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RESUMO

As bactérias sdo microrganismos capazes de proporcionar o desenvolvimento de vegetais a
partir da disponibilizacdo de nutrientes e metabdlitos, sendo importantes para a agricultura
sustentavel. A cultura do morango ocupa no Brasil uma area superior a 4300 hectares, e esta
producdo demanda da utilizacdo de uma grande quantidade de insumos quimicos. O
objetivo deste estudo é avaliar a capacidade de promocdo de crescimento de bactérias
selecionadas, e ap6s as inocular em diferentes combina¢fes em mudas de morango
avaliando seus efeitos benéficos. Também € pretendido analisar a contribuicéo das bactérias
para a reducdo do requerimento total de adubacdo no morangueiro. Os microrganismos
utilizados neste estudo foram Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium e Brevibacillus
sp. Foram realizados testes in vitro para evidenciar o fornecimento de nutrientes (N, P, K e
Ca), siderdforos e acido indol- acético (IAA). O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com a inoculacdo das
bactérias em mudas de morango de forma isolada, em pares e tripla, onde também foi feita
a adubacdo com 30% de N e P. Os controles foram plantas ndo inoculadas adubadas com
100% e 30% da demanda de N e P. Ao final do experimento (138 dias) foram realizadas
pesagens e medidas a respeito do comprimento, matéria fresca e seca das raizes, parte aérea
e do total das mudas. Foi visto que 0s microrganismos apresentaram resultados positivos
em todos os aspectos analisados para a disponibilizacdo de nutrientes e sintese de 1AA,
entretanto ndo foi constatada a producéo de sideroforos. Os resultados apontaram que 0s
morangueiros responderam de maneira positiva a inoculagdo. De modo geral, a maioria dos
tratamentos obteve rendimentos superiores ao controle adubado a 30% sem inoculacéo e
semelhantes ao controle ndo inoculado com 100% de adubacdo. Foi visto que os indculos
proporcionaram o desenvolvimento da coroa, crescimento radicular e acimulo da biomassa.
Desta maneira, o intermédio dos microrganismos permite a reducdo na demanda da
adubacdo para 0 morangueiro em até 70% do total, pois sua utilizagdo conduz o
desenvolvimento da planta em rendimentos equiparaveis a adubacdo completa.

Palavras-chave: Agricultura Sustentavel. Consorcio Microbiano. Screening Metabolico.
Interacdo Planta x Microrganismo.



ABSTRACT

Bacteria are microorganisms capable of providing the development of vegetables from the
availability of nutrients and metabolites, being important for sustainable agriculture.
Strawberry cultivation occupies an area of more than 4300 hectares in Brazil, and this
production demands the use of a large amount of chemical inputs. The objective of this
study is to evaluate the growth promotion capacity of selected bacteria, and after inoculating
them in different combinations in strawberry seedlings, evaluating their beneficial effects.
It is also intended to analyze the contribution of bacteria to the reduction of the total
fertilizer requirement in the strawberry. The microorganisms used in this study were
Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium and Brevibacillus sp. In vitro tests were
carried out to evidence the supply of nutrients (N, P, K and Ca), siderophores and indole
acetic acid (IAA). The experiment was carried out in a greenhouse in a completely
randomized design (CRD), with the inoculation of bacteria in strawberry seedlings in
isolation, in pairs and in triples, where fertilization with 30% of N and P was also carried
out. controls were non-inoculated plants fertilized with 100% and 30% of N and P demand.
At the end of the experiment (138 days) weights and measurements were carried out
regarding the length, fresh and dry matter of the roots, shoots and the total of the seedlings.
It was seen that the microorganisms showed positive results in all aspects analyzed for the
availability of nutrients and synthesis of IAA, however the production of siderophores was
not observed. The results showed that the strawberry plants responded positively to
inoculation. In general, most treatments obtained higher yields than the control fertilized at
30% without inoculation and similar to the control without inoculation with 100%
fertilization. It was seen that the inoculum provided the crown development, root growth
and biomass accumulation. In this way, the intermediary of microorganisms allows a
reduction in fertilizer demand for the strawberry by up to 70% of the total, as its use leads
to the development of the plant in yields comparable to complete fertilization.

Key-words: Sustainable Agriculture. Microbial Consortium. Metabolic Screening. Plant x
Microorganism Interaction.
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PARTE 1
1. INTRODUCAO E VISAO GERAL DO ESTUDO

As bactérias sdo microrganismos esséncias para 0s sistemas bioldgicos
(COELHO et al., 2007), e muitas vezes sdo relatadas como promotoras de crescimento
em plantas (BPCPs) (GOMES et al., 2016). Elas possuem diversos mecanismos de a¢ao
diretos e indiretos que favorecem o crescimento da planta, entre eles: a fixagéo bioldgica
de nitrogénio (FRANCHE et al., 2009), solubilizacdo de fosfato, calcio e potassio
(BILLAH et al., 2019), producdo de auxinas e outros fitohorménios (ASGHAR et al.
2002), producdo de sideréforos (ALEXANDER e ZUBERER, 1991), sintese de
antibidticos e metabdlitos secundarios (TYC et al., 2017), a tolerancia a estresses
ambientais como a seca (MARULANDA et al., 2009) e baixa fertilidade do solo
(ZAHEER et al., 2016).

A interacdo mutualistica entre plantas e microrganismos representa uma
alternativa ecologicamente viavel que concilia a producdo agricola e sustentabilidade
ambiental, reduzindo a dependéncia a insumos quimicos (CHANDRAN et al., 2021).
Isto tem sido muito explorado na agricultura como um recurso biotecnoldgico na
producdo de bioinoculantes (MENDES et al., 2013; GOMES et al., 2016), que por
definicdo sdo produtos formulados a partir de microrganismos vivos e que tem
propriedades biofertilizantes e biopesticidas (VESSEY, 2003; FUENTES-RAMIREZ e
CABALLERO-MELLADO, 2005; EL-YAZEID et al., 2007).

Os mecanismos de acdo dos bioinoculantes podem variar dependendo da
combinacdo ou estirpe dos microrganismos que o compde, desta forma expressando
resultados significativos em tratamentos de co-cultivos e consorcios (KNOTH et al.,
2013; ZAYADAN et al., 2014; ROTARU, 2018; ARORA et al., 2020). Os inoculantes
microbianos podem ser aplicados em sementes, solo ou na superficie foliar,
subsequentemente ocorre a colonizacao dos tecidos vegetais e a proliferacdo das células,
as quais beneficiam o desenvolvimento vegetal (MOHAMMADI e SOHRABI, 2012).

O morangueiro (Fragaria x ananassa, Duch.) é uma cultura de frutas vermelhas
pertencente a familia de plantas Rosaceae, se enquadra no género Fragaria L., sendo
um hibrido resultante do cruzamento das espécies nativas Fragaria chiloensis Mill e
Fragaria virginiana Duch. (KALKMAN, 1993; ANTUNES et al., 2016; SHARMA et

al., 2019b). Devido as suas caracteristicas nutracéuticas e organolépticas, o pseudofruto
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do morango apresenta caracteristicas que o tornam inconfundivel (TACO, 2011), as quais
também contribuem para seu consumo seja in natura ou como ingrediente em receitas de doces
e laticinios (CASTRICI et al., 2017).

Além disso o morango é uma espécie cultivada globalmente. A soma da area mundial
beneficiada com a cultura equivale a aproximadamente 372 mil hectares, de onde foram
colhidas mais de 8 milhGes de toneladas segundo dados recentes (FAOSTAT, 2018). Dos paises
produtores a China destaca-se como lider da producéo, seguida pelos Estados Unidos e México
(FAOSTAT, 2018a). Ja em relacdo a produtividade nacional é evidenciado que no Brasil a
producéo ultrapassou 165 mil toneladas (ANTUNES et al., 2021), sendo os estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul os maiores contribuintes (FAGHERAZZI et al, 2017).

A prética da agricultura organica enfatiza 0 manejo da cultura mediada a partir de
processos naturais (MERIDA, 2020). Estes processos podem ser interpretados como relacdes
ecoldgicas que acontecem constantemente entre as plantas e o solo, sobretudo daqueles sob a
influéncia da rizosfera, uma regido onde os exsudados radiculares beneficiam nas dindmicas
das comunidades de microrganismos, proporcionando um hotspot para sua diversidade.
(BOWEN e ROVIRA, 1999; BAKKER et al. 2013). A microbiota deste ambiente rizosférico
tem uma grande afinidade em interagir de forma benéfica com as plantas, condicionando seu
metabolismo e auxiliando na obtencdo e nutrientes exercendo comportamentos simbidticos,
sejam endofiticos ou em vida livre (KASCHUK e HUNGRIA, 2017; AFZAL et al., 2019).

Sendo assim, € evidente como 0s microrganismos podem favorecer uma producdo
agricola mais sustentavel e ambientalmente favoravel. Novas estratégias e tecnologias de
inoculantes estdo sendo constantemente fomentadas a partir do refinamento de processos
laboratoriais e da identificacdo e melhoramento de estirpes, e dessa forma, contribuindo como
uma alternativa viavel para o futuro da agricultura mundial (QIU et al., 2019; VASSIELEVA
etal., 2021).

O objetivo principal do trabalho consiste em analisar as caracteristicas metabdlicas de
microrganismos selecionados relacionadas a promocdo de crescimento como a fixacéo
biologica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e sintese de auxinas, associando sua

efetividade quando inoculados singularmente e em co-cultivo sob 0 morangueiro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Solo como habitat e Microrganismos Promotores do Desenvolvimento Vegetal

Os solos sd@o sistemas complexos e fundamentais para a vida. Nele funcgdes
suporte para a vida sdo exercidas como o fornecimento de superficies férteis (base para
aagricultura e economia), protecao contra a eroséo, protecao de corpos hidricos potaveis
e manutencdo da biodiversidade (SCHLOTER et al, 2018). Em defini¢do o solo é um
sistema dinamico e biologico, é constituido de agregados estruturados em diferentes
granulometrias que junto a matéria organica e agua representam um suporte fisico para
o0 desenvolvimento da biota (CARDOSO e ANDREOTE, 2016). Ele é organizado de
maneira heterogénea e descontinua e isto faz com que ocorram gradientes na
disponibilidade de nutrientes e consequentemente hotspots para a diversidade
microbiana (BOWEN e ROVIRA, 1999; BAKKER et al. 2013).

Os microrganismos do solo compdem um grupo amplamente diverso e
abundante. E reportado que em 1g de solo possa conter 1 bilhdo de células bacterianas
distribuidas em 10 mil espécies (ROESCH et al., 2007; WAGG et al. 2014). De maneira
fundamental, a microbiota do solo desempenha papéis chave a manutencdo dos
ecossistemas como ciclagem de nutrientes, reducdo de patdégenos e a manutencdo e
estruturacdo do solo (FILIP, 2002; KURAMAE et al, 2012). A figura 1 apresenta a

distribuicéo da biota no solo em nimeros.
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Figura 1: Diversidade do Solo em NUmeros
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Fonte: EUROPEAN SOIL DATA CENTRE (ESDAC). Disponivel em:
https://esdac.jrc.ec.europa.eu/themes/soil-biodiversity#tabs-0-resources by type=0.

De acordo com Kuramae e colaboradores (2012) as caracteristicas do solo sdo mais
fortemente influenciadas pela biota (em maior significancia os microrganismos) do que pelo
préprio manejo. Pardmetros como o balanco entre carbono e nitrogénio, pH e concentracao de
fosfato séo os fatores que mais influenciam para a composicdo da microbiota, 0s quais
independem da cobertura vegetal e das praticas de uso do solo. Desta maneira, 0s pesquisadores
constatam uma dupla abordagem para compreender primeiramente as condi¢des que dirigem a
comunidade microbiana do solo, e posteriormente, como a incidéncia de grupos bacterianos
especificos podem indicar a sua qualidade.

Como dito anteriormente, o solo € um sistema complexo e nele acontecem diversas
interacOes ecoldgicas. A porgdo com maior incidéncia dessas dindmicas é conhecida como
rizosfera (PHILIPPOT et al., 2013; BALESTRINI et al., 2015). Este termo foi proposto por
Lorentz Hiltner em 1904 para classificar os hotspots de diversidade microbiana sob influéncia
dos exsudados radiculares, além disso, esta regido é fundamental para compreenséo das relaces
sinérgicas e patogénicas entre plantas e microrganismos (KOO et al., 2005). Rasmann e
Turlings (2016) demonstraram que a natureza quimica destes exuldados é capaz de recrutar
diferentes grupos de microrganismos, entre eles fungos micorrizicos arbusculares (atraidos por
estringolactonas) e bactérias noduladoras (atraidas por acidos hidroxiaminicos).

Berendsen et al., (2012) constataram a existéncia de cerca de cem bilhdes de células

microbianas associadas por grama de raiz. Segundo os autores, esta correlacdo intima


https://esdac.jrc.ec.europa.eu/themes/soil-biodiversity#tabs-0-resources_by_type=0

caracteriza o microbioma do vegetal (conjunto de microrganismos, Seus recursos
genéticos e moleculares associados as plantas). Desta forma, as interacBes e
compatibilizacdo de funcdes no complexo planta X microrganismo, consequentemente
resulta no estabelecimento de um superorganismo, ja que o mutualismo exercido se
torna em grande parte fundamental para a sobrevivéncia de ambos (MENDES et al.,
2011).

A microbiota do ambiente rizosférico interage de forma benéfica com as plantas,
exercendo comportamentos simbiéticos, endofiticos, associativos e em vida livre
(KASCHUK e HUNGRIA, 2017; AFZAL etal., 2019). Desta maneira, elas condicionam
a modulacdo do metabolismo vegetal enquanto auxiliam na mobilizacdo de nutrientes.
As bactérias sdo microrganismos excepcionais em fomentar o desenvolvimento vegetal
(COELHO et al., 2007), e muitas vezes sdo relatadas como bactérias promotoras de
crescimento em plantas (BPCPs) (GOMES et al., 2016).

Segundo Glick (2018) a interacdo entre plantas e bactérias tem origem de 80 a
100 milhdes de anos atrds. As bactérias possuem diversos mecanismos de acdo
promovendo a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FRANCHE et al., 2009), solubilizacéo
de fosfato (BILLAH et al., 2019), producdo de auxinas e outros fitohormdnios
(ASGHAR et al., 2002), producdo de sider6foros (ALEXANDER e ZUBERER, 1991),
sintese de antibidticos e metabdlitos secundarios (TYC et al., 2017), a tolerancia a
estresses ambientais, como a seca (MARULANDA et al., 2009) e baixa fertilidade do
solo (ZAHEER et al., 2016).

Bender et al., (2016), propuseram que a engenharia da biodiversidade do solo
seria um caminho para uma agricultura mais sustentavel no futuro. Neste trabalho, os
autores indicam que mesmo que grande parte da microbiota do solo tenha funcbes
ecologicas redundantes, ao final a composicdo das espécies em um ambiente é relativa
a sua estabilidade e também pela melhoria dos processos naturais que regem sua
qualidade. Também é indicado pelos autores que a engenharia da comunidade de
microrganismos do solo pode proporcionar a regeneracdo de sistemas agricolas
degradados. A biodiversidade do solo é algo muito importante pois a heterogeneidade
dos microrganismos possibilita uma maior cobertura perante a variagdes ambientais
imprevistas, dessa forma a resiliéncia de certos microrganismos pode assegurar a
resisténcia e sustentabilidade do ambiente como um todo (LUKAC, 2017; BARDGETT
e CARUSO, 2020).

13
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Raklami et al. (2019) demostraram a aplicabilidade dos microrganismos na promogao
de crescimento em feijdo-fava (Vicia faba) e trigo (Triticum durum). No experimento
conduzido, os efeitos da inoculacdo de BCPs (Acinetobacter sp e Rahnella aquatilis),
rizobacterias (Ensifer meliloti, duas estirpes) e fungos micorrizicos arbusculares (Glomus sp.,
Sclerocystis sp. e Acaulospora sp.) foram testados em campo, onde a inoculagdo tripla desses
trés grupos apresentou os melhores resultados. Parametros de crescimento foram incrementados
em grandes proporcdes. Para o feijdo-fava observou-se o aumento no nimero de ramos (130%),
da matéria seca da raiz (200%) e no nuamero de folhas (78%). No trigo foi constatado o
incremento no numero de ramos (293%), na matéria seca da raiz (258%) e na quantidade de
folhas em (87%). A anélise mineral também evidenciou o incremento de elementos como N,
Ca, P, Na e K nos tecidos vegetais.

O carater mutualistico entre plantas e microrganismos representa uma alternativa
ecologicamente viavel que concilia a producdo agricola e sustentabilidade ambiental. Isto tem
sido muito explorado na agricultura como um recurso biotecnoldgico na producdo de
bioinoculantes (MENDES et al., 2013; GOMES et al., 2016), que por definicdo sdo produtos
formulados a partir de microrganismos vivos e que tem propriedades biofertilizantes e
biopesticidas (VESSEY, 2003; FUENTES-RAMIREZ e CABALLERO-MELLADO, 2005; EL-
YAZEID et al., 2007), e que por natureza possibilitem a impulséo do rendimento agricola.

2.2 Mecanismos de Promocao de Crescimento

Os microrganismos sao seres ubiquitarios vivendo nos mais diversos ambientes. Eles
sdo dotados de diferentes metabolismos que os permitem explorar de forma mais efetiva 0s
nutrientes presentes em um meio utilizando destes para potencializar seu fitnes (TRIVEDI et
al., 2020). A atividade fisioldgica das bactérias promotoras de crescimento possibilita o
desenvolvimento vegetal quando associadas com plantas e isto pode acontecer de maneira direta
ou indireta (KUDAN et al., 2015; OLANRENWAJU et al., 2017). A Fig. 1 apresenta esses
mecanismos e como diferentes microrganismos interagem com plantas proporcionando seu

desenvolvimento.
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Figura 2: Mecanismos Promotores de Crescimento diretos e indiretos de microrganismos em

vegetais.
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Os mecanismos diretos sdo aqueles em que os microrganismos influenciam
diretamente no crescimento vegetal. Desta maneira auxiliam na sintese ou
disponibilizacdo de nutrientes ou biomoléculas fundamentais para eles
(OLANREWAUJU et al., 2017).

Os mecanismos indiretos para promogéo de crescimento séo aqueles beneficiam
a planta pelo resultado de algum mecanismo bacteriano néo correlato a sua associagao
imediata. Isso resulta na diminuicdo de fatores deletérios ao crescimento vegetal. A
inibicdo de crescimento de agentes patogénicos por parte das bactérias, seja por
competicdo, ou pela producdo de moléculas antibidticas € um exemplo destes
mecanismos. Posterirormente o crescimento vegetal é beneficiado ao decorrer da
auséncia dessas adversidades (KUNDAN et al, 2015)
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A seguir serdo abordados os mecanismos de fixagdo biologica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato, sintese de auxinas como parte da promocdo direta de

crescimento vegetal.

2.2.1 Fixacdo Biologica de Nitrogénio

O nitrogénio (N) é um nutriente fundamental descrito pela primeira vez por Daniel
Rutherford em 1772. E amplamente encontrado na atmosfera, onde representa cerca de 78% do
total dos gases que a compdem, e em escala € o sexto mais abundante no planeta
(SANDERSON, 2019). Nao s6 isso, ele € componente de moléculas como &cidos nucleicos,
proteinas e polissacarideos, e sua significancia pode ser ainda mais acentuada quanto a sua
presenca nos seres vivos onde representa em média 16% do peso relativo de todos complexos
organicos biologicos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; SANDERSON, 2019).

Para as plantas o nitrogénio é um macronutriente indispensavel para o desenvolvimento
(MURATORE et al., 2021). Ele é componente do anel tetrapirrdlico constituinte das clorofilas,
suas concentragdes Gtimas aumentam a producdo e durabilidade foliar consequentemente
otimizando o processo fotossintético, sua presenca beneficia a absorcdo de outros nutrientes
como fosforo e potassio e a qualidade final dos frutos é mediada também pela abundancia deste
(AHMAD et al., 2009; BLOOM, 2015). Em contrapartida, a deficiéncia de nitrogénio acarreta
a diminuicdo da vitalidade das folhas por clorose, os botdes florais podem se tornar
insustentaveis e também pode ocorrer a reducdo da biomassa vegetal devido a insuficiéncia
fotossintética (LEGHARI et al., 2016; HUANG et al., 2020).

Contudo, mesmo com a imensa abundancia na atmosfera o N2 (Dinitrogénio) é
indisponivel para a utilizagdo nos organismos. Isto acontece devido a sua extrema estabilidade
quimica proporcionada pela ligacdo tripla entre as moléculas (N = N). O rompimento desta
ligacdo requer um extremo gasto energético e térmico, sendo que uma das formas de sua
separacao na natureza se da a partir da incidéncia de raios, 0s quais convertem o vapor de agua
e oxigénio em radicais reativos livres de hidrogénio que conseguem atacar o N> formando acido
nitrico (HNO3), subsequentemente cai na terra junto a chuvas e se dissocia em nitrato (NO3z") se
integrando no ciclo biogeoquimico do elemento podendo ser assimilado pelas plantas
(BLOOM, 2015). Mesmo assim, esse é um processo com ocorréncia totalmente aleatoria e o
seu rendimento nédo pode ser explorado diretamente e comercialmente. Estimativas indicam que

apenas 2% do nitrogénio é fixado desta maneira (PATIL et al., 2017).



Outra forma de se obter formas assimilaveis de nitrogénio é a partir de processos
industriais que utilizam de métodos quimicos para proporcionar sua sintese. O método mais
explorado é o de Haber-Bosch difundido comercialmente a partir de 1913 e atualmente
responsavel por cerca de 29% do nitrogénio fixado globalmente (PATIL et al., 2017).
Basicamente ele consiste em recriar as condi¢Oes naturais para a fixagdo do nitrogénio,
para isso em reator sdo utilizados um catalizador de ferro, temperatura de cerca de
500°C, e pressao de 150 a 200 atm para possibilitar o rompimento da tripla ligacéo do
N2 e sua associagcdo com moléculas de hidrogénio (H.), resultando na sintese de amonia
(NHs), a qual pode ser utilizada para a formulacdo de fertilizantes (PATIL et al., 2017;
MODAK, 2002).

Como visto as condi¢cdes necessarias para atender o processo de fixacdo de
nitrogénio sdo extremas e especificas. De acordo com Funez Guerra e colaboradores
(2020) o processo industrial em si requer altos gastos com equipamentos, tanques de
armazenamento e trabalho civil, além de incluir custos com eletricidade, &gua e
manutencdo. Soloveichik (2019) adicionalmente ressalta os danos ambientais causados
como a alta demanda de combustiveis fosseis para sintetizar o hidrogénio utilizado na
reacdo, resultando na emissdo de didxido de carbono (CO2) na atmosfera, o qual
contribui para agravar o efeito estufa.

Além disso, a dependéncia e aplicacdo de fertilizantes nitrogenados pode
acarretar danos severos aos solos existindo um impasse na rentabilidade e utilizacao
destes fertilizantes em campo. Segundo Kant e Rothstain (2010), as formas constituintes
basicas destes produtos, amonia e nitrato, sdo muito méveis no solo de modo que as
plantas conseguem utilizar apenas 40% do total aplicado, sendo assim os outros 60%
sdo imobilizados, lixiviados ou consumidos por microrganismos. Outra grande
problematica causada pelo uso excessivo dos fertilizantes é a combinacéo da lixiviacdo
do nutriente e seu consumo por microrganismos resultando no processo de eutrofizagéo
dos solos e corpos hidricos, assim ocorre o crescimento desordenado de algas
fotossintéticas (cianobactérias), acarretando no aumento da demanda bioldgica de
oxigénio o que origina zonas mortas para outros seres vivos (ACZEL, 2019).

Sendo assim, a maneira mais proveitosa para a sintese de nitrogénio € mediada
justamente por microrganismos, no processo conhecido como fixacdo bioldgica de
nitrogénio. Este processo é um recurso fundamental para o ciclo do nitrogénio

totalizando cerca de 64% do total de nitrogénio fixado globalmente, onde nesta
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proporcdo 24% ocorrem em &reas florestais, 10 % em &reas agricolas, e 30% nos oceanos
(PATIL et al., 2017).

A fixacdo biologica de nitrogénio ocorre exclusivamente por intermédio de procariotos.
A reacdo anaerobica tem o N2 como substrato e se inicia com sua ligagdo no complexo catalitico
da enzima nitrogenase, que a partir de proteinas metélicas, realizam a redugdo do nitrogénio
gasoso, possibilitando a hidrolise de sua tripla ligacdo e sua conversdo para a producdo da
amonia (NHs). Para tanto 16 moléculas de ATP sdo consumidas o que faz com que seja um
processo com grande requerimento energético (MARINO e HOWARTH, 2009; KRONECK e
TORRES, 2014; VICENTE e DEAN, 2017).

A amdnia resultante desse processo se torna disponivel no solo e se torna um substrato
passivel para a utilizacdo por outras classes de microrganismos. Um exemplo é o processo de
nitrificacdo com a conversdo de NHz a nitrito (NO2") e apos a nitrato (NO3") sendo estas duas
formas assimilaveis pelas plantas. Existem também microrganismos denitrificadores que
catalisam o NOz em uma reacdo que origina o N2 dispersado novamente a atmosfera
(SCHULTEN e SCHNITZER, 1997).

Os microrganismos fixadores de nitrogénio sdo denominados de diazotroficos. Este
grupo contém procariotos que podem estar em vida livre ou associados a tecidos vegetais
podendo ser tanto bactérias quanto arqueias (CHURCH e BOTTJER, 2013). Segundo Gruber
e Galloway (2008), a importancia dos diazotroficos pode ser ressaltada em nimeros quando se
tem uma taxa de assimilacdo global equivalente a 110 teragramas de N por ano em solos, e de
140 teragramas de N nos ambientes marinhos. A notabilidade do ciclo do nitrogénio se faz tao
presente para a humanidade que de acordo com Pappu et al. (2017) a academia de engenheiros
identificou o seu gerenciamento como um dos 14 desafios predominantes para o futuro.

A diversidade dos diazotroficos também é algo muito relevante. Gupta e colaboradores
(2019) identificaram os taxa presentes em diferentes 6rgdos vegetais a partir do sequenciamento
do gene NifH (precursor da nitrogenase) de amostras de gramas perenes em solos agricolas da
regido Mediterranea. Foram constatados representantes dos géneros Clostridium,
Methylobacterium, Paenibacillus, Dechloromonas, Gluconacetobacter, Azospirillum,
Pelobacter, Novosphingobium, Polaromonas, Leptothrix, Diplosphaera, Geobacter,
Bradyrhizobium, Burkholderia, Methylocella e Hyphomicrobium.

A fixacéo bioldgica de nitrogénio tem sido um processo agricola ecologicamente viavel
em contraste aos desafios e prospecc¢des futuras para o desenvolvimento sustentavel. Skonieski

et al. (2017) conduziram um trabalho com a inoculagéo de Azospirillum brasilense em culturas



de milho, para isso o experimento foi conduzido entre as safras de 2012/2013 e
2013/2014, onde plantas foram inoculadas ou ndo com as estirpes Ab-v5 e Ab-v6 e
adicionalmente foram adubadas com diferentes concentracfes de nitrogénio. As
adubacdes nitrogenadas de 0, 60 e 120 kg ha™* beneficiaram as plantas inoculadas, sendo
que as analises estatisticas revelaram que a taxa de nitrogénio variou entre 0 e 184 kg
hal aumentando a produtividade das plantas. Houve também a constatacio de que A.

brasilense possibilitou 0 aumento do extrato foliar e dos nutrientes totais digeriveis.

2.2.2 Solubilizacéo de Fosfato

O Fosforo (P) é um elemento igualmente fundamental para os seres Vivos.
Descoberto em 1669 por Henning Brant é o 12° elemento mais abundante na crosta da
Terra sendo sempre encontrado na forma de ion fosfato associado a diferentes minerais,
0S quais constituem reservas sedimentares ao longo do planeta. O fosforo é responsavel
pelo armazenamento de energia na molécula de ATP, e também é um componente
estrutural da membrana celular (ENCYCLOPADIA BRITANNICA, 2019).

Nas plantas o fdésforo € o macronutriente mais importante para o
desenvolvimento vegetal, ultrapassando nutrientes como célcio e potassio. Auxilia na
obtencdo de outros nutrientes como o préprio nitrogénio, sendo assim considerado um
fator limitante. Em geral o fésforo é responsavel pelo vigor da planta, onde é constituinte
de acUcares, acidos nucleicos e lipideos. No metabolismo é um mediador da sintese de
carboidratos e atua na ativacdo e inativacdo de enzimas. No desenvolvimento vegetal
estimula a germinacdo, o crescimento das raizes, na perfeita floracdo e formacdo das
sementes (DAY e LUDEKE, 1993; MALHOTRA et al., 2018). Todavia, a caréncia do
macronutriente acarreta a diminuicéo do crescimento do vegetal. Os primeiros sintomas
sdo observados como a proliferacéo de clorose foliar (coloracdo amarelada) e em alguns
casos evolucéo para necrose foliar (BERGMAN, 1992; COELHO et al., 2012).

No ambiente, o fosforo & proveniente de fontes organicas e inorganicas,
entretanto a maior fracdo deste se encontra indisponivel a utilizacdo das plantas.
Segundo Holford (1997) cerca de 80% do P do solo encontra em estado imoével devido
a processos de precipitacdo, adsorcdo ou conversdo a forma organica. O fdsforo é
assimilavel pelas plantas em forma inorgénica (Pi) que de acordo com o pH existe em

diferentes conformagdes, entre elas o &cido fosforico (HsPOa), fosfato de dihidrogénio
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(H2PO4) e hidrogenofosfato (HPO4) (SCHACHTMAN et al, 1998). De acordo com Bieleski
(1973) apenas uma fracdo que ndo excede de 10 um de Pi encontra-se imediatamente disponivel
na solucdo do solo, e segundo Ch’ng (2014) em solos &cidos o fosforo é imobilizado por
aluminio e ferro, além disso a prépria matéria organica influéncia a disponibilidade do nutriente
(SMITHSON, 1999).

Para contornar este impasse, muitas vezes sdo utilizados fertilizantes fosfatados,
confeccionados a partir de rochas sedimentares que contém em seu volume total uma razao de
5 a 50% de fosfato em formas variaveis, uma delas o pentdxido de fosfato P.Os A producéo
destes ocorre com o tratamento da rocha (apatita) em reator contendo acido sulfurico e apos
séries de reacGes para clarificar e garantir a pureza final do produto que apresenta em sua
composicao acido fosforico, amonia entre outros nutrientes (SIMS et al., 2005; IVELL, 2012).
De acordo com Ptacek (2016) esse tipo de rocha € responsavel por cerca de 80% dos
fertilizantes a base de fosfato produzidos atualmente.

Entretanto, a utilizacdo de rochas fosfatadas é uma atividade insustentavel para o meio
ambiente visto que primeiramente este nutriente nao é renovavel, carecendo constantemente de
exploracdes dos depdsitos sedimentares ao longo do planeta (PTACEK, 2016; BINDRABAN
etal, 2020). Também como dito anteriormente o nutriente € muito moével no solo o que propicia
muitas perdas produtivas em cultura, e na mesma medida contribui para a eutrofizagdo de
corpos hidricos (SHARPLEY, 1995). A situacdo se agrava ainda mais de acordo com as
perspectivas futuras para a aplicacdo de fertilizantes fosfatado. De acordo com Mogollon e
colaboradores (2018) para culturas agricolas ocorrera um acréscimo de 22 a 27 toneladas na
demanda destes produtos até 2050.

Existem microrganismos capazes de otimizar a utilizagdo do fosforo disponivel. Os
microrganismos solubilizadores de fostato atuam secretando enzimas que diminuem o pH do
solo, isto ocorre quando estes utilizam das fontes de carboidratos fornecidas pelas raizes das
plantas no ambiente rizosférico, assim as convertendo a &cidos organicos, sendo um exemplo
os acidos carboxilicos. Posteriormente os acidos atacam os metais vinculados ao o fosfato como
o célcio, aluminio e ferro agindo como quelantes dos ions que mantém o nutriente imovel e
facilitando sua liberagdo no ambiente. Sendo assim, os microrganismos solubilizadores de
fosfato atuam na desimobilizacdo e converséo do fosforo organico ao inorganico o tornando
assimilavel para os vegetais (KAUSHAL, 2019; PRASAD, et. al., 2019).

Entretanto, existem outros mecanismos alternativos que possibilitam a liberagcdo do

fosfato inorganico (PRABHU et al., 2019). Alguns microrganismos sdo capazes de secretar



acidos inorganicos como &cido nitrico, sulfurico e carbonico, entretanto a efetividade da
liberacdo do fosfato € menor quando comparada a atividade de &cidos organicos (RODRIGUEZ
e FRAGA, 1999). Também é possivel a solubilizacéo de fosfato a partir da extrusao de prétons,
este mecanismo possibilita a acidificacdo do solo, porém sem a emissédo de acidos, para
isso a emissdo de prétons H* necessita da assimilacdo de NH4" e da producdo de H.CO3
durante a respiracdo, sendo assim o suplemento e a natureza do nitrogénio no ambiente
afeta o grau de declinio de pH devido a quantidade de prétons que serdo liberados
(ARVIEU et al. 2003).

Outros dois mecanismos que podem ser citados sdo a emissdo de
exopolisacarideos que podem se prender aos metais do solo evitando o sequestro de
fosfato. Os polissacarideos sdo produzidos pelos microrganismos mediante a condicdes
extressantes e € observada uma correlacdo positiva no indice de solubilizacéo de fosfato
e a quantidade desses agUcares no solo (Y1 et al. 2008; IONESCU e BELKIN 2009). O
segundo mecanismo seria a producdo de sideréforos que sdo substancias com acao
quelante, a principal atividade deles acontece sobre o ferro também evitando sua uniao
ao fosfato inorganico e a sua consequente imobilizacdo (GAONKAR e BHOSLE,
2013).

Quanto a diversidade destes microrganismos, é evidenciada sua distribui¢do em
diferentes géneros. Wan e colaboradores (2020) identificaram bactérias capazes de
imobilizar metais pesados ao mesmo tempo em que utilizam de distintas fontes de
fésforo disponiveis no ambiente sendo elas o fosfato de calcio (Cas3(POa)2), fosfato de
ferro 11l (FePOs), fitato e fosfato de aluminio (AIPO4). As bactérias utilizadas foram
coletadas da massa do solo e identificadas a partir do gene 16S, onde foram constadas
pertencentes dos géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Massilia, Bacillus,
Arthrobacter, Stenotrophomonas, Ochrobactrum e Cupriavidus. Entretanto também
existem fungos capazes de desempenhar o mesmo papel. Dentre os géneros dotados de
tal capacidade estdo Trichosporon, Phichias, Cryptococcus, Candida, Rhodotrula,
Penicillium e Aspergillus (GIZAW et al., 2017).

A aplicacdo agricola destes microrganismos apresenta também resultados
promissores. Gunes et al. (2009) estudaram a capacidade dos microrganismos em
disponibilizar o fosfato para o solo, para isso foram utilizadas uma cepa de Bacillus sp.
e um fungo do género Aspergillus assim sendo verificado o aumento de producdo em

morangueiros em relacdo ao contetdo mineral de suas folhas e frutos. Diferentes
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concentragdes crescentes de fosfato foram adicionadas e os tratamentos foram feitos com a
inoculagdo dos microrganismos separadamente, onde assim foi possivel observar a capacidade
individual de cada uma no incremento do crescimento do morangueiro. Foram observados
efeitos benéficos onde a nivel de campo houve o aproveitamento de 149 kg P ha™ por Bacillus
e 102kg P ha! pelo Aspergillus dos fertilizantes fosfatados. Por fim também ocorreu o

incremento da concentragéo de nutrientes com N, L, P, Ca e Fe nas folhas e frutos.

2.2.3 Sintese de Auxinas

Os hormonios vegetais sdo moléculas organicas responsaveis pela sinalizagdo quimica
nos vegetais. Sua capacidade regulatdria ja tem sido estudada nas plantas desde Charles Darwin
e o botanico Francis Darwin na obra “O poder do movimento nas plantas” (DARWIN e
DARWIN, 1881) em que o0s pesquisadores sugerem que compostos quimicos sao responsaveis
pelo crescimento das plantas. Em geral os fitohorm6nios sdo compostos endégenos de baixo
peso e tamanho molecular (1 pM) que em baixas concentracfes desencadeiam respostas
fisioldégicas e metabdlicas expressivas as quais influenciam em diversos aspectos do
crescimento e desenvolvimento vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Existem nove classes de fitorhoménios, 0s jasmonatos, estringolactonas,
brasinoesteroides, salicilatos e as cinco principais classes as citocinas, acido abscisico, etileno,
giberilinas e auxinas (SU et al., 2017). Dentre estes citados as auxinas tem sido as mais
estudadas, seu descobrimento aconteceu em 1928 pelo botanico Fritz Went que isolou o
horménio de coledptilos de aveia em blocos de gelatina onde ele observou o intermédio deste
na natureza e direcionamento do crescimento (WENT, 1935; MASUDA e KAMASIKA, 2000;
DILWORTH, 2017).

As auxinas, em destaque o acido indol-acético (IAA), promovem muitos eventos no
desenvolvimento vegetal, entre eles a citocinese, alongamento e diferenciacdo celular,
formagdo de raizes adventicias, desenvolvimento do xilema, tropismo, germinacdo de
sementes, florescimento, frutificacdo, tolerancia a estresses e biorremediacéo de metais (TAIZ
e ZEIGER, 2009; EGAMBERDIEVA et al., 2017). Diferentes vias de biossinteses do hormonio
sdo conhecidas, sendo o0 amino&cido triptofano (Trp) seu percursor. Ademais, existe uma grande
influéncia dos microrganismos neste processo, Sarwar e colaboradores (1992) sugerem que 0
caréater fenotipico da microbiota influéncia mais na sintese do horménio que as caracteristicas

fisicoquimicas do solo como o pH, carga catidnica e matéria organica.



Entre as vias metabdlicas para sintese a mais classica nos microrganismos é a
via da indol-3-acetamida (IAM). Nessa via o Trp é convertido a IAM pela acdo da
enzima triptofano que € codificada pelos genes aux1/iaaM. Posterirormente pela acao
da enzima IAM hidrolase e convertido diretamente a IAA. Entretanto também existem
outras vias acessorias para essa sintese. Exemplos sdo a via indol 3-&cido piruvico, e a
via da triptamina (SARWAR et al., 1992; DI et al., 2015; HAN et al., 2018). Em geral
a producdo do horménio pelos microrganismos € um mecanismo endogeno direto de
crescimento para a planta (PARK et al., 2021).

Segundo Patten e Glick (1996), diversos organismos do solo, apresentam a
capacidade de sintetizar IAA. E sugerido que cerca de 80% das bactérias rizosféricas
possuem capacidade de produzir esse horménio (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993). A
diversidade destes microrganismos € bem ampla Zhang et al. (2019) a partir de uma
abordagem metagendmica identificaram diversos filos de microrganismos sintetizantes
de auxinas em relagdo sua via de biossintese, assim foram identificados Actinobacterias,
Bacilos, Betaproteobacteria, Blastocatellia, Chitinophagia, Deltaproteobacteria,
Gammaproteobacteria e Gemmatimonadetes.

A sintese de auxina confere a planta outros beneficios além daqueles citados. De
acordo com Mathesius (2010) as auxinas estdo envolvidas como mediadoras de
processos de nodulagdo de rizébios em plantas leguminosas. Seu transporte e acumulo
na raiz proporciona a diferenciacdo das células promovendo a vascularizacdo
responsavel pelo aumento do ndmero de nddulos. Além disso as mudancgas que as
auxinas causam na arquitetura das raizes contribuem para o desenvolvimento do vegetal,
visto que a superficies do 6rgdo responsavel por captar recursos necessario ao
crescimento é ampliada, assim também disponibilizando espaco para outras interacfes
ecologicas com bactérias e fungos a partir do efeito rizosférico (SPAEPEN e
VANDERLEYDEN, 2010).

Na agricultura bactérias sintetizadoras de auxinas s&o muito exploradas.
Susilowati e colaboradores (2018) isolaram bactérias produtoras de 1AA e observaram
seus efeitos quando inoculadas em arroz. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo onde a partir da mensuracdo em espectrofotdmetro foi constatado que dos 19
isolados 17 eram capazes de sintetizar o hormonio. Dentre os isolados uma estirpe de
Enterobacter foi determinada a maior produtora de IAA sintetizando 43.8 mg/L-1. A

aplicacdo das bactérias no arroz induziu efeitos de crescimento interessantes, houve um
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aumento de 99.54% da matéria seca das plantas inoculadas com Bacillus aerius quando
comparadas ao tratamento controle no tratamento, as plantas em questdo obtiveram uma
massa relativa a 30.41g. De modo geral também foi observado o potencial de diversos
microrganismos na promocao de crescimento, Bacillus cereus, Pseudomonas fragi e Rhizobium
promoveram um ganho de porte nas plantas, Bacillus aerius, Bacillus cereus e Pseudomonas
fragi promoveram um ganho na massa seca total, enquanto Bacillus amyloliquenfaciens

possibilitou o incremento da massa seca nas raizes.

2.3 AplicacBes de microrganismos promotores de crescimento em culturas agricolas

gerais.

A seguir serdo listados trabalhos que utilizaram de microrganismos para promover o
crescimento de culturas especificas. Serdo listados 0s respectivos mecanismos que beneficiaram
as culturas, os microrganismos envolvidos e os resultados obtidos, principalmente durante co-
cultivo evidenciando como esta estratégia pode ser benéfica as culturas e igualmente conciliavel
ao desenvolvimento sustentavel.

Bradacova e colaboradores (2019) conduziram um experimento para testar a efetividade
de inoculantes microbiol6gicos em estirpes singulares ou em consércios quando aplicadas no
tomateiro. O Tomate (Lycopersicum esculentum L.) variedade Primadora foi cultivado em casa
de vegetacdo mediante a tratamentos com diferentes adubacBes. Adicionalmente
bioestimulantes microbianos foram inoculados dentre os quais constavam DC® (Bayer
CropScience) Microrganismo ativo Penicillium sp., Proradix® WP (Sourcon Padena)
Microrganismo ativo: Pseudomonas sp., Rhizovital® (Abitep GmbH) Microrganismo ativo:
Bacillus amyloguefaciens e o consércio microbiano do produto MCP® (EuroCherm Agro)
Microrganismos ativos: Azotobacter vinlandii, Acetobacter, Enterococcus, Rhizobium
japonicum, Nitrosomonas, Nitrobacter, Clostridium sp., Lactobacillus sp., Bacillus velezensis,
B. subtilis, B. thuringiensis, e Pseudomonas fluorescens onde também s&o inclusos os fungos
Saccharomyces, Aspergillus oryzae Penicillium roqueforti, Monascus, e Trichoderma
harzianum além de estratos de algas.

O tratamento controle foi realizado sem a aplicacdo do bioestimulante. Em geral todos
0s inoculantes propiciaram uma melhor resposta nutricional em relacéo a defini¢do e tamanho
das frutas de cerca 39 a 85% quando comparados ao controle. O Resultado indicou que o

consécio MCP propiciou um incremento produtivo ao beneficiar a aquisicdo de fosfato,



estimulando o crescimento da biomassa de ramos vegetativos e o desenvolvimento final
de frutos sob condi¢des limitadas de P. Também foi observado que o produto beneficiou
0 enriquecimento da diversidade alfa das bactérias associadas a rizosfera.

Moretti e colaboradores (2020), efetuaram um experimento com inoculacdo de
soja (Glycine max L.) com diferentes combinagdes de microrganismos na presenca e
auséncia de metabdlitos secundarios no incremento produtivo. O consércio bacteriano
padrdo utilizado foi composto por Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium
diazoefficiens adicionalmente outros microrganismos foram adicionados em diferentes
tratamentos sendo eles Bacillus subtilis, Azospirillum brasilense e o extrato de
metabolitoos secundérios extraidos de B. diazoefficieins e Rhizobium tropici. A
inoculacdo padrdo dos Bradyrhizobium sp. + Azospirillium + metabdlitos secundarios
condicionou 0 aumento do nitrogénio foliar em 7.1%, do fésforo em 11.1%, do nimero
de nodulos em 26% e da massa seca em 22%, sendo 15.4% referentes as raizes, e 6%
aos ramos. Os aspectos agrondémicos referentes aos graos também foram beneficiados
onde foram constatados o0 aumento de peso das sementes em 3.7%, o rendimento dos
gréos acima de 516 Kg ha?, o contetido proteico foi avaliado em 2.4% e o indice de
eficiéncia agrondbmico foi mensurado em 11%. Os autores concluiram que a co-
inoculacédo resultou em resultados positivos e promissores para o cultivo da soja em
regides tropicais.

Kumar e sua equipe (2016) isolaram e inocularam bactérias promotoras de
crescimento vegetal da rizosfera de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) avaliando 0s
resultados. Os inoculantes identificados como Bacillus sp., Pseudomonas sp. e
Rhizobium leguminosarum foram capazes de produzir AIA e sideréforos, além de
solubilizar fosfato inorganico. A inoculacdo foi realizada com as estirpes
separadamente, em pares e em um tratamento triplo, o controle foi realizado sem a
inoculagéo dos microrganismos. Durante os experimentos foi constatado que os isolados
inibiram o desenvolvimento de diversos patdgenos fungicos. O tratamento composto
pelo consorcio triplo beneficiou o incremento da massa seca em 96% quando comparado
ao controle, adicionalmente foi verificado que este tratamento possibilitou um ganho no
numero de vagens por planta de 52%, do nimero de sementes por vagem em 54%/, um
rendimento de graos de 39%, um rendimento de palha de 22%, rendimento bioldgico de

27% e um indice de colheita de 16% parametros comparados ao tratamento controle.
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Olanrewaju e Babalola (2019) testaram a aplicagdo da co-inoculagdo microbiana no
milho (Zea mays L.). Foram utilizadas seis estirpes bacterianas indigenas, sendo testadas
bioquimicamente quanto sua capacidade de promocéo de crescimento e controle biologico. Os
pesquisadores inocularam as sementes de milho em tratamentos singulares, duplos e triplos com
diferentes combinagdes dos microrganismos. O consorcio triplo composto por Bacillus subtilis
e duas Pseudomonas sp. apresentou os melhores resultados onde foram observados um
incremento numero de folhas, tamanho das raizes e no tamanho final da planta.

Rios-Ruiz e colaboradores (2020) inocularam consorcios bacterianos em arroz (Oryza
sativa L.) em campo avaliando o efeito das estirpes sob diferentes doses de fertilizantes
nitrogenados. O arroz foi inoculado com um consércio microbiano constituido por
Burkholderia ubonensis, Burkholderia vietnamiensis e Citrobacter bitternis. O rendimento dos
gréos foi alto, porém nao significativo representando taxas entre 2.5% e 13.5% em tratamentos
com 75% e 100% de nitrogénio quando comparados aos tratamentos ndo inoculados e nao
adubados. J& em tratamentos com baixa adubacdo nitrogenada (25%) o consércio microbiano
expressou resultados superiores onde foi visto o aumento de 32.8% de nitrogénio, 45,5% de
fosforo e de 27,9% no potassio nas plantas ao comparar aos tratamentos que receberam
dosagens completas do fertilizante. A utilidade 17.7-94.1% e a rentabilidade dos graos 14.7-
88.6% também foi maior em tratamentos inoculados. Os autores sugeriram com seu trabalho
que o0 uso de microrganismos pode diminuir em até 25% na demanda de fertilizantes
nitrogenados na mesma medida em que também incrementa a produtividade do arroz.

Wang e colaboradores (2020), evidenciaram o efeito benéfico da promocdo de
crescimento proporcionadas por bactérias em trigo (Triticum sp.). A graminea foi cultivada com
uma combinacdo de bactérias composta por Bacillus sp., Agrobacterium tumefaciens,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas sp. e Klebsiella variicola, foi observado que o consorcio
possibilitou o aumento da hidrolise alcalina de nitrogénio (49.46%), e aumentou a
disponibilidade de fosforo (99.1%) e potassio no solo (19.38%), consequentemente o contetido
de N, P, K das plantas foi avaliado em 97.7%, 96.4% e 42.1%. De maneira semelhante ao
experimento citado anteriormente 0s autores sugerem que 0 uso de microrganismos pode
reduzir em 25% do uso de fertilizantes.

Nandish (2018), analisou o efeito de consorcios microbianos no crescimento do rabanete
(Raphanus sativus L.), o autor optou por utilizar de uma formulacéo liquida do inoculante o
que para ele representa uma abordagem ecologicamente mais sustentavel. Desta maneira foram

aplicados microrganismos com potencial avaliado em fixar nitrogénio e solubilizar fosforo e



fosfato, a inoculagdo mista contou com Azotobacter sp. Bacillus megaterium e Bacillus
mucilaginosus. Apos a formulagéo e aplicagdo do inoculante liquido foram observados seus
efeitos sob o desenvolvimento do rabanete, aqueles que foram cultivados com em adubagdo em
75% apresentaram um aumento drastico na taxa de germinacdo atingindo 100%, o
namero de folhas aumentou também de forma interessante onde em 15 dias estavam
presentes 15.70 folhas, em 30 dias 18.60 e em 45 dias 20.20 folhas. O conteudo de
clorofila estava em 2.90 mg/g por tecido, a massa seca estava em 29.99 e a fresca em
141.10g.

Kim e sua equipe (2012) verificaram o efeito da co-inoculacéo de microrganismo
sob o crescimento da pimenta vermelha (Capsicum annuum L.) sobretudo avaliando a
atividade enzimatica no metabolismo de elementos fundamentais para o crescimento
vegetal. Os autores utilizaram de um consorcio bacteriano composto por Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis, e Pseudomonas fluorescens, e o resultado expresso
indicou uma atividade desidrogenase de 3.5584 ug por TPF g ! h* uréase de 15.8689
ug por NH*~N gt h'?, fosfatase de 0.5692 g por PNP g~ h™%, B-glicosidase de 2.4785
1g por PNP gt h™t e celulase de 86.1597 ug por glicose g h™X. Ao analisar as plantas
em si foi observado o crescimento do didmetro das pimentas em 6.1% e em solos
tratados com o in6culo de 8.1%.

Sendo assim 0s experimentos citados evidenciaram como 0S microrganismos
podem otimizar a producéo agricola de maneira sustentavel, incrementando as culturas
e melhorando a qualidade dos solos e sobretudo diminuindo a necessidade de adubac6es
excessivas. A aplicacdo de bactérias promotoras de crescimento em co-cultivo se mostra
uma alternativa promissora e carece de pesquisas para inoculagdo de outras culturas, a

exemplo a do morangueiro.

2.4 Aplicacbes de microrganismos promotores de crescimento em morangos

Existem diversos estudos sobre promogdo de crescimento relevantes para a
cultura do morango. Serao descritos estudos que demonstraram de maneira pratica como
microrganismos podem ser aplicados de forma benéfica em morangueiros.

Andrade em 2019 realizou um experimento objetivando analisar o efeito de
diferentes combinacdes de bactérias promotoras de crescimento na cultivar Aromas.

Para isso foi feita a avaliacdo de 25 exemplares bacterianos presentes na Colegéo de
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Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA) quanto sua capacidade em fixar nitrogénio e
produzir &cido indol acético. Apds a analise a autora utilizou dos trés melhores microrganismos
para prosseguir com a inoculacdo de mudas em estufa, sendo eles Azospirillum brasilense Ab-
v5, Burkholderia cepacia CCMA 0056 e Enterobacter cloacae CCMA 1285. A inoculagédo
aconteceu com as bactérias isoladas, em pares e em um tratamento triplo com a incluséo de um
controle sem inoculagdo, alem disso elas também foram sujeitadas a diferentes niveis de
adubacdo contendo 0% e 50% do requerimento de nitrogénio. Ao final foram realizados 16
tratamentos com oito repeticdes.

Concluidos 75 dias experimentais foram avaliadas 0 comprimento da raiz e parte aérea,
massa seca da raiz e parte aérea, nimero de folhas e massa seca total. Os resultados
evidenciaram que a inoculacdo mais benéfica foi a combinacéo tripla das bactérias a 50% de
adubacdo, onde foi observado um aumento da matéria seca da parte aéreaem 11,27 g para 21,44
g e para matéria seca da raiz de 4,71 g para 10,51 g quando comparados ao tratamento sem
inoculacdo. Desta maneira foi concluido que os microrganismos influenciam positivamente no
ganho de massa vegetal, seja pelo crescimento radicular (possivelmente pela sintese de
fitohormonios), ou pelo crescimento da parte aérea devido outras vias de sintese como a fixacéo
bioldgica de nitrogénio.

Por sua vez Moura em 2019 estudou também a influéncia de microrganismos
promotores de crescimento na cultivar Aromas do morango. Os microrganismos utilizados
foram isolados de raizes e folhas da planta, foram avaliados quanto a capacidade in vitro de
fixar nitrogénio, solubilizar fosfato e sintetizar auxinas. Também foram verificados os efeitos
benéficos das estirpes no incremento da massa e comprimento da parte aérea e raiz, bem como
nas alteracdes anatémicas e fisioldgicas relacionadas as folhas e a troca de gases envolvidos na
fotossintese. A inoculacdo foi realizada em mudas sob adubacdo reduzida (30% do
requerimento de N e P) onde os tratamentos foram compostos da inoculacéo isolada de cada
bactéria e com os controles com adubacdo completa e reduzida sem inoculacdo. Em relacdo a
produtividade foi feita a avaliacdo dos efeitos da inoculagéo sobre a qualidade dos pseudofrutos.

A bactéria isolada da raiz MET12M2 Brevibacillus sp. foi a que melhor promoveu o
crescimento na cultura. Em condicdes in vitro ela obteve resultados pertinentes quanto as trés
variaveis analisadas, de modo que a partir da inoculagdo foi visto que ela propiciou o
crescimento do morangueiro mesmo com a reducéo de 70% do requerimento total de Ne P. A
estirpe possibilitou o ganho de 11,37 g da massa seca total enquanto o controle reduzido

apresentou um ganho de 3,0 g e 0 com adubacdo completa em 12,05 g. O teor de nitrogénio



acumulado nos tecidos vegetais com a inocula¢do da bactéria foi de 121,81 mg, no
controle reduzido foi de 31,98 mg e na adubagdo completa 144,76 mg.

Além disso, a estirpe propiciou uma maior taxa de absorcdo de CO2 onde foi
observada a assimilacio de 16.57 pmol m™ s enquanto os controles contribuiram em
6.7 umol m2 s (adubagéo reduzida) e em 14,84 umol m2 s* (adubagio completa). A
espessura do limbo foliar com a inoculagéo de Brevibacillus foi de 249,994, na adubacao
reduzida foi de 178,87 e na adubacdo completa de 223,54. Quanto aos aspectos
produtivos foi notado que as mudas inoculadas com Brevibacillus mesmo com a reducéo
em 70% do requerimento de N e P obtiveram bons resultados como a produ¢do média
de 25 frutas por planta e uma porcentagem de 1,084% de &cido citrico. Sendo assim é

possivel concluir que em especifico Brevibacillus pode ser um inoculante interessante
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na promocdao de crescimento no morangueiro.

Estudos realizados por outros pesquisadores podem ser citados. Tais trabalhos

estdo descritos conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Trabalhos realizados em morangos com microrganismos promotores de crescimento.

Microrganismos promotores de crescimento em morango

Microrganismo/Consorcio Cultivar do Ponto chave Referéncia
Morango
Reducéo da Adubacdo Nitrogenada no Lovaisa et al
i incremento produtivo (0 e 50% do '
Camino Real 2016
total)
Incremento no tamanho, area e Pedraza et al.
matéria seca da raiz. 2009
I Identificacdo do gene nifD. E Guerrero-
. . Milsei, Selva . AN .
(B) Azospirillum brasilense transmisséo da bactéria as plantas Molina et al.
e Camarosa . . "
filhas via estoldo. 2012
(B) Azospirillum brasilense + (B) Fortuna Incremento do |nd|_ce de cresgmento, Lovaisa et al.
o . : conteudo de clorofila e do nimero de
Burkholderia vietnamensis Florida g 2015
frutos comerciais.
Incremento do indice de crescimento.
Fern Aumento do conteido de P e Zn Esitken et al.
(B) Pseudomlfnas sp. + (B) foliar. Aumento no contelido de P 2010
Bacillus sp. disponivel no solo.
(B) Pseudomans sp. + (F) Incremento ca qualcade nutricional
Glomus mosseae, () dos frutos aunglento dos aglcares e Todeschini et
Septoglomus viscosum, (F) antocianinaé modulacao dog H, &cido al. 2018
Rhizophagus irregularis i ¢ P,
. malico e compostos volateis.
Eliana
. Castellanos-
Incremento de compostos flavonoides Morales et al
(F) Glomus intraradices Aromas de fenolicos. 2010




(B) Pedobacter sp. + (B)
Bacillus safensis

Aumento da troca de gases foliares.
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Camarosa
Aumento de compostos flavondides e | Morais et al.
fendlicos nas folhas. Aumento na 2019
velocidade de amadurecimento e do
(B) Pedobacter sp. periodo produtivo,
(B) Bacillus simplex - Aumento do contetido de vitamina C | Erturk et al.
(B) Paenibacillus polymyxa nos frutos 2012
(B) Bacillus sp. + (F) Aspergillus Aumento do conteudo de P dlspo~n|vel Gunes et al.
s Fern no solo. Aumento da concentracdo de 2009
P- N, P, K, Ca e Fe foliares.
(B) Sphingopyxis sp. OCs %r_négﬁ?j’e Identificacéo de efeitos
(B) Bacilus subtilis o complementares entre a sintese de [ Dias et al. 2008

SweetCharlie

IAA e solubilizagdo de fosfato.

(B) Bacillus lentimorbus, (B) B.
megaterium, (B) B. pumilis, (B)
B. subtilis, (B) Enterobacter
intermedius, (B) Kurthia sibirica,

(B) Paenibacillus polymyxa Donmez et al.
Fern 2011
Inibicdo da Proliferacdo do Fungo
Botrytis cinerea
(B) Virgibacillus marismortui,
B) B. subtilis, (B) B. pumilus, .
( )(B) B. Iichen(ifgrmig, (B) Essggg'oeg‘*t al.
Terribacillus halophilus, (B)
Staphylococcus equorumand
Frutos
colhidos
(F) Glomus mosseae, (F) Nao Inducdo a Tolerancia a seca Boyer et al.
Glomus geosporus especificada 2014

Legenda: B=Bactérias, F = Fungos Micorrizicos.

2.5

A Historia do Morangueiro

O morangueiro é uma fruta bastante apreciada pelo mundo. E uma angiosperma

dicotiledbnea pertencente a familia Rosaceae a qual abrange diversas plantas frutiferas

significativas para a producdo agricola como macas, peras e péssegos (RUBINSTEIN, 2015).

A partir de Linnaeus sua classificagao bioldgica atribui a palavra “Fraga” do latim morango




para identificar o seu género Fragaria (HUMMER e HANCOCK, 2009). Devido a sua
facilidade de disperséo é nativo de varias regides de clima temperado, tendo assim uma
amplitude mundial (KARLUND, 2016; BERTIOLI, 2019).

Sua utilizacdo é datada de tempos muito remotos havendo encal¢os do consumo
do morango alpino F. vesca L. por civilizagbes pré-histéricas da Europa nos periodos
neolitico (10.000 a 6.000 a.C.) e da idade dos metais (5.000 a 4.000 a.C.) evidéncias
estas obtidas pelo encontro de sementes em sitios arqueologicos (ANTUNES et al.,
2016). Outros registros também constatam a utilizacdo de F. vesca por Romanos e
Gregos no inicio da era cristd (DARROW, 1966; SHARMA et al., 2019b) e a partir do
século 13 ocorreu a disseminacao da espécie por toda a Europa, onde suas folhas eram
utilizadas para fins medicinais, além dos classicos usos ornamentais e alimenticios
(HANCOCK et al., 2008; ANTUNES et al., 2016).

Entretanto, a origem do morango nao se atém somente a Europa. A hibridizacao
de duas espécies de Fragaria é responsavel pelo morango que consumimos em maior
expressividade nos dias atuais. Uma dessas espécies € F. virginiana nativa da América
do Norte, este morangueiro ja era explorado por indigenas americanos como parte de
sua alimentacdo, posteriormente ap6s series de expedicdes ele foi introduzido e
disseminado nos paises europeus. Registros afirmam que a partir de 1624 ele ja estava
presente em diversos jardins botanicos ao longo do continente (ANTUNES et al., 2016).
A segunda espécie é F. chiloensis, este morangueiro é nativo de muitas regides da
Ameérica do Sul onde acredita-se que sua ampla dispersao foi realizada por aves
migratorias (HANCOCK et al., 1999).

A espécie foi encontrada durante as jornadas de exploracdo espanholas nas
costas peruanas e chilenas durante os anos de 1712 e 1714, e de forma semelhante ele
foi introduzido no continente europeu (FINN et al., 2013). Aconteceu entdo de forma
acidental a hibridizacdo dessas duas espécies no Jardim Botanico Real da Franca por
volta de 1750, pois as duas espécies eram cultivadas lado a lado (DARROW, 1966;
HUMMER e JANICK, 2009). Assim Fragaria ananassa foi originada, a qual herda o
vigor e produtividade de F. virginiana e o maior tamanho do fruto de F. chiloensis
(CHANDLER et al., 2012). Rapidamente a nova espécie foi difundida ao longo do
mundo demonstrando um Otimo potencial adaptativo em regides com climas

diversificados.
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2.6 Aspectos Botéanicos do Morangueiro

As plantas do género Fragaria tem uma grande heterogeneidade em suas caracteristicas
morfologicas. Em geral o morangueiro € uma planta de porte herbaceo e rasteiro (Fig. 2), alguns
tecidos do vegetal apresentam lignificagdo parcial ao decorrer da senescéncia da planta. A parte
exposta ao solo é denominada de coroa e pode atingir de 15 a 30 cm formando touceiras
(ANTUNES et al. 2016). A planta é perene sendo recultivada anualmente para melhorar o seu
vigor mediante a exposicao a pragas e doencas (GIMENEZ et al, 2008; PICIO, 2010).

As raizes do morangueiro sdo adventicias e fasciculadas (PIRES et al., 2000).
Categorizadas como primarias, as raizes adventicias sdo perduraveis estando dispostas em até
25 cm de profundidade no solo, as quais sdo as principais responsaveis pela assimilacdo e
retencdo de nutrientes (POLING, 2012). Ja as raizes fasciculadas sdo longas e denominadas
secundarias pois se desenvolvem lateralmente ao rizoma, sdo dispostas em camadas sobrepostas
onde as raizes mais novas frequentemente se renovam sobre as antigas (PICIO, 2010). A
reposicdo radicular € uma estratégia interessante para planta, ja que possibilita o
rejuvenescimento do 6rgao otimizando a absorcao e promovendo uma ciclagem da microbiota
radicular, assim eliminado patdgenos e reestabelecendo simbioses (ANTUNES et al. 2016).

O seu caule é um rizoma cilindrico e curto devido ao diminuto nimero de entrends que
apresenta. Das gemas axilares brotam folhas, inflorescéncias e estolhos que ao se organizarem
de maneira espiral ao redor de um gomo foliar central originam o aspecto semelhante a uma
coroa (ANTUNES et al. 2016). O desenvolvimento e integridade do caule € um fator muito
importante, isto esté relacionado a resisténcias abidticas e consequentemente condizem com a
melhor produtividade do vegetal (POLING, 2012).

O morangueiro possui folhas estipuladas trifoliadas compostas as quais possuem
peciolos proprios, porém todas unidas a um peciolo longo principal que brota da coroa
(QUEIROZ-VOLTAN, 1996; HYTONEN, 2009). Cada foliolo apresenta uma conformagio
oval com margem dentada (FRUIT CROPS, 2020), apresentando também diversos estomatos
com funcdo primordial na respiracdo da planta. A superficie foliar € muito importante para as
plantas pois a eficiéncia fotossintética esta diretamente ligada a esta razdo, consequentemente
quanto maior a superficie foliar maior a produtividade vegetal (ANTUNES et al. 2016).

Das gemas axilares das folhas se originam os estoldes estruturas que crescem prostradas
ao solo como uma forma de crescimento vegetativo. Ele é constituido de nos e entrends onde a

partir das rosetas foliares presentes em sua extensdo alongada originam raizes que propagam



plantas independentes (SAVINI et al., 2008). Essa forma de reproducdo assexuada
confere a principal forma de propagacdo comercial do morango, uma vez que diversas
mudas clones podem extraidas de uma matriz (PICIO, 2010).

O morangueiro também pode se propagar de maneira sexuada a partir da
diferenciacdo de meristemas apicais vegetativos. Quando isso acontece o broto axilar
superior desenvolve uma coroa para sustentar o novo ramo reprodutivo (DARROW,
1996; KOSKELA e HYTONEN, 2018). Deste modo, uma inflorescéncia do tipo cimeira
¢ originada onde um numero varidvel de flores desabrocham em cadeia apds o
desenvolvimento da primeira (ANTUNES et al. 2016).

As flores se caracterizam por serem hermafroditas e por apresentarem até 10
sépalas, 5 pétalas brancas e ovais, diversos pistilos dispostos em espiral ao centro floral
e até 36 estames. A polinizacao cruzada € realizada por insetos das ordens Lepidoptera
(borboletas) e Coleoptera (besouros), porém a maior significancia é expressa pela ordem
Hymenoptera com as abelhas do género Apis (SVENSSON, 1991; ABROL et al., 2019)
e igualmente por abelhas nativas. A reproducéo sexuada é de extrema importancia pois
a partir dela o fruto € desenvolvido, j& com a diversidade de agentes polinizantes
contribui com aspectos produtivos como qualidade e durabilidade do morango
(EMBRAPA, 2018).

Os frutos do morangueiro sdo arquénios. Quando fecundados os 6vulos do
morango estimulam a hipertrofia do receptéculo floral, assim o pseudofruto vermelho e
carnoso com o tamanho aproximado de 6 cm € gerado constituindo a parte comestivel e
comercializada da cultura. Da polinizacdo até o desenvolvimento completo do
pseudofruto transcorrem-se de 20 a 50 dias (ANTUNES et al. 2016), e neste periodo
diversas mudancas metabolicas acontecem. O desenvolvimento e amadurecimento do
morango € condicionado pelo balanco de aclcares, aminoacidos e acidos organicos
contribuindo para o seu sabor final (PERKINS-VEAZIE, 1995; MOING, 2001).
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Figura 2: Anatomia basica do morangueiro (Adaptado).
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Fonte: Horta e Alecrim (Blog). Disponivel em: http://hortelaealecrim.blogspot.com/2018/02/plantar-

morangos.html.

2.7 Composicao e Caracteristicas Nutricionais do Morango

O morango é bastante apreciado por ser uma fruta pequena, de facil preparo e ingestéo,
sendo consumido tanto in natura quanto como ingrediente em receitas de doces e laticinios
(CASTRICI et al., 2017). Quanto suas caracteristicas organolépticas apresenta uma coloragdo
vermelha brilhante e conformacao conica que atrai muito a atengdo quando servido em cortes,
sendo este apelo estético um grande responsavel pelo seu consumo (TACO, 2011). Além disso
apresenta aroma bastante caracteristico, uma consisténcia macia e um sabor doce levemente
acidificado (MORAES et al., 2008).

Adicionalmente o morango também apresenta caracteristicas nutricionais importantes,
sendo fonte de vitaminas e minerais (GUIMARAES et al., 2013). Quanto suas propriedades
nutracéuticas, em 100g de morango possuem aproximadamente uma umidade de 91,5%,
apresenta um conteddo de proteinas (0,679), lipideos (0,30g), carboidratos (7,68g), dentre 0s
quais se destacam a sacarose (0,479), frutose (2,449) e glicose (1,99g). Sua composicao mineral
conta com elementos como célcio, potassio, magnésio, fosforo e ferro, além de possuir
vitaminas significantes como a C e as do complexo B (By, B2, Bz, Bs, B, Bg e Bg). O alimento

também possui valores baixos de calorias (30kcal) representando uma excelente alternativa para
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dietas com restri¢Ges caldricas (FRANCOSO et al., 2008; TACO, 2011; GIAMPIERI et
al, 2012).

A elicitacdo do sabor do morango resultada da combinacdo de muitos
componentes como acidos, aclcares, compostos volateis, pigmentos, estrutura e turgor
(CHRISTENSEN, 1983; SCHWIETERMAN et al., 2014). Os carboidratos sdo os
grandes responsaveis pelo sabor do morango influenciando também no
amadurecimento, do pseudofruto quando consequentemente seu incremento resulta no
aumento de ésteres volateis percursores responsaveis pelo seu aroma (BOOD e
ZABETAKIS, 2002).

Segundo Ogiwara e colaboradores (1998) os aclcares mais abundantes
envolvidos no sabor do morango sdo respectivamente a sacarose, frutose e glicose,
sendo que a composicdo total de carboidratos pode mudar entre as variaveis da fruta,
porém esta propor¢do se mantém a mesma. Existe um incremento da concentragdo de
glicose e frutose durante o desenvolvimento, ja a concentracdo de sacarose aumenta em
seu amadurecimento. (PERKINS-VEAZIE, 1995; MOING, 2001). Apo6s, ocorre a
diminuicdo destes acucares sendo isto relacionado com o aumento do peso do
pseudofruto (MONTERO et al., 1996). Ja o leve sabor acerbo do morango é provindo
das concentragdes de acidos organicos ndo volateis os quais modificam o pH celular do
pseudofruto, dentre eles o &cido citrico é o mais significativo (KADER, 1991).

Além disso, outros componentes estruturais de frutas e vegetais tem sido
bastante explorados devido a recorrente difusdo de praticas saudaveis de alimentacao.
Os fitoquimicos sdo um exemplo, apresentam natureza variavel podendo ser compostos
fendlicos, nitrogenados, alcaloides, carotenoides, dentre outros. Em geral apresentam
acao antioxidante minimizando danos estruturais causados a componentes celulares
podendo até prevenir a proliferacdo de neoplasias (BAENA, 2015). No morango um
destes fitoquimicos sdo as antocianinas, tratam-se de compostos polifendlicos
responsaveis pela coloragdo avermelhada do pseudofruto sendo quantativamente
também os compostos mais importantes dessa classe. Existem cerca de 25 diferentes
antocianinas no morango, a mais representativa é pelargonidina-3-glucosideo seguida
da cianidina-3-glicosideo (GIAMPIERI et al, 2012).

35



36

2.8 Producéo e Comercializagdo do Morango

Todas culturas agricolas apresentam uma faixa de crescimento 6tima em relacdo as
condicdes ambientais, sendo algumas mais tolerantes a variacdo climatica e outras ndo. Para o
morangueiro ndo é diferente, das variaveis mais importantes para seu desenvolvimento estdo o
fotoperiodo (tempo de exposicéao diario a luz) e a temperatura (SERCE e HANCOCK, 2005).
Em relacdo a essa consonancia existem duas categorizacdes principais para seu cultivo, as
cultivares de dia curto que florescem mediante a periodos de exposic¢do luminosa menor que 12
horas e temperatura baixa, e dia neutro que sdo aquelas que ndo dependem da luminosidade
para florescer, mas que necessitam de temperatura suficientemente altas (10 — 28°C) para
manter a frutificacdo, isso possibilita que essas cultivares venham a reflorescer consecutivas
vezes produzindo diversas vezes ao ano (TAKEDA et al. 2008; COCCO et al. 2016; VIDAL e
SANTOS, 2017).

Das cultivares de dia curtos podem ser citadas: Camarosa, Oso Grande, Camino Real,
Festival, Fronteras e Merced. Ja dentre as cultivares de dia neutro estdo: Albion, San Andreas,
Monterrey, Portola, Aromas, Cabrillo e Cristal. Cada uma destas cultivares de morango
apresenta variacdes fenotipicas e genotipicas (VIDAL e SANTOS, 2017).

Contudo, como visto anteriormente existem diversas cultivares para uma mesma fruta.
A explicacdo disso deve-se ao desenvolvimento de programas de melhoramento genético que
possibilitam a variacdo na produtividade. Com isso tem-se incrementado o nimero e tamanho
dos frutos produzidos, melhor coloracdo e resisténcia da polpa, alteracdo do sabor (acidez e
docura), resisténcias e tolerancias abi6ticas como a temperatura e ao fotoperiodo, resisténcias
bidticas a patdgenos especificos e também o aumento da durabilidade das frutas em prateleira
(MOURA, 2019). Segundo Galvao (2014) existem mais de 40 programas de melhoramento
genético para o morangueiro ao longo do mundo a maioria concentrada na América do Norte e
Europa. No Brasil de acordo com Castro (2004) os programas de melhoramento genético
iniciaram-se em 1941 mediados pelo Instituto Agronémico de Campinas.

De acordo com Zeist e Resende (2019) no Brasil os programas de melhoramento
genético do morango devem contemplar algumas caracteristicas para que sua produgdo e
comercializagdo se equipare a cultivares internacionais. Dentre estas caracteristicas estdo o
aumento do rendimento por colheita, aumentar a resisténcia a patbgenos na mesma proporc¢ao
que seja diminuida a necessidade de aplicacdo de defensivos agricolas, diminuir o namero de

perdas em campo, aumentar a eficiéncia de absorcao de agua e nutrientes, melhorar a qualidade



nutricional dos frutos e também conciliar questdes como a sustentabilidade agricola e
preservacao do meio ambiente. Desta maneira € possivel observar que a propaga¢édo do
morango € muito relativa aos seus programas de melhoramento, sendo que a escolha da cultivar
pode demonstrar melhores resultados ao produtor.

O morangueiro é cultivado sob muitos sistemas de producdo se adequando a
necessidade e espaco disponivel ao produtor. Dentre eles estdo 0s sistemas
hidropdnicos, e de cultivo direto no solo. Um dos sistemas mais adotados no Brasil € 0
de mulching, trata-se da utilizacdo de malhas plasticas (geralmente de coloragéo preta)
que possibilita fundamentalmente a elaboracdo de um microclima para as plantas no
solo. A utilizacdo dessas malhas atende o revestimento em canteiros evitando perdas de
agua e solo, otimizando a eficiéncia no uso de fertilizantes e reduzindo a incidéncia de
plantas daninhas e doencas. O método também evita que os frutos entrem em contato
direto com o solo, assim ocorre a reducdo da contaminagdo de morangos sendo esta uma
alternativa relativamente mais asséptica (BORTOLOZZO et al., 2007; UENO, 2014;
PILLA e GIMENEZ, 2017). A rotacdo da cultura é recomendada para evitar a incidéncia
de doencas (BORTOLOZZO et al., 2007; ANTUNES e PERES, 2013).

O morango é difundido em escala mundial. Sua producdo conta com uma area
beneficiada de cerca de 372 mil hectares ao longo do globo, de onde sdo colhidos um
volume anual maior que 8 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2018a). O continente
asiatico apresenta a maior contribui¢do para a prospeccao da cultura onde 46.6% séao
produzidos, o continente americano segue contribuindo com 25.9% e em terceiro lugar
esta o continente europeu com 25.2%. Em relacdo aos paises, 0 maior produtor mundial
de morango é a China com uma producdo relativa de 40.3% do total (TRIDGE, 2020),

tais tendéncias estdo apresentadas na Fig. 3.
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Figura 3: Tendéncias globais da producao de morango de 2006 a 2020. Toneladas por ano (K:
mil toneladas, M: milhdes de toneladas). Cores representam os paises.
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Fonte: Tridge.com. Disponivel em: https://www.tridge.com/products/stawberry/production

De acordo com Hommel (2019), a producao global de morango nos ultimos 5 anos
(2013 - 2018) foi crescente, onde existe uma maior demanda do produto para datas
comemorativas. Além disso, foi visto que em 2018, 891 mil toneladas de morango foram
exportadas movimentando um capital de 2.6 bilhdes de dolares, sendo a Espanha a maior
exportadora do produto. Quanto a importacdo foi constatada a movimentacdo 2.9 milhdes de
ddlares em 911 mil toneladas onde o pais que mais adquiriu o produto foram os Estados Unidos.

Quanto ao cenario nacional do morango a época de cultivo segue de janeiro a maio,
contudo o sucesso da cultura é muito dependente da regido e também da temperatura
(RESENDE, 2011; MACHADO, 2016). A producdo ultrapassou 100 mil toneladas, sendo 0s
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul os maiores contribuintes
(FAGHERAZZI et al., 2017). Segundo Resende Filho e colaboradores (2017) em 2016 a area
beneficiada pela cultura de morango foi de 4300 hectares sendo produzidas 155,440 toneladas
da fruta, o resultado disso foi o rendimento de R$1,2 bilhdes. Os numeros da producéo de
morango no Brasil podem ser consultados na Fig. 4.
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Figura 4: Produgédo de Morango no Brasil de 2006 a 2020. Quantidade (K: mil toneladas) por

ano.
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Fonte: Tridge.com. Disponivel em: https://www.tridge.com/production/0544/BR

O cultivo do morangueiro beneficia pequenos e médios produtores sendo uma
alternativa viavel para a complementacéo de renda e producdo familiar. Isto demonstra
que a producdo do morango se mostra promissora para 0S proximos anos no pais
(ANTUNES e PERES, 2013).

2.9  Sustentabilidade Agricola

Consequentemente a grande producdo de morango carece também de uma alta
demanda de defensivos agricolas. Isto decorre principalmente da fragilidade da cultura
que a torna mais suscetivel a doencas e pragas, além de praticas inadequadas de
aplicacdo destes insumos (COSTA et al., 2012). De modo geral, a superficie terrestre
cultivada no planeta equivale a um ter¢o do seu total (excluindo areas congeladas)
(RAMANKUTTY et al., 2008). A agricultura constitui o0 meio de vida para cerca de
40% da populacdo global, sendo uma atividade fundamental para a producdo de
alimentos, combustiveis e matéria prima, 0 que provém o sustento para 0 crescente
namero de 7 bilhdes de habitantes do planeta (RAMANKUTTY et al., 2018).

Alexandratos e Bruinsma (2012), estimam que a populacdo global ira crescer
35% até 2050. Isto exigird o aumento de 60% da producdo agricola em relacdo a
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producdo atual. Contudo, junto a este incremento de produgdo também serd necessério o
aumento da demanda de defensivos agricolas, justamente para garantir o sucesso das culturas
mediante as pragas em campo, ou também para regular o crescimento vegetal. S&o aplicados ao
longo do globo cerca de 2 milhdes de toneladas de pesticidas 47% herbicidas, 29.5% inseticidas
e 17.5% fungicidas (5.5% outros) sendo previsto que até em 2020 ocorrerd um aumento
expressivo com o uso de 3.5 milhdes de toneladas (ZHANG, 2018; SHARMA et al. 2019a). Os
cinco paises que mais consomem pesticidas de acordo com a FAOSTAT (2018b) sdo China,
Estados Unidos, Brasil, Argentina e RuUssia e isto evidencia como a sociedade se encontra
atualmente dependente da aplicacdo destes defensivos. No Brasil em particular séo utilizados
aplicados 20% do total de pesticidas utilizados mundialmente, incluindo uma lista de diversos
defensivos banidos em alguns paises devidos a seus severos efeitos toxicoldgicos
(FERNANDES et al., 2020; PAUMGARTTEN, 2020).

Entretanto muitas vezes a aplicagdo de defensivos agricolas é realizada de maneira
indiscriminada. Isto implica em impactos severos nas condi¢fes ecossistémicas, principalmente
no solo e agua, para a biota natural e até para a saude do trabalhador e consumidor (PIGNATI,
2018). Praticas de fertilizacdo insustentaveis também colaboram para o desequilibrio de ciclos
biogeoquimicos, eutrofizacdo de corpos hidricos e na emissdo de gazes de efeito estufa
(AMUDSON et. al, 2015; STEFFEN et al., 2015). As contaminagdes com agrodefensivos
persistem por muito tempo no ambiente e podem ser bioacumuladas e biomagnificadas nos
seres Vvivos 0 que acarretam efeitos toxicoldgicos ainda mais delicados (SRIVASTAVA et al,
2020).

De acordo com Khan et al. (2002), os defensivos agricolas causam impactos adversos
para a recuperacdo de agrossistemas e meio ambiente, assim como para a sociedade maiores
que o préprio retorno econdmico gerado pela sua aplicacdo. (GHIMIRE e WOODWARD,
2013). Pimentel (2005) estimou os custos desprendidos nos Estados Unidos para arcar com a
recuperacdo social em diversas vertentes. Foi visto que sdo gastos por ano US$9645 milhdes dos
quais de maneira mais significativa sdo arcados US$2160 milhdes nas perdas de passaros,
US$2000 relativos a contaminacéo do solo e agua, US$1140 milhdes utilizados para cobrir os
impactos na saude pablica, US$334 em perdas de abelhas e outros polinizadores entre outros
valores.

De maneira mais crucial o uso de pesticidas promove a selecdo de pragas no ambiente.
Naturalmente estes agentes adquirem resisténcia aplicacdo de defensivos devido ao processo

de selecdo natural. Bourguet e Guillemaud, (2016) afirmam que j& foram relatados mais de



10000 casos de resisténcia a 300 diferentes tipos de inseticidas em artrépodes, e 300
casos de resisténcia a 30 fungicidas diferentes por parte de fungos fitopatogénicos. O
gue impressiona nestes casos € a quantidade de espécies que conseguiram desenvolver
a resisténcia, onde nos dois casos mais de 200 espécies sobrevivem a aplicacdo dos
pesticidas.

O uso demasiado de agrotoxicos e seus impactos na saude especialmente a longo
prazo tem se tornado uma preocupacdo principalmente no que se refere a aceitacédo
destes pelo consumidor. Mebdoua (2018) alertou sobre a persisténcia de residuos de
pesticidas em vegetais e frutas em concentragdes excedentes aos limites padronizados. No
Brasil segundo suas anélises 59.32% de 7278 frutas (um total de 4294 frutas) apresentam
residuos de agroquimicos impregnados. Sendo assim é necessaria a intervencao no atual
sistema de producéo agricola a partir da elaboracéo e conscientizagcdo de produtos que
diminuam a necessidade de aplica¢do de insumos quimicos.

Tem-se falado muito em desenvolvimento sustentdvel em questdes levantadas
em contrapartida a aplicacdo de insumos quimicos. Este termo foi estipulado em 1987
pela Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento parte da ONU no
relatorio de Brundtland e desde entdo em demais conferéncias de cunho ambiental como
a Rio-92 e Rio + 20 (DATTO, 2020). O objetivo fundamental seria a conciliagdo do
desenvolvimento econdmico, social e conservacdo ambiental de modo a preservar 0s
recursos naturais no presente garantindo sua perpetuacao para as proximas geracoes.

No Brasil a lei N° 6938/81 que rege a Politica Nacional do Meio Ambiente
dispbe de deliberages que possibilitem no pais o cumprimento de todas as vertentes
estipuladas para o desenvolvimento sustentavel. Para tanto, no Artigo 2° existem
medidas que assumem a responsabilidade governamental em assegurar a manutencao
do equilibrio ecolégico. Nele é constatando que o0 meio ambiente € um patriménio
publico, a protecdo de ecossistemas e a racionalizacdo de recursos como solo, subsolo,
ar e agua sdo pretendidas em formas de planejamento e fiscalizacdo, sobretudo
exaltando o controle e zoneamento das atividades potencialmente poluidoras a regifes
néo fragilizadas. No Artigo 3°existem algumas defini¢des para explicitar o conceito de
poluicdo. De acordo com a lei trata-se de qualquer atividade direta e indireta que
influenciem negativamente as condi¢des do meio ambiente, da biota e salde e seguranca
da populagdo, assim resultando na emissdo de matéria ou energia de diferentes formas

no meio ambiente. Ja o Artigo 4° delibera sobre os objetivos da politica nacional do
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meio ambiente e um deles é o incentivo a elaboracéo de pesquisas nacionais que orientem o uso
nacional do meio ambiente, sendo estd uma medida essencial para a minimizacao dos impactos
causados agora e futuramente pelas atividades humanas (BRASIL, 1981).

Recentemente estratégias alternativas de producdo estdo sendo difundidas com maior
facilidade, estas ideias sdo bases da ciéncia conhecida como agrobiologia. De acordo com
Mérida (2020), a agrobiologia representa um sistema global de gestdo da producédo, a
diversidade bioldgica deve prevalecer determinando um ambiente sustentavel a partir da
integracdo de processos bioldgicos, mecanicos, fisicos e agrondmicos. Entretanto a mudanca
do nosso atual sistema agricola para um mais sustentavel encontra alguns desafios. Segundo
Eyhorn e colaboradores (2019) é possivel conduzir essa transi¢cdo de uma maneira sinérgica e
natural adotando algumas intervenc@es como incentivar e ampliar as medidas que facilitem a
incorporacdo destes sistemas, estimular a demanda do mercado para o consumo de alimentos
saudaveis, incentivar melhorias nos sistemas alimentares e de producdo j& os direcionando a
praticas sustentaveis e por Ultimo exigir por parte da industria uma pressao de aceitagdo de
produtos ecologicamente sustentaveis.

Como fruto da agricultura sustentavel nasce um mercado absolutamente promissor, o
de produtos orgénicos. Abrangidos pela lei n® 10.831, de 23 de dezembro de 2003 dispde sobre
a agricultura organica outras providéncias, 0s organicos sdo aqueles que possuem uma
qualidade diferenciada mediantes a outros por pertencerem a sistemas produtivos com o uso
reduzido/restrito de insumos aplicados de maneira intencional. E de muita importancia para o
pais uma legislacao sobre este tipo de produto pois possibilita ao agricultor direitos perante a
justica a sua mercadoria e da mesma maneira estabelece ao consumidor parametros para avaliar
a qualidade do produto que adquire.

Em outras linhas a lei dos produtos organicos também dispbe sobre a preservacdo da
biodiversidade em ecossistemas naturais, promover o uso sustentavel do solo, da parcela biética
presente neste e mais importante de sua fertilidade a longo prazo, a reutilizagéo e reciclagem
de recursos renovaveis. Além disso é necessario promover a integracao dos produtos organicos
na sociedade (BRASIL, 2003).

De modo geral, 0 mercado de organicos no Brasil € auspicioso. Em 2018 cerca de 17
mil produtores e 22 mil unidades de producao organica estavam registradas (LIMA et al., 2020)
sendo também estimado o crescimento anual de 20% deste mercado (SEBRAE, 2020). Em
nameros os produtos organicos lucram nas casas de bilhdes, segundo a Organizacdo Brasileira

da Producdo Orgénica e Sustentavel em 2018 foram arrecadados R$ 4 bilhdes e em 2019 de R$



4,6 bilhdes (REVISTA GLOBO RURAL, 2020a). A Fig. 5 apresenta a disposi¢do de

unidades de produgdo organica no pais.

Figura 5: Mapa das unidades de producéo organica no Brasil.
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Fonte: Lira 2018.

O Brasil, mesmo com algumas limitacGes é um pais referéncia na preservacdo
do meio ambiente e desenvolvimento sustentavel. De forma recorrente surgem novas
sansdes que beneficiam a interacdo e o desenvolvimento de novas tecnologias
ecologicamente viaveis, uma delas é o decreto n°® 10.375, de 26 de maio de 2020 que
institui o Programa Nacional de Bioinsumos e o Conselho Estratégico do Programa
Nacional de Bioinsumos. Por definicdo do decreto bioinsumos séo produtos, tecnologias
ou processos de origem animal, vegetal ou microbiana e que interfiram positivamente
no crescimento destes de processos agricolas e florestais de uma.

Além disso, o programa incentiva o firmamento de parcerias publicas e privadas
para o desenvolvimento de bionsumos, e estabelece estruturas necessarias para suportar
a sua producdo segundo as boas praticas agricolas. Também sdo diretrizes do programa
estimular alternativas de desenvolvimento focadas na redugdo da contaminagdo e
desperdicios de recursos de uma forma ecologicamente sustentavel e economicamente
viavel, valorizar a biodiversidade brasileira e implementar sistemas sustentaveis de

produgéo.
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Entre seus objetivos estdo fomentar a pesquisa e apoiar o desenvolvimento de empresas
com esse fim, criar uma base de dados atualizada sobre bioinsumos e também beneficiar
sistemas produtivos sustentaveis (agricultura sustentavel, sistemas agroecoldgicos e
agroflorestais, recuperacdo de pastagens e integracdo lavoura-pecuaria-floresta). Nota-se que o
conselho para a regulamentacdo proposto pelo decreto apresenta uma boa representatividade
por parte de seus integrantes sendo eles componentes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), Ministério da Ciéncia,
Tecnologia, Inovacdo e Comunicacdo, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos
Naturais (IBAMA), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) além de
representantes da sociedade civil (BRASIL, 2020).

Em termos econdmicos 0s bioinsumos beneficiam bem a econémia. Em 2019 ocorreu a
movimentacdo de R$ 675 milhGes com o crescimento de 15% em relagdo ao ano anterior.
Segundo o diretor Cleber Soares (Ministério da Agricultura) o Brasil apresenta 40 milhdes de
hectares cultivados com bactérias promotoras de crescimento utilizadas em processos agricolas
como promotoras de crescimento, e conforme Croplife uma empresa que reline empresas do
setor de biodefensivos, existem 73 projetos relacionados pela Embrapa e 319 produtos
bioldgicos registrados no Ministério da Agricultura (REVISTA GLOBO RURAL 2020b).

Sendo assim, é possivel observar um futuro promissor. Existe um incentivo
governamental para a conservacao dos recursos e qualidade ambiental, a partir de politicas e
decretos. Da mesma forma, também existe uma boa prospeccao e desenvolvimento de produtos

e tecnologias voltados a preservacao.

3 Consideracoes Finais

Ao longo deste referencial tedrico foi discutido o potencial biotecnolégico dos
microrganismos associados a promocdo de crescimento em plantas. De modo especifico, a
aplicagdo destes para cultura do morango se faz uma justificativa promissora mediante 0S
desafios necessarios para atingir um desenvolvimento sustentavel e vidvel as préximas
geragdes. Sobretudo, a cultura do morango esté crescendo em um ritmo promissor, e a utilizagdo
de métodos sustentaveis ja neste inicio de expansdo seria uma maneira de assegurar uma

agricultura ecologicamente estavel.
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Nas Ultimas décadas a sociedade vem ressignificando a importancia do manejo
do meio ambiente tanto como modulador de condig¢Ges, quanto também provedor de
recursos. Desta maneira, abordagens como a producdo de bioinsumos e a agricultura
organica podem ser conciliadas de modo que 0s microrganismos sejam incrementos
produtivos que reduzam demanda de insumos quimicos, gerando a0 mesmo tempo

alimentos de qualidade.

Sendo assim, estudos e desenvolvimento de novas tecnologias a partir de
microrganismos promotores de crescimento devem ser cada vez mais fomentados. Os
resultados obtidos em diversas publicacdes cientificas e a elaboracdo crescente de
produtos bioldgicos corroboram o0 seu uso como vetores de um desenvolvimento
sustentavel. De tal modo, o potencial dos promotores de crescimento sugere eles como

protagonistas dos novos métodos agricolas que serdo desenvolvidos no futuro.
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PARTE 2: ARTIGO

CONSORCIO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO NA CULTURA
DO MORANGUEIRO

RESUMO

O objetivo deste estudo é avaliar a capacidade de promocao de crescimento de bactérias
selecionadas, e ap6s as inocular em diferentes combina¢fes em mudas de morango
avaliando seus efeitos benéficos. Também é pretendido analisar a contribuicao das bactérias
para a reducdo do requerimento total de adubacdo no morangueiro. Os microrganismos
utilizados neste estudo foram Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium e Brevibacillus
sp. Foram realizados testes in vitro para evidenciar o fornecimento de nutrientes (N, P, K e
Ca), siderdforos e acido indol- acético (IAA). O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com a inoculacdo das
bactérias em mudas de morango de forma isolada, em pares e tripla, onde também foi feita
a adubacdo com 30% de N e P. Os controles foram plantas ndo inoculadas adubadas com
100% e 30% da demanda de N e P. Ao final do experimento (138 dias) foram realizadas
pesagens e medidas a respeito do comprimento, matéria fresca e seca das raizes, parte aérea
e do total das mudas. Foi visto que 0s microrganismos apresentaram resultados positivos
em todos os aspectos analisados para a disponibilizacdo de nutrientes e sintese de 1AA,
entretanto ndo foi constatada a producéo de sidero6foros. Os resultados apontaram que 0s
morangueiros responderam de maneira positiva a inoculagdo. De modo geral, a maioria dos
tratamentos obteve rendimentos superiores ao controle adubado a 30% sem inoculacéo e
semelhantes ao controle ndo inoculado com 100% de adubacdo. Foi visto que os indculos
proporcionaram o desenvolvimento da coroa, crescimento radicular e acimulo da biomassa.
Desta maneira, o intermédio dos microrganismos permite a reducdo na demanda da
adubacdo para o morangueiro em até 70% do total, pois sua utilizacdo conduz o
desenvolvimento da planta em rendimentos equiparaveis a adubacdo completa.

Palavras-chave: Agricultura Sustentavel. Consorcio Microbiano. Screening Metabdlico.
Interacdo Planta x Microrganismo.
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1 INTRODUCAO

As bactérias sdo microrganismos capazes de interagir com plantas de maneira benéfica.
Isso ocorre devido diversos mecanismos que conferem a elas capacidade de disponibilizar
nutrientes fundamentais para os vegetais (ALEXANDER e ZUBERER, 1991), como a fixagao
do nitrogénio (FRANCHE et al., 2009), solubilizacdo de fosfatos inorganicos (BILLAH et al.,
2019), sintese hormdnios vegetais (ASGHAR et al. 2002) entre outros mecanismos. Devido a
este fato, essas bactérias s@o conhecidas como promotoras de crescimento em vegetais e vem
sendo exploradas biotecnologicamente.

Atualmente o modelo agricola se apresenta muito dependente da utilizagdo de insumos
quimicos, os quais muitas vezes ndo sdo corretamente aplicados. Isso acarreta danos ao meio
ambiente devido a exploracdo ndo sustentavel das fontes de nutrientes, como por exemplo, 0s
depdsitos de rochas fosfatadas (WALAN et al., 2014; VACCARI et al., 2019). Assim como,
por processos de lixiviacdo e eutrofizacdo causando um desbalanco das condigdes favoraveis
do meio (SHARPLEY, 1995). Também ocorrem prejuizos econémicos ao produtor, pois em
muitos casos € necessaria uma alta dosagem de fertilizantes para que uma pequena fracao seja
aproveitada pelas plantas (PIGNATI, 2018; SRIVASTAVA et al, 2020).

A agricultura é uma atividade fundamental para o desenvolvimento humano, e existe
uma tendéncia global na expansdo de areas cultivadas. Um exemplo disso é a cultura do
morango, onde no Brasil a producdo ultrapassou 100 mil toneladas, sendo os estados de Minas
Gerais, Sao Paulo e Rio Grande do Sul os maiores contribuintes (FAGHERAZZI et al., 2017).
Segundo Resende Filho e colaboradores (2017) em 2016 a area beneficiada pela cultura de
morango foi de 4300 hectares.

O uso de microrganismos como inoculantes, de forma isolada ou em consércios vem
sendo bastante explorado em muitas culturas (BRADACOVA et al., 2019; RIOS-RUIZ et al.,
2020; WANG et al., 2020). Bactérias como Azospirillum brasilense tem sido componentes de
formulacGes de produtos e alvo de estudos, principalmente por ser um microrganismo
diazotrofico capaz de fixar nitrogénio (LOVAISA et al., 2016; ANDRADE, 2019). O género
Bacillus também demonstra capacidades interessantes na solubilizagdo de fosfatos e producéo
de outros metabolitos (NANDISH, 2018; OLANREWAJU e BABALOLA, 2019).

Além disso, a utilizacdo de microrganismos promotores de crescimento como
biofertilizantes contribui para a reducdo da demanda de aplicacdo dos insumos quimicos

(ALORI e BABALOLA, 2018). Estudos apontam que a inoculagdo de microrganismos



possibilita o crescimento de culturas mesmo com a reducdo da adubagéo nitrogenada
em 25% (SANDINI et al., 2019), em 50% (ROMERO-PERDOMO et al., 2017), e de
50-75% da demanda conjunta de nitrogénio e fosforo (NOSHEEN et al., 2018)
apresentando resultados que se equiparam com ao requerimento completo da adubacéo.

Sendo assim, a interacdo planta x microrganismos se faz uma alternativa
ecologicamente viavel para a producdo agricola. Sendo que, atualmente € inviavel o
estabelecimento de uma agricultura que nao garanta a sustentabilidade dos recursos para
as geracOes futuras (MENDES et al., 2013; GOMES et al., 2016).

Este estudo foi realizado com as bactérias Azospirillum brasilense, Bacillus
megaterium e Brevibacillus sp., e teve como objetivo averiguar a capacidade
biofertilizante delas na disponibilizacdo de nutrientes (N, P, K, Ca), producdo de
siderdforos e na sintese de &cido indol-acético. Além disso, essas bactérias foram
inoculadas isoladas ou em combinagdes em mudas de morango com adubacdo reduzida
de N e P, assim objetivando-se analisar o potencial de promocéo de crescimento a partir
de aspectos morfoanatdomicos e deduzindo se o emprego delas possibilita a reducédo de

parte do requerimento nutritivo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Condicgbes de cultivo dos isolados e padronizacéo dos indculos

Os microrganismos selecionados neste estudo sdo Azospirillum brasilense (Ab-
v5) e Bacillus megaterium (CCMA 0004) da Colecdo de Culturas da Microbiologia
Agricola da Universidade Federal de Lavras (CCMAUFLA,
http://www.ccma.dbi.ufla.br), e o isolado Brevibacillus sp (MET12M2).

Para producdo dos inoculos para realizacdo dos testes, os isolados foram
reativados em meio agar-nutriente (3g/L™* de extrato de carne, 5g/L* de peptona, 15g/L"
! de 4gar). Para realizacdo dos testes in vitro foi utilizado o meio caldo nutriente (3g/L"
! de extrato de carne, 5g/L! de peptona). A temperatura de incubagdo foi de 30° C, o
pH ajustado a 6,8 com agitacdo dos recipientes de cultivo em shaker orbital em 120 rpm.

Nos testes in vitro todos isolados foram submetidos a cultivo em meio de cultura
liquido constituindo um pré-indculo. Desta maneira, apos 12 horas de cultivo as culturas
tiveram sua densidade dptica padronizada em espectrofotdbmetro no comprimento de

onda e 600 nm & um valor de 0.5 equivalente a 1x108 UFC/mI na escala de McFarland.
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A partir destes inoculos, contendo um nimero de unidades formadoras de col6nia aproximado,

foram coletadas aliquotas para a realizagdo dos testes bioquimicos.

2.2  Avaliacao da interagéo entre as colonias

Para avaliar os efeitos sinérgicos ou antagbnicos entre as colonias foi realizado o co-
cultivo dos microrganismos adaptando a metodologia proposta por Berendsen e seus
colaboradores (2018). Foram extraidas aliquotas de 1uL da suspenséo de células padronizadas,
e sua inoculacdo foi realizada em meio de cultura agar nutriente em 3 pontos diagonais, em uma
cultura mista confrontando as estirpes em pares (Ab-vb + CCMA 0004: T1, Ab-v5 +
MET12M2: T2, CCMA 0004 + MET12M2: T3).

Desta maneira, a ndo compatibilidade entre 0s microrganismos durante seu crescimento
foi averiguada pela visualizacdo de halos inibitorios decorrentes da competi¢do ou antibiose.

As bactérias foram constatadas como sinérgicas caso este halo ndo estivesse presente.

2.3 Perfil metabdlico das bactérias promotoras de crescimento

2.3.1 Fixacdo biolégica de nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio foi verificada conforme Patel e Panchal (2020) em
meio de cultura 4gar Ashby (0,10g/L de K>HPOs, 0,40g/L de KH2PO4, 0,20g/L de MgSO4
7H20, 0,1g/L de NaCl, 0,01g/L de FeCls, 0,02 de NaMoOs, 0,03g/L de MnSOa, 20g/L de
Sacarose e 15g/L de agar, pH = 6,8 - 7). Para isso foi realizado o plagueamento dos
microrganismos em triplicatas. A proliferacdo celular em placa é um indicativo positivo de que
0s microrganismos assimilam o nitrogénio atmosférico para fomentar seu crescimento, visto

que este meio ndo contém fontes de nitrogénio para beneficiar a desenvolvimento microbiano.



2.3.2 Solubilizacao de fosfato e célcio

Como experimento para avaliar a capacidade dos isolados em solubilizar fosfato
foi seguida a metodologia de Nautiyal (1999). Os isolados foram reativados a partir de
seu cultivo em caldo nutriente e tiveram sua densidade Optica padronizada.

Para aferir a capacidade de solubilizagéo de fosfato os isolados foram cultivados
em meio de cultura NBRIP (10g/L* de glicose, 5¢g/L de MgCl,..6H-0, 5g/L?! de
Caz(POa4)2, 0,25¢/L™! de MgS04.7H20, 0,29/L™* de KCI, 0,1g/L™ de (NH4)2S04 e 15g/L"
! de 4gar, pH= 6.8 - 7), em conseguinte foram inoculados 10ul da suspenséo de células
de cada isolado separadamente em 3 pontos equidistantes na placa de petri. Os
tratamentos em triplicata (repeticdes) foram armazenados por 15 dias sob temperatura
de 30° C.

Ja para a solubilizacdo de calcio foi utilizado a metodologia de Paguay e Vasco
(2013). Foi utilizado 0 meio de cultura Pikovskaya composto por 2,5g/L de Caz(POa4)2,
2,5¢/L e CaCOs, 0,5g/L de (NH4)2SOs4, 0,2g/L de NaCl, 0,1g/L de MgS0..7H20, 0,2g/L
de KClI, 0,5¢/L de MnSQg, 0,5¢/L de Extrato de levedura, 10g/L de Glicose e 15g/L de
agar (pH = 6,8 - 7). O procedimento para a realizacdo deste teste foi 0 mesmo citado
anteriormente.

A capacidade em solubilizar fosfato e célcio foi mensurada a partir da
constatacdo do halo translucido ao redor das coldnias, sendo estd uma evidéncia da
solubilizacdo de fosfato de tricdlcio (Cas(POs)2) e de carbonato de calcio (CaCOs). A
significancia da degradacdo dos elementos foi mensurada com o do célculo do indice de
solubilizacdo (IS) (BERRAQUERO et al., 1976; NAUTIYAL, 1999; CHAGAS
JUNIOR et al., 2010).

IS Didmetro da colonia + Didmetro do Halo

Diametro da colonia

2.3.3 Solubilizacédo de Potéassio

A capacidade em solubilizar potassio foi conferida de acordo com a metodologia
de Sun e colaboradores (2020), com o meio Aleksandrov modificado. O meio utilizado
foi composto de 5g/L de KNOgs, 0,2g/L de KCI, 0,5g/L de (NH4)2:SOs, 0,1g/L de
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MgS0..7H20, 0,1g/L de MnSO4, 0,125g/L de purpura de bromocresol, 10g/L de glicose, pH =
6.8 -7. A positividade do teste é conferida a partir da constatacdo do halo amarelo no meio de

cultura resultante da alteracdo do pH indicada pelo purpura de bromocresol.

2.3.4  Producdo de Sideroforos

A producao de Siderdforos foi conferida a partir da metodologia de Louden et al. (2011)
com modificagBes. Para isso foi utilizado o meio de cultura B-King seguindo o seguinte

processo:

Meio B-King: 1,5¢g/L K:HPO4, 1,5 g//L de MgSO4 7H,0, 15 ml/L de glicerol, 15¢/L

de &gar.
Solugéo A (CAS): 72,9 mg de HDTMA dissolvidos em 40ml de agua destilada.

Solugdo B: 60,5 mg de sulfonato de cromo azurol, dissolvidos em 50ml de agua
destilada adicionados a uma solucdo de 0,0027g de FeClzem 10 ml de HCI (10mM).

Para o preparo do meio de cultura as duas solugdes foram misturadas e autoclavadas
separadamente ao meio. Apos a esterilizacdo, o meio de cultura e as solu¢es foram misturadas
em uma proporc¢ao de 9:1 respectivamente, sendo assim vertidos em placas de petri. A avaliacdo
da producéo de siderdforos foi realizada a partir da observacdo de halos amarelados no meio e

cultura.

2.3.5 Alteracdo do pH

A alteracao do pH foi mensurada seguindo Vincent (1975). Desta maneira foi utilizado
o meio ELMABT (Extrato de Levedura Manitol, Agar Azul de Bromotimol) composto por 1g/L
de KoHPOq4, 0,18g/L de MgSO4 7H20, 0,2g/L de NaCl, 9g/L de manitol, 1,5g/L de extrato de
levedura, 5ml de solucdo de azul de bromotimol e 15g/L de &gar, pH = 7. Este meio de cultura
apresenta uma coloragdo esverdeada devido ao pH igual a 7, se 0 microrganismo cultivado
causar uma acidificacdo do meio ele se tornard amarelado, caso ele acalinize o meio ele

apresentara tons azulados.



2.3.6 Sintese de Acido Indol Acético (I1AA)

A partir o método colorimétrico de Salkowski (GORDON e WEBER, 1951,
LOACES et al., 2011) foi avaliada a capacidade de sintese do acido indol-acético entre
os isolados O meio de cultura para este teste foi o caldo nutriente incrementado com
triptofano (100pg/mL). Os isolados foram cultivados e tiveram sua densidade Optica
padronizada. Apds, uma aliquota de 250l da suspensdo de células foi inoculada sendo
cada tratamento realizado em triplicata. Durante um periodo de 7 dias os isolados foram
incubados em BOD a 30° C e logo apds foram submetidos a centrifugagdo em 12000
rpm por 5 minutos.

A avaliacdo da producao do fitohorménio foi realizada a partir da mistura de 1ml
do sobrenadante obtido com 2ml de reagente de Salkowski (1,875g de FeClz.6H20,
150mL de H2SO4 a 35% e 100mL de 4gua) onde novamente ocorreu seu armazenamento
em BOD a 30°C por 15 minutos na auséncia de luz. Posteriormente, em
espectrofotobmetro foi analisada a absorbancia no comprimento de onda em 530 nm
assim os resultados das auxinas sintetizadas comparadas aos valores para curva padrao
de AIA nas concentracdes de 5, 10, 12, 15, 18, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120,
140, 160 e 180 pg/mL. A coloracdo rosada das amostras é o indicativo positivo da

presenca de auxinas.

2.4 Inoculacdo microbiana e delineamento experimental

O experimento foi realizado durante 4 meses (11/03/2021 — 29/07/2021)
abrangendo todo o ciclo do morangueiro. Ele foi conduzido em casa de vegetagéo nos
dominios do Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal e Lavras contando com a inoculagdo das estirpes testadas em
mudas da cultivar de dia neutro Aromas provenientes da empresa Multiplanta, Andradas
- MG.

As mudas foram plantadas em substrato inerte contendo areia e vermiculita na
propor¢do 1:1 (v:v). A esterilizacdo do substrato foi realizada em autoclave na
temperatura de 121°C por 1 hora, sendo este procedimento repetido 3 vezes com um
intervalo de 24 horas. Antes da aplicacdo dos indculos bacterianos as mudas foram

aclimatadas no substrato por um periodo de 30 dias.
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Os indculos foram aplicados nos tratamentos nas quantidades expressas na Tabela 1.
Eles foram reaplicados em intervalos de 15 dias garantindo a viabilidade dos microrganismos
até o fim do experimento. A inoculacdo foi realizada conforme os métodos de cultivo e
padronizacdo dos microrganismos citados anteriormente. Sendo realizada a centrifugacdo do
meio de cultivo para isolamentos das células, as quais foram resuspensas em tampédo fosforo
potéssio (16,282g/L de KH2POs, 0,9g/L de KH2POs4, pH = 7.4) Os diferentes volumes da
aplicacdo do inoculo foram adotados para uniformizar a concentracdo de células expressas em
cada tratamento estabelecendo assim um volume méximo total de células inoculadas.

O cultivo das mudas foi realizado em vasos com volume de 5L. Sua irrigagéo ocorreu
de forma regular a cada 2 dias. A cada 15 dias foram aplicados 10 ml da solucéo de Hoagland
e Arnon (1950) sendo estd um incremento nutritivo para o desenvolvimento vegetal,
principalmente de micronutrientes uma vez que o substrato utilizado é inerte. Deste modo, duas
formulacGes desta solucdo foram empregadas nos tratamentos, a solugdo completa foi utilizada
no Controle 1 (sem inoculacdo com adubagdo completa) sendo composta por 2mL/L? de
KH2PO4 2mol/L, 5mL/L™? de KNOs; 1mol/L, 10mL/L? de Ca(NOs), 1mol/L, 4mL/L? de
MgSO4 1mol/L, 2mL de solugdo de micronutrientes (2,86g/L* de H3BOs, 1,81g/L de MnCl,
0,22g/L™! de ZnS04.7H20, 0,08 g/L* de NaM00.4H,0) e 2mL de Fe-EDTA (24, 1g/L* de
FeS04.7H,0 e 25,1g/L™ de EDTA).

O controle 2 (sem inoculagdo com adubacdo reduzida) e os demais tratamentos
inoculados foram condicionados a aplicacdo da solucdo reduzida, a qual conta com a reducéo
de nitrogénio e fosforo expressando 30% da demanda destes nutrientes quando comparada a
solucgéo anterior. Sendo assim, a formulagéo da solucéo reduzida de Hoagland e Arnon contou
com 6ml/L KCI 1mol/L, 5ml/L de CaCl, 1mol/L, 0,3 ml/L de KH2PO4 1mol/L, 4,5 ml/L de
NHsNOs 1mol/L, 2 ml/L de MgSO4 1mol/L, 1ml/L de solucdo de micronutrientes e 1ml/L de
Fe-EDTA.

Também foi realizada a adicdo de fosfato natural reativo da Argélia com 29% de P>Os
e solubilidade igual a 2% em &cido citrico em todos os tratamentos, sendo uma fonte de
liberacdo lenda de fosfato dependente da atividade dos microrganismos. Desta maneira, uma
fracdo correspondente a 350mg de P/dm? foi adicionada ao volume total dos vasos em todos 0s

tratamentos correspondendo a 13,8 gramas de fosfato por vaso.



Tabela 1: Tratamentos experimentais utilizados
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Descricédo da

Concentracéo do

Tratamento Adubacio In6culo Inéeulo
Controle 1 (C1) Adlé?ggiz ﬁoempgleta Sem In6culo -
Controle 2 (C2) Ad“(%%%ioNRgdP‘;Zida Sem Inéculo ]

Tratamento 1 (T1) Adu(l:éaO%ioNRgdPu)zida Ab-v5 6ml (1 x 108)
Tratamento 2 (T2) Ad“(%%%ioNRgdP“)Zida CCMA 0004 6ml (1 x 10°)
Tratamento 3 (T3) Adu(gaogoioNRgdPu)zida MET12M2 6ml (1 x 10%)
Tratamento 4 (T4) Ad“(%%‘{,ioNRgdP“)Zida Ab-v5 + CCMA 0004 | ™! ((11)‘ x“{?s; 3ml
Tratamento 5 (T5) Adu(té%%ioNRgdpu)zida Ab-v5 + MET12M2 3ml ((11)( xl(l)i))a; 3ml
Tratamento 6 (T6) Adu(té%%ioNRgdpu)zida C(,f,,'\éﬁlg?\% * 3ml ((11)( Xl (1)28; 3ml
8
Tratamento 7 (T7) Adu(%%%ioNRgdpu)zida Ab'VSI\J;Ié:_I(_: 1'\2/||C|‘ 20004 * ?1m )i (1%);; l+02)mﬁ (21m >:

108)

Legenda: Ab-v5: Azospirillum brasilense, CCMA 0004: Bacillus megaterium, MET12M2:
Brevibacillus sp. A concentracdo do indculo representa a concentracao de células medidas por
densidade 6ptica (0,5 a 600nm).

2.5 Avaliagdo dos caracteres morfoldgicos das plantas

A primeira avaliacdo morfoldgica realizada nos morangueiros foi a mensuracéo

do didmetro da coroa. Dois dias apds a aplicacdo do primeiro indculo bacteriano

(13/03/2021) a distancia entre as duas maiores folhas opostas foi medida com

paquimetro digital. Quinze dias depois essa avaliacdo foi refeita, buscando analisar o

aumento da extenséo foliar.

A média do diametro da coroa dos tratamentos foram comparadas no dia 0 e dia

15 pelo teste de Duncan (p < 0.05). Além disso, a partir do teste t de Student pareado (p

<0.01) foi analisado se as medidas da coroa no dia 15 de cada tratamento eram maiores

gue sua média correspondente no dia 0.

Ademais, foi verificada a variagdo do crescimento proporcionada por cada

tratamento em relacdo ao valor inicial da extensdo da coroa entre as mudas. Sendo assim,
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as medidas mensuradas de cada tratamento foram comparadas com as medidas gerais do
diametro da coroa no dia 0 de todos os tratamentos a partir do teste de Dunnet (p < 0.05).

Ao final do experimento com 138 dias de cultivo (29/07/2021) as mudas foram retiradas
dos vasos para a avaliacdo do incremento total de biomassa propiciado pelos microrganismos.
Foram contabilizados o numero de folhas e o comprimento radicular (medido com paquimetro
digital).

A éarea foliar também foi aferida. Para isso, foi realizada a coleta de 6 unidades
experimentais de cada tratamento, a partir das quais a maior folha presente na planta foi
amostrada sendo disposta a uma superficie plana para ser fotografada. A imagem gerada foi

processada no software ImageJ v1.53, onde a area de cada folha foi mensurada em cm?.

A matéria fresca total, da parte aérea e da raiz também foram aferidas em balanca
analitica. Esta pesagem foi realizada novamente para aferir a matéria seca destas variaveis, para
isso as mudas foram condicionadas em estufa de circulagdo forcada na temperatura de 60° C

até a estabilizacdo de seu peso.

2.6 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Sendo
o0s tratamentos dispostos em bancada de maneira aleatéria. Foram adotados 9 tratamentos para
o cultivo das mudas de morangueiro, sendo 2 deles controles e 7 inoculados com diferentes
combinacg0es bacterianas. Cada tratamento foi composto por 12 repeticdes com uma muda por
vazo.

As inferéncias estatisticas foram realizadas no software RStudio. A normalidade e
homogeneidade dos residuos foram checadas, e foi realizada a analise de variancia de uma via
seguidas de testes de Duncan (p < 0.05). Os gréficos foram plotados no software SigmaPlot
12.0.

3 RESULTADOS

3.1 Interacdo entre as col6nias
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A partir do co-cultivo microbiano foi possivel constatar que as bactérias ndo
apresentam efeitos antagdnicos entre si, uma vez que ndo foram observados halos

inibitdrios nas regides onde as col6nias tem contato (Figura 1).

Figura 1: Sinergia entre as bactérias.

\\
0004 + MET12M2

Legenda: Ab-v5: Azospirillum brasilense, 0004: Bacillus megaterium, MET12M2: Brevibacillus sp.

3.2  Screening Metabolico

De acordo com os resultados foi visto que 0s microrganismos apresentaram
diversos mecanismos que estimulam o crescimento vegetal, conforme apresentado na
Tabela 2.
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Tabela 2: Resultados dos testes in vitro para promocao de crescimento.

Bactéria FBN Sol. P (1S) Sol. Ca (IS) Sol. K | Sideroéforos pH IAA
(Hg/ml)
Azospirillum + 16,67 + 9,81a 9,67 +1,53b + - Acidificou | 13,08 +
brasilense 1,58a
Bacillus + 14,33 £ 2,89 19,33 + 4,16a + - Acidificou | 11,64 +
megaterium 1,33ab
Brevibacillus + 15+ 3a 22,33 +1,53a + - Acidificou | 10,77
sp. 0,76b

Legenda: Os (+) e (-), indicam a positividade e negatividade aos testes respectivamente. FBN:
Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio. Sol.: Solubilizagdo. IAA: (Acido Indol Acético). O simbolo + indica
o0 desvio padrdo e as letras subjacentes aos numeros representam medias semelhantes de acordo com o

teste de Duncan (p < 0.05).

Foi possivel constatar que todos os microrganismos foram capazes de crescer em meio
na auséncia de nitrogénio o que indica positivamente a capacidade de fixacdo do nutriente. As
bactérias testadas apresentaram resultados positivos para a solubilizacdo de fosfato, calcio e
potassio. Para o fosfato notou-se que o maior indice de solubilizacdo foi de Ab-v5, entretanto
todas as bactérias ndo se diferenciaram em rendimento de acordo com o teste estatistico (p <
0.05). Para a solubilizacdo de célcio foi observada uma diferenca estatistica (p < 0.05) no indice
de solubilizacdo apresentado pelas bactérias, onde, B. megaterium e Brevibacillus sp. se

diferiram estatisticamente de A. brasilense apresentando um rendimento maior.

Do mesmo modo todas as estirpes foram capazes de solubilizar o potassio presente no
meio, originando um halo amarelo no meio de cultura. N&o foi possivel observar neste estudo
a producao de sideroforos pelos microrganismos utilizados. Todavia, o crescimento microbiano
de todas as estirpes proporcionou a acidificagdo do meio de cultura.

Como observado na Tabela 2 os microrganismos foram capazes de sintetizar o acido
indol-acético, onde A. brasilense apresentou o maior rendimento se diferindo estatisticamente

das demais bactérias.

3.3  Mensuracdo do Diametro da Coroa

Os resultados da avaliagdo realizada para verificar a promogdo de crescimento

proporcionada pelos microrganismos no morangueiro pode ser conferido na Figura 2.
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Figura 2: Medidas do didmetro da coroa entre os tratamentos. Os nimeros acima das linhas de
desvio padréo representam a média do diametro.
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Legenda: As médias seguidas por letras semelhantes ndo diferem significamente de acordo com o teste
de Duncan (p < 0.05). As medias dos tratamentos no Dia 15 seguidas de asteriscos (*) se
diferem estatisticamente das médias do Dia 0 correspondentes de acordo com o teste t de

Student pareado (p< 0.01).

Estatisticamente ndo foram observadas diferencas significativas entre as médias
dos tratamentos no dia O e posteriormente no dia 15. Desta maneira, é possivel inferir
que no inicio do experimento as mudas possuiam diametros foliares similares e que esta

proporcao se manteve igual até o 15° dia de cultivo acompanhando o desenvolvimento

da planta.

Além disso, é possivel notar que individualmente para cada tratamento houve
uma resposta relativa no crescimento do morangueiro. Sendo que, em relagdo ao dia 0,
as plantas dos tratamentos C1, T1, T2, T4 e T7 apresentaram médias significamente

maiores no dia 15.

Os tratamentos inoculados que mais contribuiram no crescimento da coroa
foram: T6 com 5,94 centimetros, T1 com 4,72 centimetros e T7 com 4,06 centimetros.
O Controle 1 foi responséavel pela maior variacao de crescimento com o incremento de

4,25 centimetros. Ja o C2 foi responsavel em incrementar 2,87 centimetros no diametro
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da coroa. O efeito da inoculagdo de bactérias nos tratamentos 1, 2, 4, 5, 6 e 7 foram maiores no
crescimento do didmetro da coroa quando comparados ao C2. Contudo, mesmo estas variagoes

de crescimento sendo distintas elas estatisticamente séo consideradas iguais.

Adicionalmente, a Figura 3 apresenta a comparacao da extensdo do didmetro da coroa
dos morangueiros em relacdo aos valores das mudas no inicio da avaliacdo. A média de todos
os tratamentos no dia O foi de 14,3 centimetros e o agrupamento MED presente na figura
representa esse conjunto de dados. De acordo com o teste de Dunnet (p < 0.05), todos 0s
tratamentos com excecdo do C2 apresentaram valores médios maiores que 0 agrupamento
MED, sendo assim possivel inferir que apenas este controle ndo proporcionou um aumento

significativo no crescimento foliar na primeira quinzena de avaliagéo.

Figura 3: Comparativo da medida do didmetro da coroa entre os tratamentos no dia 15 com a
medida geral dos tratamentos no dia 0.
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Legenda: MED: Agrupamento com as medidas de todos tratamentos no dia 0. De acordo com o teste
de Dunnet (p < 0.05), o caractere mais (+) acima das caixas representa os tratamentos que sdo maiores
estatisticamente que o agrupamento MED, o caractere mais () acima das caixas representa o0s
tratamentos que néo se diferem do agrupamento MED. Dados apresentados em ordem crescente.




34 Numero de folhas e area foliar

Os resultados obtidos na analise do niumero de folhas e da extensao da area foliar

estdo representados na Tabela 3 e Figura 5.

Tabela 3: Numero de folhas entre os tratamentos
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Tratamento Numero de Folhas
Controle 1 5,33 +0,52a
Controle 2 5,83 +1,47a

Tratamento 1 4,67 +0,52a

Tratamento 2 6,67 £1,51a

Tratamento 3 5,33+ 0,52a

Tratamento 4 5,33+1,03a

Tratamento 5 5,50 +1,87a

Tratamento 6 5,00 +1,10a

Tratamento 7 5,00 +£0,63a

Legenda: Média do numero de folhas. O simbolo + indica o desvio padrdo e as letras subjacentes aos

nameros representam médias semelhantes de acordo com o teste de Duncan (p < 0.05).

De acordo com o gréafico A da Fig. 5, é possivel observar que existiu uma grande
variabilidade no nimero de folhas entre os tratamentos. O nimero minimo observado
foi de quatro folhas e 0 maximo nove. O controle 2 apresentou mudas com quantidades

de folhas mais heterogéneas em relacdo aos outros tratamentos.

Quanto a éarea foliar (Fig. 5, B) nota-se que o controle 1 apresentou a maior
medida, sendo 77,23% maior que o controle 2 com menores valores. Dos tratamentos
inoculados o Tratamento 7 proporcionou um aumento de 42,77% em comparagdo ao
controle 2, sendo menor 24,65% ao controle 1. Os demais tratamentos inoculados

apresentaram médias equivalentes, porém menores ao controle 1.

Além disso, a proporgéo entre o nimero de folhas e a &rea foliar (Fig. 5, C) indica
que as plantas que contém seis folhas apresentaram areas foliares maiores, sendo em
média maiores 55,99% que as plantas com nove folhas e 65,58% maiores que as com
oito folhas.
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Ademais, é possivel observar que existiu uma grande uniformidade no niumero de folhas
(Tab. 3; Fig. 5, A; Fig. 5, D), onde a sua média nao se diferiu estatisticamente entre os
tratamentos e a maioria das amostras (50%) apresentaram um total de cinco folhas. Ao mesmo
tempo, a variabilidade da area foliar € muito heterogénea entre os dados, sendo assim nédo

existiu uma correlacdo entre esta medida e a quantidade de folhas das mudas (Fig. 5, D).

Figura 5: Medidas foliares dos morangueiros. (A) Numeros de folhas entre os tratamentos,
valores ao lado das barras representam a quantidade de amostras do tratamento que
apresentam o determinado namero de folhas. Os valores de porcentagem expressam
a proporcao do numero de folhas entre todas as observacdes. (B) Area foliar entre os
tratamentos. (C) Area foliar em relagdo ao nimero de folhas por planta. (D)
Proporcéo entre a area foliar (Triangulos vermelhos,) e nimero de folhas (Circulos
coloridos) entre as unidades experimentais.
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Legenda: Os nimeros acima das linhas de desvio padrao representam as médias das medidas. Valores
seguidos por letras semelhantes ndo diferem significamente de acordo com o teste de Duncan (p <
0.05).

3.5  Comprimento da Raiz

O comprimento da raiz foi beneficiado pela inoculacdo dos microrganismos. Os

resultados podem ser conferidos na Figura 6.
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Os resultados obtidos apontam que o tratamento 3 proporcionou 0 maior
crescimento radicular em relacdo aos outros tratamentos, sendo maior 10,07% que o

controle 1, e 30,78% que o controle 2.

Da mesma maneira os tratamentos 1, 2, 4 e 7 proporcionaram 0 crescimento a

raiz maiores que o controle 2 e equivalentes ao controle 1.

Figura 6: Comprimento radicular dos morangueiros entre os tratamentos.
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Legenda: Os nimeros acima das linhas de desvio padrao representam as médias das medidas. Valores
seguidos por letras semelhantes ndo diferem significamente de acordo com o teste de Duncan (p <
0.05).

3.6 Peso fresco e seco

3.6.1 Parte Aérea

O aumento do peso da parte aérea esta representado nos graficos da Figura 7. E
possivel observar que o controle 1 proporcionou 0 maior acimulo de matéria fresca e
seca. Nestas duas aferéncias também foi observado que o tratamento 1 foi o que menos

beneficiou o incremento de peso em relagcdo aos outros tratamentos.

Além disso, os valores obtidos para o peso fresco (Fig. 7, A) evidenciam que
todos os tratamentos em excec¢do ao 1 apresentaram medidas equivalentes ao controle 2
e inferiores ao 1, sendo que os tratamentos 2 e 4 foram maiores ao tratamento 1, 38,35%

e 32,10% respectivamente.



76

J& em relacdo ao peso seco (Fig. 7, B) é observado que os tratamentos inoculados e o

controle 2 apresentaram médias estatisticamente equivalentes, sendo todos inferiores ao

controle 1.

Figura 7: Pesagem da parte aérea dos morangueiros entre os tratamentos. (A) Peso fresco, (B)

Peso seco.

Peso Fresco da Parte Aérea (g)

A 1104

[==)
'

D
)

~
L

]
L

6.69a

4.40bc

352¢

487b

4.28bc

4650

3.80bc

390bc 4:44bc

B

1 1 T

¢t G M

T2

T

T4

Tratamentos

TS

T6

i

3017

~
o
L

Peso Seco da Parte Aérea (g)
= o

i
o
L

00-

187a

¢t 2 M T W T T T T
Tratamentos

Legenda: Os nimeros acima das linhas de desvio padrdo representam as médias das medidas. Valores

seguidos por letras semelhantes ndo diferem significamente de acordo com o teste de Duncan (p <
0.05).




3.6.2 Raiz

As pesagens em fresco e seca das raizes estdo representadas na figura 8. De modo

geral ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes para a matéria

fresca (Fig. 8, A) e seca da raiz (Fig. 8, B).
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Figura 8: Pesagem da raiz dos morangueiros entre os tratamentos. (A) Peso fresco, (B) Peso

Seco.
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Legenda: Os nimeros acima das linhas de desvio padrédo representam as médias das medidas. Ndo

houveram diferencas estatisticamente significativas de acordo com o teste de Duncan (p < 0.05).

3.6.3 Peso Total

Os dados sobre peso total dos morangueiros podem ser conferidos na figura 9.

Em geral tanto a matéria fresca e seca foram maiores nas mudas do controle 1 adubadas

100% com nitrogénio e fésforo. Novamente o tratamento 1 foi 0 que menos contribuiu

para 0 acumulo da matéria total das plantas.
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Para o peso fresco (Fig. 9, A) é visto que os tratamentos 2 e 4, e 0 controle 2

apresentaram médias semelhantes ao controle 1. Os outros tratamentos se assemelharam

com os citados anteriormente, contudo se diferiram do controle 1.

No peso seco (Fig. 9, B) é notado que os tratamentos 2, 3, 4 e 7, e 0 controle 2 tiveram

pesos semelhantes ao controle 1. Entretanto, os tratamentos 1, 5 e 6 se diferiram

estatisticamente do controle 1 resultando em médias inferiores.

Figura 9: Pesagem total dos morangueiros entre os tratamentos. (A) Peso fresco, (B) Peso seco.
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Legenda: Os nimeros acima das linhas de desvio padrdo representam as médias das medidas. Valores
seguidos por letras semelhantes ndo diferem significamente de acordo com o teste de Duncan (p <
0.05).

3.7  Morfologia do Crescimento das Mudas

Como é possivel observar na Figura 10, os tratamentos em geral apresentaram
diferengas visuais quanto ao comprimento total das mudas, onde alguns apresentaram um
menor desenvolvimento da parte aérea, enquanto outros proporcionaram um maior
desenvolvimento radicular. Da mesma forma, é importante ressaltar que o desenvolvimento
radicular foi de certa forma diferente nos tratamentos, onde por exemplo no controle 2 foram

observadas raizes priméarias proeminentes.
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Legenda: Ab-v5: Azospirillum brasilense; 00 Bacillus megaterium; MET12M2: Brevibacillus sp.

C1: Controle sem Inoculagdo + Adubacgdo 100% de N e P; C2: Controle sem Inocula¢do + Adubacao
30% de N e P; T1: Ab-v5, T2:0004; T3: MET12M2; T4: Ab-v5 + 0004; T5: Ab-v5-MET12M2; T6:

0004 + MET12M2 T7: Ab-v5 + 0004 + MET12M2.

4 DISCUSSAO

4.1  Aspectos promotores de crescimento dos microrganismos

Como observado nos resultados as bactérias utilizadas foram capazes de
disponibilizar nutrientes fundamentais para o crescimento vegetal. A fixagdo biologica
de nitrogénio é frequentemente descrita para as bactérias utilizadas neste estudo. A.
brasilense tem sido utilizada como inoculante em muitos estudos (BRITO et al., 2018;
CONIGLIO et. al. 2019; GALINDO et al., 2021) sendo inclusive componente de
diversos produtos comerciais. Yosuf e colaboradores (2017) demonstraram a
capacidade de B. megaterium neste quesito, onde ao ser comparada a diversas estirpes
de bacilos obteve o maior rendimento sintético com 210.05 + 7.0 nmol C;Ha/mg
proteina/dia de acordo com o teste para reducdo do acetileno. Em consonancia aos
resultados existem estudos que identificam a capacidade de fixacdo de nitrogénio no
género Brevibacillus. O trabalho de Nhera et al. (2016) por exemplo, demonstrou a
capacidade de Brevibacillus brevis em reduzir o acetileno com rendimento de 10.25
nmol C2Ha/mg proteina/h.



80

A literatura indica casos onde os microrganismos utilizados neste trabalho também
apresentam a capacidade de solubilizar fosfato. O estudo de Toffoli e colaboradores (2021)
evidenciaram a capacidade de diversas estirpes de Azospirillum em solubilizar fosfato em meio
NBRIP. B. megaterium € amplamente notificado como solubilizador, o trabalho e Kang e
colaboradores (2014) reportou que o halo de solubilizagdo do microrganismo no meio NBRIP
pode ser maior que 6 milimetros quando cultivado por 96 horas. J& o estudo de Yadav et al.
(2013) demonstrou a capacidade de uma bactéria do género Brevibacillus em solubilizar 223.1

miligramas de fosfato tricalcico por litro.

A solubilizacéo de calcio por outras bactérias também foi notificada em outros estudos.
Tamilselvi e colaboradores (2016), isolaram diversas bactérias capazes de dissolver o nutriente
a partir de solos sddicos calcaricos, entre elas estava presente uma estirpe de Brevibacterium
que foi capaz de liberar 18.6% da calcita natural liberando 3,6 g/L de Ca?*. Da mesma forma
Rana et. al (2015) reportou esta mesma capacidade para Pseudomonas, Enterobacter e Bacillus

subtilis.

Sidero6foros sdo moléculas de baixo peso molecular capazes de agir como quelantes
auxiliando no sequestro de ferro nos solos (FERREIRA et. al., 2019). Resultados diferentes
foram observados em outros experimentos onde foi constatada a capacidade das bactérias
utilizadas neste estudo em produzir sideréforos (TORTORA et al.,2011; SANTOS et al. 2013;
SHENG et al, 2013). Além disso, Liu e colaboradores (2017) trabalharam com as bactérias
Paenibacillus illinoisensis e Bacillus sp. que foram capazes de produzir sideroforos as
inoculando em amendoim (Arachis hypogaea) cultivado em solos calcaricos. As bactérias
possibilitaram a absorc¢éo de ferro do solo aumentando o contetdo do nutriente nas folhas, além
de promover um grande desenvolvimento nas plantas com a obtencdo de nutrientes como

nitrogénio, fosforo e potassio.

Adicionalmente é importante ressaltar como as caracteristicas do crescimento dos
microrganismos em meio de cultura estdo relacionadas a solubilizagdo de nutrientes. Foi
observado que todas as bactérias foram capazes de acidificar o meio e cultura durante seu
crescimento e isso € um indicativo da producdo de acidos organicos, moléculas responsaveis
por auxiliar na liberagdo de fosforo, célcio e potassio de fontes ndo disponiveis a assimilacdo
de plantas (MACIAS-BENITEZ et al., 2020).



Em geral, é muito importante para a agricultura o acoplamento de muitos
mecanismos promotores de crescimento de vegetais em microrganismos componentes
de inoculantes biologicos. Diversos estudos indicam que a inoculacdo de
microrganismos em combinac6es promove melhores benéficos a planta (OLUWAMBE
et al., 2016; BRADACOVA et al., 2019; HASHMI et al., 2019). Além disso, estes
mecanismos e as co-inoculagdes realizadas explicam o comportamento do crescimento

das mudas, por exemplo a producéo de 1AA.

Este hormonio vegetal é responséavel pela divisdo, elongagdo e alargamento
celular, sendo extremamente responsavel pelo desenvolvimento radicular (SULIASIH
e WIDAWATI, 2020). Contudo, a sintese desta auxina € dependente da quantidade de
triptofano no ambiente, sendo assim a prdpria planta é responsavel por regular a sintese
deste fitohorménio pelas bactérias uma vez que elas conseguem exsudar este
aminoéacido pelas raizes (ARKHIPCHENKO et al. 2006).

4.2  Avaliacdo da Promocédo de Crescimento

Como observado, 0s microrganismos proporcionaram uma diferenciacdo no
crescimento da parte aérea, beneficiando o crescimento inicial do didmetro da coroa nos
primeiros 15 dias de avaliacdo. O que reforca este resultado é a comparacao significativa
do crescimento da coroa em relacdo a média de todas as mudas no dia 0, onde o controle
2 ndo apresentou uma variacao expressiva. Resultados semelhantes foram encontrados
por Andrade et al. 2019. Nesta pesquisa 0s autores descreveram um efeito positivo da
inoculagdo de microrganismos no desenvolvimento do morangueiro, onde a sua
inoculacdo contribui para 0 aumento do didmetro da coroa das plantas. Por exemplo,
Azospirillum brasilense possibilitou 0 aumento desta extensdo em aproximadamente 30

centimetros em um intervalo de 80 dias.

Em relacdo ao numero de folhas, foi visto que as médias entre os tratamentos se
equipararam, sendo que 70,37% das mudas apresentaram um total e cinco ou seis folhas.
Além disso, a area foliar do tratamento 7 foi a Unica que se diferiu do controle 2, sendo
este um indicativo que a aplicagdo do consorcio microbiano triplo foi responsavel em

sobressair o controle, sobretudo quando os demais tratamentos inoculados ndo se
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diferiram dele. Entretanto os efeitos da inoculagdo tripla ndo foram maiores que a adubacéo do
controle 1. Outros trabalhos apontam os beneficios do uso de microrganismos no incremento
da area foliar (SAGHAFI et al., 2018; SILVA et al., 2018)

Jaem relacdo ao comprimento da raiz, foi observado que os indculos sobretudo a estirpe
de Brevibacillus sp. componente do tratamento 3 proporcionou um aumento muito significativo
sendo maior que o controle 1. Sobretudo, as auxinas séo responsaveis pelo elongamento da raiz,
consequentemente a maior superficie radicular habilita a planta em uma melhor exploracao de
nutrientes condicionando na obtencédo de recursos para um melhor crescimento (DEEPA, et al.
2010).

Contudo, o comprimento das raizes ndo representou necessariamente raizes com maior
peso. E isso pode novamente estar sendo relacionado com a estratégia da planta para explorar
0 ambiente em busca de recursos, principalmente ao compararmos 0s extremos do tratamento
3 e controle 2 (Fig. 6 e Fig. 10). De certo modo os morangueiros que detinham de recursos
demonstraram um crescimento vertical ganhando em comprimento radicular, sendo estes
recursos os proprios hormdénios vegetais disponibilizados pelas bactérias e seus estimulos
(VACHERON et al.,, 2013). Quando estes recursos se encontram escassos as plantas
possivelmente optaram por priorizar um crescimento horizontal, com maior proeminéncia de

raizes primarias e volumosas (VERHAGE, 2020).

O peso da parte aérea e total das mudas indica que o controle 1 apresentou médias
consideravelmente maiores que alguns tratamentos, 0 que sugere que nestes casos a adubacéo
a 30% de N e P conjunta a inoculacdo dos microrganismos ndo proporcionou 0 acumulo de
biomassa que sobressaisse a adubacdo com 100% destes nutrientes. Alguns tratamentos
resultaram em medidas equivalentes ao controle 1, entretanto o controle 2 que ndo continha
microrganismos aplicados também se equiparou tanto aos tratamentos inoculados quanto ao
controle 1. Isso indica que nas condigbes experimentais 0S morangueiros apresentaram
pesagens que nao dependem exclusivamente do indculo aplicado. Desta forma, é possivel
concluir que o indculo bacteriano em determinadas condicdes esta relacionado com eficiéncia
de acimulo de biomassa, e em outras condi¢fes pode também reduzir a conversdo de nutrientes
em matéria, visto as pesagens abaixo que a observadas no controle 2 observadas nos tratamentos

1 e 6 para o peso seco (Fig. 9, B).



Outros estudos, indicam que a aplicacdo de microrganismos beneficia o
incremento da biomassa vegetal (GOMES et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020).
Adicionalmente é visto que com adubagdes maiores o emprego de microrganismos
confere um maior ganho na biomassa. Andrade et al. (2019) demonstrou que para
morangueiro a inoculagcdo de Azospirillum brasilense + Burkholderia cepacia +
Enterobacter cloacae suplementadas com adubagdo com 50% de nitrogénio
proporcionou o incremento da biomassa total da planta em 160,13% (12,549 — 32,62Q)

quando comparada ao controle sem adubacéo nitrogenada.

De maneira geral, ao comparar todos os resultados, é possivel observar que os
microrganismos contribuiram no incremento do diametro da coroa, na elongacédo
radicular e no aumento da area foliar. Em outros aspectos como o incremento de matéria
fresca e seca foliar ndo superaram os valores de rendimento do controle 1, porém
chegaram a ser maiores que o controle 2. J& para o peso seco da raiz nao foi influenciado

pela adubacéo ou pelos in6culos.

E importante ressaltar a relevancia que o emprego dos microrganismos
desempenhou no desenvolvimento do morangueiro. Ao se comparar 0s controles do
experimento é possivel observar que na maioria das varaveis analisadas existiu uma
diferenca estatisticamente significativa, o que sugere que a adubacao utilizada entre
estes tratamentos tem um efeito significativo. Ao comparar os tratamentos inoculados
observamos que mesmo com adubacdo reduzida a maioria deles apresenta rendimentos
maiores que o controle 2, e até mesmo equivalentes ao controle 1. Sendo assim é
possivel afirmar que a utilizacdo dos microrganismos compensa a baixa adubacédo

possibilitando a sua reducdo em 70%.

Resultados semelhantes foram atingidos em outros estudos. Rosa et al. (2020),
evidenciou que a utilizacdo de Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis possibilitou a
reducdo da demanda de adubacéo fosfatada em 75% para cana de agUcar. Bona et al.
(2017) por sua vez concluiram que a aplicacdo do consorcio composto por um Fungo
micorrizico arbuscular + Pseudomonas sp. + Pseudomonas fluorescens, auxiliou na

reducdo da adubacdo de tomate em campo em 30%.
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5 CONCLUSAO

O maior esclarecimento que este estudo proporcionou foi que a aplicacdo de bactérias
como promotoras de crescimento pode diminuir a demanda de adubacao em até 70%, visto que
a maioria dos tratamentos se equiparou estatisticamente com a aplicagdo com adubacdo a 100%
de N e P. Desta maneira, a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento se faz cada vez

mais necessaria e viavel para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel.

Foi possivel avaliar que os microrganismos selecionados apresentam caracteristicas
notaveis para a promocao de crescimento em vegetais, de modo que a inoculagdo singular ou
em combinacdes podem acarretar em resultados semelhantes dependendo da competéncia das
bactérias utilizadas. Desta maneira, novos estudos podem estar sendo realizados para avaliar
outros metabdlitos microbianos de interesse, melhor compreender a interacdo entre planta x

microrganismo e até mesmo a para formular bioinculantes com base nestes microrganismos.
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