio Il foram aplicados
contrastes ortogonais e 0 Tukey em 99% de confianca para as demais analises,
utilizando o programa computacional SAS versao 9.0, Past 4 e Sigmaplot 12.5. Os
dados foram organizados e submetidos aos testes de Shapiro-Wilk para
normalidade dos dados e Bartlett para homogeneidade das variancias dos
tratamentos. Foram realizados Contrastes Ortogonais para verificacdo da diferenca

entre os tratamentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Compatibilidade entre isolados bacterianos e fungico

Foram realizadas seis combinacdes para avaliagdo de compatibilidade entre
o fungo e as bactérias: T476 vs HRC54; T476 vs UENF-22Gl; T476 vas 101; T476
vs 103; T476 vs B1 e T476 vs B2 e observada a compatibilidade do tipo (C1)
obtendo uma alta compatibilidade do isolado fungico com as bactérias. O fungo T.
longibrachiatum apresentou uma alta compatibilidade (C1) com os 6 isolados
bacterianos, respectivamente. As hifas do T. longibrachiatum cresceram e
ultrapassaram as col6nias bacterianas demonstrando alta compatibilidade entre os
pares de microrganismos (Figura 4).

Reis et al (2020) relataram alta compatibilidade e interacdo entre S.
marcescens cepa UENF-22GI e T. longibrachiatum cepa T476, observando o
crescimento das hifas (h) foi visivel com 1-d ap6s a colocacdo do tampéo de agar
nas laminas de vidro, expandindo-se na direcdo da mancha bacteriana.

Véarios organismos sobrevivem e interagem entre si nos diferentes solos e
substratos sob a influéncia de fatores como teor de matéria organica, pH, macro e
micronutrientes, umidade, textura, estrutura, micro e macroporosidade e trocas
gasosas, que influenciam significativamente o crescimento dos diversos
microrganismos presentes no solo. Apesar desses estudos in vitro ndo levarem em

consideracdo esses fatores que podem alterar o comportamento desses
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organismos quando em conjunto, os resultados observados sé&o indicativos de
compatibilidade no ambiente solo. Geralmente, espera-se que quando combinados
a aplicacao de antagonistas aumentaria o controle de patdégenos e a promoc¢éao de
crescimento de plantas (Meyer & Roberts, 2002; Thilgavathi et al., 2007).

O isolado fungico T476 de T. longibrachiatum apresentou maior velocidade
de crescimento, progredindo por toda a placa de petri em 72 h de incubacédo nas
combinagbes (T476 + 22GIl; T476 + B2. Resultados semelhantes foram
encontrados por Ferreira et al. (2008), em que Trichoderma sp. e P. chlamydosporia
nao influenciaram o crescimento um do outro em testes de confronto direto.
Portanto, foram selecionados os pares B2 + T476 e UENF-22 GI + T476 para os
estudos subsequentes de promocéao de crescimento (ensaio 2).

Apbs sete dias de interacdo, a adesao da bactéria na superficie do fungo da
parede celular foi evidente pela formacdo de pequenos agregados e migracao

associada as hifas de crescimento da ponta (Figura 4).

B1+T476 B2+T476 22GI+T476
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Figura 4. Placas de petri contendo meio BDA inoculadas com pares de
microrganismos e incubadas por oito dias a 28 °C. Todas as combinacdes
apresentando alta compatibilidade, (HRC54- Herbaspirillum seropedicae HRC54;
22Gl- Serratia marcescens 22Gl; 101- Paraburkholderia silvatlantica 101; 103-
Paraburkholderia sp.103; B1- Bacillus safensis 77-B1; B2- Bacillus safensis J1.1-
B2) e um isolado fungico (T476 de Trichoderma longibrachiatum)

Em um estudo com inoculacdes consorciadas entre fungos e bactérias
diazotroficas em plantas de trigo, Sala et al. (2007), observaram efeitos sinérgicos
na colonizacdo das raizes pelas bactérias, o que contribui positivamente na
interacdo planta-bactéria.

Para que outro produto de origem bioldgica seja aplicado em conjunto é
necessario saber se estes sdo compativeis. Testes in vitro, casa de vegetacao e
depois em campo sdo muito importantes para comprovar a eficiéncia de

antagonistas combinados.

4.2 Resposta de crescimento de plantas de tomateiro inoculadas com diferentes
combinagdes de isolados microbianos em casa de vegetal (ensaio 1)

O efeito dos microrganismos isolados ou em consoércio resultou no
crescimento e na morfologia das plantas, diferindo fortemente daqueles
tratamentos ndo inoculados. A inoculagdo dos isolados microbianos em qualquer
uma das cepas utilizadas nos ensaios aumentou o crescimento da planta, raiz, area
foliar, numero de folhas, matéria fresca e seca total e diametro do caule nas mudas

de tomate.
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Os contrastes C2, comparando os tratamentos inoculados com nao
inoculados, apresentaram diferenca significativa para a area foliar, indice de
qualidade de dickson e matéria seca da raiz nas plantas de tomate aos 30 dias de
cultivo, demostrando assim que 0Ss grupos testados neste contraste diferem
significativamente entre si, evidenciando a diferenca em diversos paramentos em
relacdo as testemunhas.

Nos mesmos contrastes estabelecido, o valor estimado para C2 demonstra
que a média dos tratamentos que receberam a inoculagdo com os microrganismos
promotores de crescimento diferem significativamente dos tratamentos que nao
receberam MPCV, sendo o grupo dos tratamentos que receberam a inoculacéo se
mostraram mais desenvolvidos ao fim das avaliagdes, apresentando indices
médios de dickson de 0,29 sendo superiores aos sugeridos na literatura, que

sugere o valor de 0,21.
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Figura 5. Graficos de contraste ortogonais MSR — matéria seca da raiz C2, MAS —
matéria seca aérea C3, Dick- indice de qualidade de Dickson C2, AFOL — area foliar
C2, AM — altura da muda C3.

Comparando-se o fator substrato (autoclavado e ndo autoclavado), os
resultados dos contrastes ortogonais para crescimento de plantas, indicaram que a
média dos tratamentos constituidos pelos substratos ndo autoclavado foi
estatisticamente superior ao uso do substrato autoclavado para as variaveis massa
seca da raiz e altura das mudas (Tabela 12), o que pode ser observado também
nos gréficos (Figura 5).

Para os contrastes C3, a utilizacdo do substrato ndo autoclavado com a
adicao das sementes microbiolizadas mais 1 ml da solucdo dos MPCV apresentou
maior estimativa para média de altura da muda e matéria seca da raiz (Figura 5),
indicando que a inoculacdo separada ou em conjunto (bactéria +fungo) foi superior
aos tratamentos com o substrato autoclavado, observando-se a capacidade dos
microrganismos inseridos no meio em competir e se estabelecer, eliminando
quaisquer tipo de competicdo com 0s microrganismos nativos, e se impondo como
macros dentro do sistema (solo-planta-microrganismos). Assim, sua capacidade de
sobrevivéncia aumenta quando colocados a fatores de estresses bidticos ou
abidticos, preconizando assim maior sobrevivéncia no meio.

Para C2 e C3 observa-se que houve diferenca significativa, demonstrando
gque a aplicagao dos microrganismos promotores de crescimento vegetal de forma
consorciada ou sozinha resultou em incrementos sobre os parametros de
crescimento das plantas de tomate. Santos et al. (2013) e Borges (2018)

observaram que a aplicagdo de bioestimulante, no tratamento de sementes na
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cultura do milho, resultou em incrementos ao longo do tempo para as
caracteristicas fitotecnias.

Esse resultado sugere que os microrganismos aplicados na forma de
microbiolizagdo das sementes foram absorvidos e tiveram efeito benéfico tanto
nutricional quanto hormonal e/ou fisioldgico.

No teste de médias, utilizando Scott-Knott a 5% de significancia, houve
diferenga estatistica entre os tratamentos referente a todos os parametros de
crescimento analisados.

Por sua vez, os tratamentos inoculados com o consorcio microbiano em
especial os (B2+T476; 22GI+T476) tiveram aumentos expressivos com um
incremento superior & 112% na altura da muda total, 161% na matéria seca total e
133% para o volume radicular em relagdo aos tratamentos controles (H20; MC)
(Figura 6).

As estirpes bacterianas e suas interagcbes com a isolado Trichoderma
longibrachiatum T476 apresentaram aumentos em todas as caracteristicas

vinculadas ao crescimento de mudas de tomate.

Materia Seca da Parte Aerea, Materia Seca Raiz e Materia Seca Total
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Figura 6: Producdo de matéria seca da parte aérea MSPA, matéria seca da raiz
MSR e matéria seca total MST de mudas de tomate aos 30 dias de cultivo em
ambiente protegido.

O efeito dos microrganismos na matéria fresca e seca total, matéria seca da
parte aérea e raiz diferiu fortemente com o tipo de inoculo (somente bactérias ou
bactéria + fungo) aplicado. Todos os tratamentos contendo isolados bacterianos e
consorcio apresentaram valores significativos de massa fresca e seca total, se
comparados com os tratamentos controles, tendo incrementos positivos de 148% a
184%, Higuti et al., (2010) relatam que quanto maior for observado os valores de

matéria seca das mudas, maior sera a quantidade de nitrogénio.
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As maiores meédias encontradas para essas variaveis foram para os
tratamentos 22+T476, 22+T476.A, HRC54,10, 101.A, B2, B2+T476 e B1. Contudo,
0s tratamentos obtendo o consorcio microbiano tiveram resultados levemente
superior a todos os outros.

Para obter alta qualidade de mudas, € relevante que a planta consiga
expressar todo o seu potencial vegetativo. Aos 30 dias apés o plantio, a maxima
area foliar das plantas foi cerca de 55% maior que a area foliar de plantas que néo

foram inoculadas com os microrganismos utilizados.
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Figura 7. Area foliar de mudas do tomateiro aos 30 dias de plantio cultivadas em
ambiente protegido.

O tratamento 22+T476 obteve a maior média entre os tratamentos 382.08
cm?, alcangando um incremento 218% em relagdo aos tratamentos testemunhas
(Figura 7), ZECCHIN et al., (2015) verificaram que mudas de tomate inoculadas
com a estirpe Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42, promoveram
aumento de 47,7% na area da parte aérea de mudas de tomate. Este incremento
foi devido a capacidade da estirpe bacteriana sintetizar compostos hormonais como
o indol. O aumento da area da parte aérea das mudas de tomate proporciona maior
taxa fotossintética, favorecendo produgédo de compostos quimicos que podem ser
utilizados pelo proprio vegetal em periodos posteriores, seja de estabelecimento a
campo ou ataque de pragas.

Plantas com maiores areas foliares corresponderam a tomateiros com maior
capacidade de prover fotossintatos aos 6rgaos tidos como drenos, a exemplo de
folhas jovens e a manutencgéo das existentes, mas principalmente para atender a
demanda de formagdo e do desenvolvimento das estruturas reprodutivas
(SanMartin-Hernandez et al., 2016).
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Observa-se na Figura 8 que para a variavel altura das mudas, trés
tratamentos se destacaram, 101, B2 e B2+476, apresentando um percentual de
ganho respectivamente de 121, 130 e 131%. Em relacdo ao controle, Silva (2010)
reforca que plantas com crescimento atenuado atingem mais rapido o estagio
adulto e permanecem menos tempo no campo, reduzindo a janela de entrada para
possiveis perdas com pragas ou doencas, além disso, vale ressaltar que a reducao
de tempo de plantas no campo esté ligada diretamente a reducdo de custos em
geral, incluindo méo de obra, fertilizantes e defensivos agricolas.
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Figura 8 — Altura das mudas de tomateiro aos 30 dias de plantio cultivadas em
ambiente protegido.

Esses resultados estdo de acordo com Hermosa et al. (2012), que confirmam
que algumas linhagens de Trichoderma podem interagir diretamente com as raizes,
aumentando o crescimento e diametro das plantas. Para Harman et al. (2004) o
Trichoderma otimiza a absorcdo de nutrientes, melhorando o desenvolvimento
vegetativo das plantas. Aradjo (2008) concluiu que isolados de Bacillus subtilis,
juntamente com formulado de farinha de ostras e inoculado nas sementes de milho,
apresentaram potencial para incrementar o crescimento e a nutricdo das plantas de
milho.

Em relacdo ao volume radicular, todos os tratamentos que receberam a
inoculacdo dos isolados microbianos separados ou em consércio ndo diferiram
estatisticamente entre si, porém existiu uma diferenga significativa quando
comparados com os tratamentos controles (H20 e MC), isso devido a acdo em
conjunto dos agentes envolvidos, onde os microrganismos utilizados promovem
melhora da expansao radicular e, consequentemente, a absor¢édo de nutrientes

devido a simbiose com as raizes.
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Figura 9 — Volume radicular de mudas tomateiro aos 30 dias de plantio cultivadas
em ambiente protegido.
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O volume e comprimento total das raizes do tomateiro quando inoculados
possuiram um incremento ligeiramente significativo de 22% a 164% em relacdo as
plantas testemunhas (Figura 9), semelhante aos resultados. Saia et al. (2020)
encontraram resultados semelhantes em plantas de tomates obtendo um
incremento no comprimento total da raiz em 64% e 31% com a inoculacdo de
isolados bacterianos.

Estudos realizados por Oliveira et al. (2016), com sementes de alto vigor
associadas com o produto a base de Bacillus subtilis apresentaram incremento no
comprimento de plantula e comprimento de raiz primaria de feijoeiro, beneficiando
de forma significativa o desenvolvimento inicial dele. Segundo Bortolin et al., (2019)
o sistema radicular das plantas pode ser influenciado pelos tratamentos contendo
Trichoderma sp. isso porque a presenca do fungo permite aumentar a absorgao
dos nutrientes pelas plantas.

No que se refere a variavel diametro do caule, apenas os tratamentos
HRC54, 101 e B2+T476 obtiveram as melhores medias diferindo-se dos demais
tratamentos. A (Figura 10) indica que apenas o tratamento B2.A nao diferiu dos
tratamentos controles para essa variavel. Entre os tratamentos, novamente
destacou-se o consoércio microbiano (B2+T476) obtendo um incremento de 81%.

O efeito no didmetro do colo foi avaliado em outras rizobactérias. Dartora et
al., (2013) testaram a combinacdo das estirpes Ab-V5(A. brasilense) e SmR1(H.
seropedicae) e observaram que na fase vegetativa, o diametro basal do colmo em
relacdo a testemunha, teve um incremento de 15% e segundo eles, tal efeito pode
ser associado a promocgdo do crescimento proporcionado pelas bactérias

diazotréficas.
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Figura 10 — Diametro do colo de mudas tomateiro aos 30 dias de plantio, cultivadas
em ambiente protegido.

O diametro do colo € uma importante variavel para avaliacdo de mudas, pois
o maior DC esta associado a um desenvolvimento mais acentuado da parte aérea
e, em especial, do sistema radical, favorecendo a sobrevivéncia e o
desenvolvimento da muda apo0s o plantio. Nesse contexto, Souza et al. (2013)
destacam que o equilibrio entre diametro do colo e altura das mudas sao
importantes caracteres morfolégicos para se estimar o crescimento das mudas
apos o plantio definitivo no campo.

Analisando o indice de qualidade de Dickson (IQD), pode-se verificar que,
assim como observado para a maioria das variaveis, existiu diferencas
significativas entre os tratamentos inoculados de forma Unica ou consorciada com

os tratamentos controles.

Tabela 5: Valores obtidos aos 30 dias de plantio de mudas de “Tomateiro cv Santa
Cruz” produzidas em viveiro dos parametros: IQD (indice de qualidade de Dickson),
RH/DC (relacdo entre altura e diametro do coleto), RHPA/MSR (relacdo entre a
altura da parte aérea e matéria seca das raizes) e RMSPA/, MSR (relacéo entre a
matéria seca da parte aérea e matéria seca da raiz).

TRATAMENTOS IQD RH/DC RHPA/MSPA RMSPA/MSR
H>O 0,23B 6,06 A 58,49 A 7,68 A
MC 0,08 C 7,06 A 90,11 B 6,38 A
22GlI 0,27 B 6,56 A 63,13 A 8,18 A
22GLA 0,26 B 6,68 A 51,82 A 8,67 A
22GI+T476 0,34 A 6,98 A 44,92 A 8,70 A
22GI+T476.A 0,28 B 6,84 A 45,50 A 10,22 A
HRC54 0,35 A 594 A 41,47 A 8,18 A
HRC54.A 0,26 B 6,74 A 54,69 A 8,16 A
HRC54+T476 0,38 A 7,10 A 49,59 A 8,62 A
HRC54+T476.A 0,29B 7,20 A 48,88 A 8,31 A
103 0,29B 7,62 A 52,77 A 7,90 A
103.A 0,29B 6,40 A 49,55 A 7,32 A
103+T476 0,29B 7,22 A 51,25 A 7,50 A
103+T476.A 0,24B 6,70 A 53,46 A 9,67 A
101 0,45 A 752 A 55,82 A 7,85 A
101.A 0,37 A 7,10 A 56,67 A 6,09 A
101+T476 0,29B 7,88 A 54,23 A 7,89 A
101+T476.A 0,24B 6,62 A 52,70 A 9,60 A

B2 0,28 B 8,46 A 55,38 A 8,94 A
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B2. A 0,36 A 8,84 A 55,62 A 7,26 A
B2+T476 0,33 A 6,68 A 48,92 A 7,75 A
B2+T476.A 0,31B 6,76 A 45,85 A 8,24 A
B1 0,31B 6,88 A 48,95 A 8,35 A

B1. A 0,29 B 7,00 A 49,22 A 8,09 A
B1+T476 0,29B 7,22 A 53,50 A 8,37 A
B1+T476.A 0,21B 6,72 A 60,62 A 9,02 A
Cv 27,74 16,63 19,22 26,76

Os maiores indices ocorreram nos tratamentos 22GI+T476, HRC54,
HRC54+T476, 101, 101.A, B2.A e B2+T476, com valor maximo de 0,45, para o
tratamento 101 (Tabela 5). Na literatura, sédo escassos relatos sobre o efeito de
solugdes nutritivas sobre o IQD em mudas de hortaligas.

O indice de qualidade de Dickson € um bom indicador da qualidade das
mudas, pois apresenta robustez e o equilibrio da distribuicdo da biomassa na muda,
ponderando os resultados de varios pardmetros importantes empregados para
avaliacdo da qualidade (Fonseca et al., 2002). Segundo Hunt (1990), para as
mudas exibirem padrédo aceitavel de qualidade devem apresentar IQD superior a
0,20, valores alcancados nesse trabalho.

Quanto maior for o valor deste indice, melhor sera a qualidade da muda
produzida (Gomes, 2001). O IQD é um indicador da qualidade de mudas, pois em
seu calculo sdo considerados a robustez e o equilibrio da distribuicdo da biomassa
da muda (Fonseca et al., 2002).

Para a relacdo altura/ diametro do caule (RH/DC) ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos analisados, porém foram observados valores nas
faixas de 8,84 a 5,94 menor valor encontrado no tratamento HRC54. Segundo
Carneiro (1995), a RH/DC exprime o equilibrio de desenvolvimento das mudas, pois
conjuga duas importantes caracteristicas em apenas um s6 indice, e quanto menor
for o seu valor, melhor a qualidade da muda e, consequentemente, maior a
capacidade de sobrevivéncia e estabelecimento no local de plantio definitivo.

Os melhores indices foram encontrados para mudas produzidas em
ambiente protegido/ casa de vegetacao aos 30 dias de plantio, indicando que existiu
um equilibrio entre as médias de altura e didmetro do coleto de todos os
tratamentos (Tabela 5). Resultados semelhantes foram encontrados por Dos
Santos et al. (2016) que para Tomate Cereja Pendente Yubi, Santa Amélia e Santa
Adélia encontraram valores maximos de 5,56; 4,37 e 4,48 respectivamente.

A relacdo RHPA/MSPA, segundo Gomes e Paiva (2004), demonstra que,

guanto menor o valor do indice, maior € chance de sobrevivéncia da muda no
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campo, sendo um indicativo do quanto estéo lignificadas as plantas. Nao existiu
diferencas estatisticas entre os tratamentos, somente o tratamento MC apresentou
maior média e diferiu dos demais. Os outros tratamentos se igualaram
estatisticamente e evidenciam a qualidade das mudas produzidas, tendo como o0s
menores valores 41,47, 44,92 e 45,50, assim ndo existindo diferenca de conducao
no ensaio, indicando mudas de qualidade.

A relacdo peso de matéria seca da parte aérea/peso de matéria seca de
raizes (RMSPA/MSR) néo se observou diferenca significativa entre os tratamentos
obtendo médias menores 6,09 e maiores de 10,22. De acordo com Gomes (2001),
normalmente essa relacdo nao € utilizada como um indice para avaliar o padréo de
qualidade das mudas, mas pode ser de grande interesse para predizer o potencial
de sobrevivéncia das mudas no campo, sendo que, quanto menores forem 0s
guocientes obtidos, maior sua capacidade de sobrevivéncia.

Porém, Brissete (1984), citado por Gomes (2001), relata, ap4s um consenso
de pesquisadores, que o indice “2,0” expressa a melhor relacdo entre o peso de
matéria seca da parte aérea e 0 peso de matéria seca do sistema radicular para
plantas arboreas. Por outro lado, o0 aumento desta relacdo indica, geralmente, que
as condicdes de crescimento sdo mais favoraveis.

Diante dos resultados obtidos no ensaio |, de promoc¢é&o de crescimento, foi
possivel observar que de todos os tratamentos, dois se destacaram apresentando
as melhores médias para os parametros de crescimento analisados (B2+T476;
22GI+T476) que revezaram entre as melhores médias nos resultados observados.
Diante disso, sugeriu-se a criagdo de novos consorcios microbianos, tendo esses
dois isolados bacterianos e um flngico como base para 0 ensaio subsequente

(ensaio ).
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Figura 11. Imagem ilustrativa das mudas de tomate cv Santa Cruz, microbiolizadas
com diferentes fontes de inoculos microbianos, em consorcio ou solteiros. D= H20
(n&o inoculado), C= Meio de cultivo MC; B= B2 e A= B2+T476.

¥

3
i

!

Na&o inoculado 1
(H20)
§
{4 i

e ~' -

Inoculado (B2+T476)
o ¥

N
Inoculado (B2+T476)

Figura 12. Imagem ilustrativa do contraste entre os tratamentos H20 (nao
inoculado) e B2+T476 (Bacillus safensis J1.1 + Trichoderma longibrachiatum cepa
T476) em mudas de tomate.
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4.3 Resposta de crescimento de plantas de tomateiro inoculadas com diferentes
combinagdes de isolados microbianos em casa de vegetacao (ensaio Il)

A inoculacdo combinada (B2+22GI+S7 e B2+22GI+A7) em plantas de
tomate em condi¢des de casa de vegetacdo promoveram aumentos significativos
nas variaveis analisadas. Estes efeitos tornam-se mais evidentes, pois 0s
tratamentos inoculados com o consorcio microbiano tiveram um desenvolvimento
superior aos tratamentos controles.

Na (Tabela 6) sdo apresentados os quadrados médios dos contrastes
ortogonais para as variaveis altura da muda total (AMT), matéria seca total (MST),
area foliar (A.F) e volume radicular (V. R). Analisando o contraste (H20) vs (TRAT),
observou-se diferencas significativas para todas as variaveis apresentadas AMT,
MST, A.F e V. R (Tabela X), realcando a diferenca estatistica entre os tratamentos
que obtiveram inoculacdo para a testemunha absoluta (H20). Todos as
combina¢cBes promoveram incrementos significativos quando comparados ao
tratamento controle.

Entretanto, comparado o efeito da aplicagédo do T476 no dia da inoculacéo
ou sete dias antes, foi possivel observar que o isolado T476 aplicado sete dias
antes (B2+22+TS7 e B2+22+TA7) apresentaram melhores quadrados medidos
diferindo estatisticamente para todas as variaveis dos demais tratamentos (Tabelas
6). Com relacdo a éarea foliar, os tratamentos (B2+22+TS7 e B2+22+TA7) se
destacaram, obtendo diferencas estatisticas entre os demais tratamentos. De
acordo com Marenco e Lopes (2005), o maior desenvolvimento foliar em mudas é
desejavel, pois as folhas séo os 6rgdos da planta responsaveis pelos processos de
conversao de energia luminosa em energia quimica (fotossintese). Para a variavel
altura das mudas, as combinacbes (B2+22+TS7, B2+22+TA7 e B2+22GlI)
apresentam os melhores quadrados médios aos seus contrastes, diferindo
estatisticamente dos outros tratamentos. Silva et al. (2008), aplicando B. pumilus,
observaram incrementos na altura das plantas de tomateiro nos estagios iniciais do

desenvolvimento.
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Tabela 6: Valores de quadrado médio para analise de contrastes ortogonais para
avaliacdo de parametros biométricos: Altura da muda total — AMT, Matéria Seca
Total — MST, Area Foliar — AF e Volume Radicular — V. R, em mudas de tomate aos
30 dias de cultivo.

Fontes de Variacéo

Contrastes
AMT MST A. FOLIAR V.R
(H20) vs (TRAT) 1,79*% 4,44 * 6,04 * 2,78 *
(H20) vs (B2+22Gl) 1,42* 3,18 * 2,61 * 1,16
(H20) vs (B2+22+T476) 3,09 1,09 2,10 1,51
H20) vs (B2+22+TA7) 1,79* 3,80 6,53 * 3,16 *
(H20) vs (B2+22+TS7) 1,79* 4,45 9,70 * 2,82 *
(H20) vs (B2+22+TAD) 5,66 1,60 6,16 4,80
(MC) vs (TRAT) 1,89* 1,07 1,89 1,19
(MC) vs (B2+22GlI) 1,49* 0,91 6,06 3,98
(MC) vs (B2+22+T476) 3,44 0,04 3,73 6,19
(MC) vs (B2+22+TA7) 1,87* 1,25 2,94 * 1,77 *
(MC) vs (B2+22+TS7) 1,88* 1,66 5,17 * 1,52 *
(MC) vs (B2+22+TAD) 6,13 0,19 2,94 6,11
(T476) vs (TRAT) 6,35 0,01 4,56 6,00
(T476) vs (B2+22Gl) 6,98 0,06 5,60 7,58
(T476) vs (B2+22+T476) 1,90 0,23 4,70 1,44
(T476) vs (B2+22+TA7) 8,46* 0,17 1,37 1,82
(T476) vs (B2+22+TS7) 8,50* 0,34 3,00 * 1,07
(T476) vs (B2+22+TAD) 1,11 0,06 3,55 4,32

Para o volume do sistema radicular (Tabela 6), as combinag¢des (B2+22+TS7
e B2+22+TA7) responderam positivamente e foram superiores a testemunha em
condicdo de casa de vegetacdo, Jindapunnapat e colaboradores (2013)
investigaram os efeitos de uma formulacdo comercial a base de T. harzianum sobre
M. enterolobii e concluiram que 30 dias apds a inoculagdo de nematoides o fungo
estimulou o crescimento radicular das plantas.

Para oensaioll, os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias dos tratamentos foram submetidas ao teste de Tukey a 1% de
significancia.

Os tratamentos com o consorcio microbiano e a aplicagéo do isolado T476
sete dias antes do plantio diretamente no substrato (B2+22+TS7 e B2+22+TA7)
apresentaram maior massa seca total (MST) das mudas de tomate, diferenciando-
se significativamente do controle (Figura 13). Os tratamentos T476, B2+22 e
B2+22+TAD foram superiores ao tratamento controle (H20) diferenciando todos os

tratamentos que receberam inoculagéo da testemunha. (Figura 13).
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Figura 13. Producdo de matéria seca da parte aérea MSPA, matéria seca da raiz
MSR e matéria seca total MST de mudas de tomate aos 30 dias de cultivo em
ambiente protegido com diferentes consorcios microbianos.

Os valores analisados de matéria seca total corroboram com as de promogao
de crescimento (ensaio |) apresentados anteriormente (Figura 13). Todos os
tratamentos contendo os isolados utilizados (B2, 22Gl e T476) apresentaram
valores significativos de matéria seca total, se comparados com os tratamentos
controles, Araujo e Carvalho (2009) observaram em ensaio conduzido com tomate
cultivar Santa Clara, que o tratamento com Bacillus subtilis influenciou o
crescimento das plantas em variaveis como producdo de biomassa da parte aérea,
quando comparado a testemunha.

Verificou-se ainda que os tratamentos (B2+22+TS7 e B2+22+TA7) tiveram
um incremento de 100% em relacdo ao tratamento controle. Segundo Saharan e
Nehra (2011), a inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento pode
beneficiar as plantas no estagio vegetativo potencializando a emergéncia, vigor,
altura, peso da planta, disponibilizacdo de nutrientes e aumento na clorofila. Por
outro lado, cada cultura, dependendo das necessidades, seleciona o0s
microrganismos através da raiz (exsudatos) e, posteriormente, esses
microrganismos colonizam o solo e tecidos internos da planta (Hallmann et al.,
1997; Hardoim; Van Overbeek; Elsas, 2008).

Na producéo de mudas houve incrementos na area foliar principalmente no
tratamento (B2+22+TS7) com um incremento de 76% em relagdo ao tratamento
controle (Figura 14). Uma area foliar maior permite melhor taxa fotossintética, que
implica em mais fotoassimilados translocados para os 0rgaos em crescimento ou

de reserva nos estadios seguintes (Taiz e Zeiger, 2004).
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Figura 14 — Area foliar de mudas do tomateiro aos 30 dias de plantio cultivadas em
ambiente protegido com diferentes consorcios microbianos.

Este aumento da parte aérea pode estar relacionado com a habilidade da
bactéria estudada em produzir compostos inddlicos. Alguns estudos demonstraram
que Bacillus produtores de auxina trazem beneficios para a parte aérea do
tomateiro, aumentando a altura, calibre e peso fresco de parte aérea de mudas
(Domenech et al., 2006). Barreti, Souza e Pozza (2008), relataram aumento da
altura, area foliar, numero de folhas e peso da matéria fresca e seca, tanto da parte
aérea quanto da raiz de plantas inoculadas com Bacillus cereus.

Para os tratamentos inoculados, o aumento no crescimento da altura das
mudas foi estatisticamente significativo quando comparados ao tratamento
controle, tendo um incremento de 25%.Esses resultados indicam o efeito benéfico
no crescimento das mudas de tomate (Figura 15). Isolados de Bacillus subtilis
também apresentaram respostas positivas para o crescimento das plantas de

milho, bem como para o acumulo de nitrogénio (Aquino et al., 2019).
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Figura 15 — Altura das mudas de tomateiro aos 30 dias de plantio cultivadas em
ambiente protegido com diferentes consorcios microbianos.
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Assim como no presente trabalho, os autores Esquivel-Cote et al. (2017), ao
realizar experimento com o tomate da variedade Juanita, avaliando o crescimento
aos 71 DDS (Dias depois da semeadura), constataram que as estipes de
Azospirillum sp., Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense apresentaram
crescimento superior em relacdo ao tratamento ndo inoculado.

Quanto ao volume radicular, os maiores valores (Figura 16) encontrados
foram para os tratamentos (B2+22+TS7, B2+22+TA7 e T476) diferenciando do
tratamento controle, com um incremento de até 63%. De acordo com Kilian et al.
(2000) a bactéria do género bacillus sdo capazes de colonizar as raizes das
plantas, formando um biofilme ao redor da raiz, podendo produzir metabdlitos que
estimulam os fitormdnios vegetais e a solubilizacdo e mobilizacdo de nutrientes no
solo, induzindo o crescimento das raizes e promovendo o melhor desenvolvimento

de plantas.
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Figura 16. Volume radicular de mudas de tomateiro aos 30 dias de plantio
cultivadas em ambiente protegido com diferentes consdrcios microbianos.

Com o estimulo ao crescimento radicular, a planta consegue aumentar sua
capacidade de absorcao, melhorando o aproveitamento dos nutrientes do solo, sua
nutricdo e diminuindo as perdas de nutrientes por lixiviacdo, como, por exemplo, no
caso do nitrogénio, ou por adsorcédo, como no caso do fésforo. Violante e Portugal
(2007) obtiveram uma melhora do sistema radicular de plantas de tomate com a
inoculacao de B. subtilis, sendo que o comprimento da raiz chegou a um aumento
de 15% e a massa das raizes aumentaram até 26%.

Segundo Contreras-Cornejo et al. (2009), a aplicacado de Trichoderma tem
proporcionado além de aumentos na porcentagem e precocidade de germinacgéao,
assim como no peso de matéria seca, na altura das plantulas e no desenvolvimento

das raizes laterais.
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Com relacdo ao diametro do caule das mudas, foi observado diferenca
estatistica entre os tratamentos, tendo a melhor média para a combinacao
(B2+22+TS7) com incremento de 20% em relacdo a testemunha, seguido de (T476,
B2+22+TA7 e B2+22+TAD). Somente o tratamento (B2+22) se igualou a
testemunha absoluta (H20) e meio de cultivo (MC), assim diferenciando dos
demais tratamentos (Figura 17).

O didmetro de colo reflete em parte o estadio de vigorosidade e tem relagédo
bem mais especifica do que a sustentacdo vegetal, sobretudo a eficiéncia na

translocacao de foto assimilados raiz-parte aérea.
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Figura 17. Diametro do caule de mudas de tomateiro aos 30 dias de
plantiocultivadas em ambiente protegido com diferentes consércios microbianos.

Todavia, € importante admitir a escolha de cultivares, tipos de tratamentos e
utilizagdo de microrganismos que influenciem no didmetro do colo mais espesso, 0
gue podera implicar no vigor geral da planta e sua capacidade produtiva (Costa et
al., 2013).

Para o indice SPAD aos 30 dias, observa-se que os maiores valores obtidos
foram com os tratamentos (T476, B2+22+TA7 e B2+22+TS7), com 0s respectivos
valores 23,78, 22,90 e 23,84 SPAD, superando significativamente os demais
tratamentos avaliados. Para Roesch et al. (2006), as BPCV se tornam ineficientes
gquando submetidas a altas doses de N durante o0s primeiros estagios de
crescimento. No entanto, na auséncia total de adubacao nitrogenada, como é o

caso do presente estudo, pode ter estimulado a FBN da atmosfera.
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Figura 18 — indice SPAD de mudas de tomateiro aos 30 dias de plantio cultivadas
em ambiente protegido com diferentes consoércios microbianos.

No entanto, o tratamento B2+22+TS7 apresentou um aumento em relagcéo
aos demais tratamentos, sendo de 61%, seguido. Quadros (2009) observou em
estudo realizado durante o estagio vegetativo do milho inoculado com A. brasilense,
aumento de 7% no indice SPAD quando comparado ao tratamento sem inoculacao.

Os indices de qualidade das mudas variaram de 0,04 (H20) a 0,10 (B2+22,
B2+22+TA7 e B2+22+TS7) (Tabela 7) e apresentaram respostas distintas entre si,
sendo que os tratamentos que tiveram a inoculacdo do isolado T476 diretamente
no substrato sete dias antes (B2+22+TA7 e B2+22+TS7) apresentaram as
melhores médias, junto com B2+22 inoculado diretamente na semente, obtendo os
maiores valores de 1QD. Por outro lado, o a testemunha absoluta (H20)
proporcionou o0 menor desempenho das mudas, diferindo aos demais tratamentos
(Tabela 7). Gomes e Paiva (2004) relatam que, quanto maior o valor do IQD, melhor
sera o padréo de qualidade das mudas.

O indice de qualidade de Dickson é um bom indicador da qualidade das
mudas pois € considerado o vigor e o equilibrio da distribuicdo da biomassa na
muda (Azevedo et al., 2010).

Da silva et al. (2012), trabalhando com a Influéncia de casca de arroz
carbonizada em diferentes substratos na qualidade de mudas de tomateiro,

apresentaram valores inferiores aos encontrados nesse estudo.
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Tabela 7:- Valores obtidos aos 30 dias de plantio de mudas de “Tomateiro cv Santa
Cruz” produzidas em viveiro com diferentes consaércios microbianos: IQD (indice de
qualidade de Dickson), RH/DC (relacdo entre altura e diametro do coleto),
RHPA/MSR (relacdo entre a altura da parte aérea e matéria seca das raizes) e
RMSPA/, MSR (relacéo entre a matéria seca da parte aérea e matéria seca da raiz).

TRATAMENTOS IQD RH/DC RHPA/MSPA RMSPA/MSR

H20 0,04 B 10,68 A 102,40 A 4,68 A

MC 0,07 AB 11,68 A 63,40 A 6,78 A

T476 0,08 AB 12,60 A 44,35 A 7,48 A
B2+22 0,10A 13,95 A 43,68 A 6,15A
B2+22+T476 0,07 AB 12,90 A 47,20 A 340 A
B2+22+TA7 0,10 A 15,40 A 42,20 A 4,00 A
B2+22+TS7 0,10A 13,93 A 44,30 A 6,70 A
B2+22+TAD 0,08 AB 12,70 A 41,90 A 3,80 A
Cv 1,81 9,75 25,55 28,36

A relacéo altura/diametro do colo aos 30 dias, quando as mudas possuem
idade para serem transplantadas, ndo apresentou diferencas estatisticas
significativas. Esta relacdo determina o crescimento adequado das mudas, com
aumento proporcional entre altura e colo, ou seja, 0 aumento da altura da plantula
foi acompanhado do aumento da espessura do colo, nao caracterizando
estiolamento delas, nos recipientes e ou substratos. Todas as mudas apresentaram
capacidade de sobrevivéncia quando transplantadas definitivamente no campo.

A relacdo entre altura da parte aérea e matéria seca da parte aérea, assim
como a relacdo entre a matéria seca da parte aérea e radicular, ndo apresentaram
diferencas significativas para os distintos tratamentos. Porém, quanto menores sao
os valores dessas relacdes, melhor é.

Os tratamentos B2+22GI+S7 e B2+22GI+A7 com a inoculacdo sete dias
antes do isolado fungico T476 dos isolados B2+22GI+S7 e B2+22GI+A7 foram os
que apresentaram resultados mais promissores na promoc¢ao de crescimento de
plantas de tomate, aumentando e acelerando a germinacdo (dados néao
apresentados), obtendo um acumulo total de biomassa expressivo dessas plantas
em casa de vegetacdo. Isso significa um avanco na busca de tecnologias para
inoculagcdo combinada de bactérias+ fungo.

Esses resultados obtidos indicam que os tratamentos a base de uma
inoculacdo combinada, com a inoculacdo do isolado fungico T476 antes de sete
dias do plantio diretamente no substrato é capaz de colonizar e influenciar nos

estagios iniciais das plantas de tomateiro.



53

Figura 19. Imagem ilustrativa da diferenca do comprimento e volume radicular de
plantas inoculadas e ndo inoculadas com o consorcio microbiano. H20 = A; B2+22=
B; B2+22+T476=C; B2+22+TS7=D.

Figura 20, Imagem ilustrativa da diferenca do comprimento da parte aérea de
plantas inoculadas e ndo inoculadas com consércio microbiano. H20= D; B2+22=
C; B2+22+T476=B; B2+22+TS7=A.
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4.4 Contagem do numero de células das estirpes inoculadas pela técnica do

Numero Mais Provavel (NMP) e Unidade Formadora de Colbnias (UFC)

A técnica do NMP foi usada para a identificagdo da ocorréncia de bactérias
diazotroficas dentro dos tecidos das mudas de tomateiro cultivar Santa Cruz e
confirmar a possivel presenca dos isolados inoculados nas mudas em meio JNFb.
Para isso, foi comparado o valor do NMP encontrado no tecido das mudas
inoculadas com o consércio microbiano e o NMP encontrado no controle (Figura
X).

O valor encontrado do NMP de cada um dos isolados foi em uma diluicdo
maior que aquele obtido para o controle. Exceto para as mudas dos tratamentos
T476 e B2+22+TAD que apresentaram valor igual de diluicho comparada ao
controle.

Analise de dados pelo NMP mostram que houve diferenca significativa na
contagem da populagdo de bactérias diazotroficas endofiticas nos diferentes
tratamentos apos 30 dias de inoculacdo (Figura 21). A concentragdo de células de
bactérias diazotréficas variou entre 108 até 10%°. Os tratamentos com valores dentro
da diluicdo 10710 foram: B2+22+T476, B2+22+TA7 e B2+22+TS7.

Estudos realizados por Perin (2003) sobre a colonizagdo de G.
diazotrophicus em variedades de cana-de-agucar encontraram uma populacédo da
referida bactéria em torno de 10° e 10° células g de plantulas de 30 a 88 dias apés

o plantio.
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Figura 21. Namero mais provavel NMP de células bactérias utilizando meio JNFb
em raiz lavada de mudas tomate, para quantificacdo dos isolados bacterianos.

Na (Figura 21) pode-se observar que o numero de bactérias nos tratamentos
inoculado somente com os isolados bactérias e com o consorcio (bactéria- fungo)

foram maiores que o tratamento n&o inoculado, resultados esses que corroboram
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com os encontrados por Silva (2009). A autora mostrou que a mistura das estirpes
proporcionou uma colonizacéo ao redor de 3x10° g de massa fresca para a estirpe
no momento da inoculagéo com ligeiro crescimento atingindo um valor populacional
ao redor de 108 g* massa fresca aos 30 dias.

Nos tratamentos onde ndo houve inoculacdo de bactérias, controle (H20) e
meio de cultivo (MC), houve a presenca de bactérias diazotroficas, provavelmente,
devido a contaminacgédo natural dos tecidos por outros microrganismos diazotroficos
capazes de sobreviver em outros ambientes que ndo endofiticos, como no solo, o0s
quais pode-se chamar de microbiota nativa. A presenca de microrganismos em
tecidos de plantas ndo inoculadas € comum, ja que 0s meios utilizados na técnica
do NMP néo séo seletivos para os isolados utilizados, mas semisseletivos, podendo
detectar a presenca de outros microrganismos diazotroficos Canuto (2003).

No entanto, nas condicdes avaliadas, a aplicacdo conjunta de bactérias +
fungo estimulou o crescimento da populacéo de bactérias inoculadas nas plantulas
de tomate, obtendo resultados superiores em relagdo as demais tratamentos
(Figura 22).
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Figura 22. Namero mais provavel NMP de células bactérias utilizando meio JNFb
na regido do colo de mudas tomate, para quantificacéo dos isolados bacterianos.

O valor encontrado do NMP para regido do colo acompanhou os resultados
obtidos no NMP para regido da raiz, tendo as melhores médias nos tratamentos
(B2+22+T476, B2+22+TA7 e B2+22+TS7), chegando na casa logaritmica de 10°.

A inoculagdo com (B2+22+T476, B2+22GI+TA7 e B2+22GI+TS7), nos
tratamentos promoveu incremento de duas unidades logaritmicas em relacdo as
mudas controle. Assim, a inoculagédo mostra-se viavel para bactérias diazotroficas
nas plantas de tomate, o que garante a sobrevivéncia dessas bactérias, no
recobrimento, até a emissdo das raizes pelas plantas, como observado por
Conceicéo et al., (2008).



56

A estimativa da densidade populacional de microrganismos foi determinada
utilizando o método de contagem por unidades formadoras de col6nias, e os valores
expressos em log10. g* de raiz fresca. Para a contagem de bactérias foi utilizado
o meio NB (Nutrient Broth) sélido.

Apoés a contagem das bactérias no meio NB solido, foi observado maior
namero de células bacterianas nos tratamentos no qual houve uma inoculagcéo
conjunta de bactéria + fungo, corroborando com os resultados anteriores do NMP.

Os resultados obtidos indicam a influéncia do consorcio microbiano na
manutencao e aumento das células bactérias inoculadas nas sementes e substrato
das mudas de tomate. O isolado T476 influenciou positivamente na sobrevivéncia
das bactérias no sistema solo-planta-raiz. As andlises revelaram diferenca
significativa na sobrevivéncia das bactérias quando co-inoculadas com o isolado
T476. Além disso, em todos os meios de cultivos utilizados para isolamento e
contagem das bactérias, houve o crescimento do T476 quando co-inoculado com

bactérias, demonstrando persisténcia de associacao fungo-bactéria.

Tabela 8: Estimativa da comunidade bacteriana associada a raizes de mudas de
tomates inoculadas e nao inoculadas, e expressa por unidades formadoras de
col6nias UFC.

Tratamentos-Raiz Unidade Formadoras de Colénias - UFC Diversidade
Lavada RL
T1 4.4 x 107 4
T2 2,3x 108 3
T3 2,6 x 107 2
T4 3,7 x108 2
T5 5,0 x 108 2
T6 3,2 x 108 2
T7 2,5 x 107 3
T8 2,6 x 107 3

Seneviratne e Jayasinghearachchi (2003) observaram que tratamentos com
exsudados de fungos do solo aumentou significativamente a UFC de
Bradyrhizobium elkani SEMIA 5019. Utilizando dois fungos sapréfitos, sendo um
desses pertencentes ao género Trichoderma como em nosso estudo, Rudnick et
al., (2015) relataram que parte das bactérias do solo foram capazes de colonizar as
hifas dos fungos e obterem alimentos através dessas, convertendo em biomassa
bacteriana.

A presenca de T. longibrachiatum aumentou significativamente a

sobrevivéncia das bactérias até os 30 dias de cultivo (Figura 21 e 21 e Tabela 8).
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Quando co-inoculadas com o fungo, foi possivel a detec¢do bacteriana na casa
logaritmica acima de 10> tanto para UFC quanto para NMP. A sobrevivéncia de
bactérias no curso do tempo é fundamental para o sucesso dos inoculantes. Acea
et al., (1988) reportaram o declinio das populacdes bacterianas de géneros distintos
com o tempo em solo natural e esterilizado. A baixa sobrevivéncia das células
bacterianas nao foi associada a presenca de toxinas ou a escassez de alimentos
no solo, e sim pela competitividade da comunidade microbiana nativa.

As interagfes mutualisticas em formas de biofilmes estruturados entre
bactérias e fungos pode ser uma estratégia plausivel para o desenvolvimento e uso
de inoculantes mistos.

Nos tratamentos que tiveram a presenca dos isolados utilizados no ensaio
foi possivel observar menor diversidade em relacao ao tratamento controle (H20),
porém ao final da avaliacdo das unidades formadoras de colénias UFC foi

observada a presenca dos isolados inoculados no inicio do ensaio.

4.5 Atividade microbiana no solo — FDA

A atividade microbiana total (concentracao de fluoresceina) foi analisada em
9 substrato oriundos dos tratamentos utilizados no ensaio Il de promoc¢édo de
crescimento e um como controle absoluto (substrato autoclado). A atividade de
hidrolise variou amplamente nesses solos. Nos solos inoculados com o consércio
microbiano (Bactéria + Fungo) foram os tratamentos que apresentaram maior
atividade microbiolégica. Esses tratamentos apresentaram 4.405 e 4.556mg FDA

hidrolisada / 60min 1g* de solo, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23. Atividade microbiana do solo — FDA, através da degradacdo da
Fluoresceina/g em substrato de mudas de tomate aos 30 dias de cultivo.
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Dentre os tratamentos analisados houve diferenca estatistica, tendo as
maiores atividades os tratamentos (B+22+TA7 e B2+22+TS7). A atividade
microbiolégica foi maior no tratamento com a inoculagcdo combinada,
provavelmente por este apresentar maior sobrevivéncia dos isolados durante os 30
dias de cultivo. Ressalta-se que o tratamento com espécies nativas (solo néo
autoclavado) apresentou uma atividade microbiana superior ao tratamento
(B2+22+TAD), e isso se deve a biodiversidade maior presente nesse tratamento.

A hidrélise do FDA aumentou com a adi¢do do fungo no substrato. Estudos
anteriores mostraram que todos os fungos investigados Medzon e Brady (1977) e
Soderstrém (1969), a maioria das bactérias Lundgren (1981) e alguns protozodrios
e algas exibem atividade hidrolitica FDA. A capacidade de hidrolisar FDA, portanto
parece generalizado, especialmente entre 0s principais decompositores-bactérias

e fungos.

4.6 Estimativa do conteudo de proteinas soluveis, lipidios e carboidrato total em

plantas de tomate aos 30 dias de cultivo em ambiente protegido

O conteudo de proteinas soluveis em folhas de tomate ndo obteve diferenca
significativa entre os tratamentos. O maior teor encontrado foi para o tratamento
B2+22 de 1,001 de proteina/g MS em tampdo Tris-HCI. As proteinas sao
encontradas em todas as partes da célula vegetal e sdo fundamentais sob todos os
aspectos estruturais e funcionais da célula (BRAY, 2000).

Os valores do teor de lipidios totais dos tratamentos B22+22, B2+22+T476 e
B2+22+TS7 foram superiores aos demais tratamentos evidenciando um incremento
de 103% em relacdo a testemunha, mostrando-se ligeiramente superior aos
mesmos. Resultados encontrados nesse trabalho vao de acordo com os de Gondim
et al. (2005) e Souza et al. (2007) que também encontraram valores inferiores a 1%

de lipidios em talos e cascas de vegetais analisados.
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Figura 24. Estimativa do contetdo de proteinas, lipidios e carboidrato total das

mudas de tomate aos 30 dias de cultivo

Analisando os teores de acUcares totais (carboidrato), observa-se que 0s
tratamentos contendo a inoculacdo combinada das bactérias apresentaram junto
com os tratamentos englobando o consoércio microbiano as melhores médias,
diferindo estatisticamente dos tratamentos T476, MC e H20. Ruiz et al. (2001)
relataram incremento dos teores foliares de carboidratos solUveis até os 36 dias em

laranjeira 'Washington Navel' [C.sinensis(L.) Osbeck], com posterior redugéo até os

90 dias.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Os resultados obtidos possibilitam concluir que todos os isolados
bacterianos utilizados apresentaram uma alta compatibilidade com o T.
longibrachiatum UENF-F467.

A interacdo mutualistica entre os isolados bacterianos o fungo T.
longibrachiatum UENF-F467 revelaram um importante papel do consorcio
microbiano na promocéao de crescimento de plantas de tomate.

A interacdo mutua entre os isolados bacterianos e o fungo saprotréfico T.
longibrachiatum UENF-F467 aumentou a aptidao ecoldgica da bactéria juntamente
com o potencial benéfico para o crescimento da planta. Uma combinacéo adequada
e entrega de bactéria-fungo benéficos compativeis representam um caminho aberto
para o enriguecimento bioldgico de tecnologias de substratos vegetais em sistemas
agricolas.

A interagdo mutua entre a bactéria colonizadora de micosferae o fungo
saprotréfico T. longibrachiatum UENF-F467 aumentou todos o0s parametros
analisados das plantas de tomate, evidenciando potencial benéfico para o
crescimento da planta.

O consorcio adequado de bactéria-fungo benéficos compativeis representa um

caminho aberto para uma producgdo sustentavel.
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