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RESUMO GERAL

A producéo de mudas de tomateiro é uma importante etapa durante o cultivo
dessa importante hortalica, uma vez que a qualidade estd normalmente
associada com o0 sucesso da producdo. Existem diferentes substratos
comerciais disponiveis no mercado, para a producdo de mudas de hortalicas,
entretanto, substratos alternativos podem ser utilizados, tanto para a reducao
dos custos de producdo como para a producdo de mudas de melhor qualidade.
O uso do composto pés-cultivo de cogumelos (SMS- Spent Mushroom
Substrate) é uma excelente alternativa aos substratos comerciais para esse
proposito, porque permite uma destinagdo nobre para o residuo da cadeia
produtiva de cogumelos, bem como pode contribuir para a producéo de mudas
de melhor qualidade. Trabalhos anteriores demonstraram que a utilizagdo do
SMS de Agaricus subrufescens para a producdo de mudas de tomateiro
resultou em maior produtividade. Varios fatores podem estar envolvidos nesse
efeito positivo, dentre eles a microbiota presente no SMS. Por isso, é
importante conhecer a microbiota presente nesse material e sua relagdo com a
planta, para que essa associacdo possa ser feita da melhor maneira possivel.
Este trabalho foi realizado com o objetivo de identificar a microbiota presente
na rizosfera de mudas de tomate cultivadas em SMS das espécies Agaricus
subrufescens e Agaricus bisporus, acrescidos ou ndo de substrato comercial,
além de identificar a microbiota presente no substrato comercial (Tropstrato)
e comparar os tratamentos. Foram utilizadas sementes de tomate da cultivar
Santa Cruz Kada (Solanum lycopersicum), que, apds germinacdo, foram
transplantadas para vasos contendo as formulacdes de compostos pds-cultivo
de cogumelos puro, ou associado a substratos comerciais. De cada tratamento,
foram obtidas amostras do sistema radicular, a partir do qual foi feita a
extracdo de DNA com o objetivo de analise molecular por DGGE e
sequenciamento para a identificagdo das espécies dominantes. O
sequenciamento dos amplicons foi realizado na Macrogen USA (Rockville,
Maryland, USA) e as sequéncias foram comparadas com a base de dados do
GenBank. Entre os eucariotos, foram encontradas espécies de Chaetomium
globosum, Arthrobotrys amerospora, Geastrum floriforme, Chrysosporium
chiropterorum, Pleurotus sp, Trichosporon sp. e Candida mesorugosa. Entre
procariotos, foram encontradas espécies de alfa proteobactérias, Actinoplanes
sp., Aeromicrobium sp. e Caulobacter sp.

Palavras-chave: Microbiota. DGGE. Rizosfera. Cogumelo.



GENERAL ABSTRACT

The production of tomato seedlings is an important stage during the
cultivation of this vegetable, given that its quality is normally associated to
the success of production. There are different commercial substrates available
in the market for the production of vegetable seedlings. However, alternative
substrates can be used for both reducing production costs and for the
production of higher quality seedlings. The use of Spent Mushroom Substrate
— SMS, is an excellent alternative to commercial substrates for this purpose,
since it allows a noble destination for the residue of the mushroom production
chain, as well as contributes for the production of better quality seedlings.
Previous papers showed that the use of Agaricus subrufescens SMS for the
production of tomato seedlings resulted in higher productivity. Many factors
can be involved in this positive effect, among which are the microbiota present
in the SMS. Thus, it is important to know the microbiota present in this
material and its relation to the plant, in order for this association to be done in
the best manner possible. This work was conducted with the objective of
identifying the microbiota present in the rhizosphere of tomato seedlings
cultivated in SMS of species Agaricus subrufescens and Agaricus bisporus,
added or not with commercial substrate, in addition of identifying the
microbiota present in the commercial substrate (Tropstrato) and comparing
the treatments. We used the seeds of tomato seedlings, cultivar Santa Cruz
Kada (Solanum lycopersicum), which, after germination, were transplanted to
pots containing the formulation of pure spent mushroom substrate, or
associated to commercial substrates. From each treatment, samples of the root
system were obtained, from which we extracted DNA with the objective of
conducting molecular analysis by DGGE, and sequencing to identify the
dominant species. The sequencing of the amplicons was conducted at
Macrogen USA (Rockville, Maryland, USA), and the sequences were
compared based on data from the GenBank. Among the eukaryotes, we found
species of Chaetomium globosum, Arthrobotrys amerospora, Geastrum
floriforme, Chrysosporium chiropterorum, Pleurotus sp, Trichosporon sp.
and Candida mesorugosa. Among the prokaryotes, we found species of alpha
proteobacteria, Actinoplanes sp., Aeromicrobium sp. and Caulobacter sp.

Keywords: Microbiota. DGGE. Rhizosphere. Mushroom.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

Levando em consideracdo a atual demanda por alimentos produzidos
sem adicdo de produtos quimicos, a agricultura organica tem se mostrado uma
boa alternativa com a oferta de produtos saudaveis ao consumidor. Além
disso, ha uma crescente preocupacdo com o descarte de residuos no ambiente.
Com isso, estudos tém sido feitos com o objetivo de avaliar o uso dos residuos
da agricultura como substratos para a producdo de alimentos orgénicos. No
caso de compostos pés-cultivo de cogumelos, estes apresentam uma rica
microbiota, que pode ser benéfica para o desenvolvimento de hortalicas, como
o0 tomate.

O tomate apresenta grande importancia econémica, sendo consumido
em todo o mundo. Entretanto, é bastante suscetivel a diversas doencas, 0 que
acaba por incentivar o uso de produtos agroquimicos durante sua producao.
Assim, é importante estudar alternativas nesse processo, como 0 uso do
composto pos-cultivo de cogumelos. Os microrganismos na regido da
rizosfera apresentam estreita relagdo com as plantas e podem protegé-la, por
meio de diferentes mecanismos, além de produzir substancias que auxiliem no
seu crescimento.

E importante, portanto, identificar a microbiota presente na rizosfera
de plantas de tomate cultivadas em composto p6s-cultivo de cogumelos do
género Agaricus, associados ou ndo a substrato comercial, bem como
identificar a microbiota presente no substrato comercial, pois assim se torna
possivel compreender a relacdo desses microrganismos com a planta e

desenvolver métodos para otimizar a sua utilizacdo.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cogumelos
Os cogumelos séo frutificagbes de alguns tipos de fungos das divisdes

Basidiomycota e Ascomycota. Os cogumelos podem ser divididos em seis
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categorias:  comestiveis, ndo-comestiveis, alucindgenos, medicinais,
Venenosos e uma categoria mista, com propriedades menos definidas. Sua
produgdo comercial como fonte de alimento tem sido feita em muitos paises
e, no Brasil, vem crescendo nos ultimos anos (CHANG, 2006; MADIGAN et
al., 2010).

Segundo dados da International Society for Mushroom Science, entre
as regides de maior cultivo de cogumelos estdo Europa, América do Norte e
China, sendo Agaricus bisporus (champignon de Paris) a espécie mais
cultivada do mundo, correspondendo a 38% da produgdo mundial.

Os cogumelos sdo conhecidos desde a antiguidade, em razdo da sua
utilizacdo pelo homem, como alimento de elevado valor nutritivo e
terapéutico. Algumas espécies tém sido usadas para tratamento de desordens
gastrointestinais, algumas formas de cancer, bronquite, entre outras doencas,
em diversas regides do mundo, pois podem apresentar cerca de 130 atividades
farmacoldgicas, incluindo antitumoral, imunomodeladora, antioxidante,
protetora  cardiovascular, antiviral, antibacteriana, antiparasitaria,
hepatoprotetora e antidiabética (WASSER, 2011).

De acordo com Taveira e Novaes (2007), os cogumelos comestiveis
nao representam riscos a salde humana, desde que bem conservados,
processados, cultivados adequadamente e tomados os devidos cuidados na

identificacdo das espécies que podem ser ingeridas.

2.1.1 O género Agaricuse sua produgdo comercial

O género Agaricus é um importante género de cogumelos, contendo
centenas de espécies, tanto venenosas quanto comestiveis (BAS, 1991;
MATA; MEDEL; SALMONES, 2011). Geralmente, as espécies desse género
possuem frutificagdes carnosas, com pileos grandes e globosos que, com o
tempo, passam a ser planos e podem apresentar coloracdo branca, cinza ou

marrom.
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Em razdo de suas caracteristicas, o género tem sido cultivado e
comercializado ha muito tempo, para fins alimenticios e terapéuticos. Além
disso, o cultivo desses cogumelos é importante, devido a reciclagem de
residuos agricolas e agroindustriais.

Poucos sdo os dados a respeito da producgdo de cogumelos no Brasil,
porém, na Gltima década, a producdo de cogumelos do género Agaricus era da
ordem de 5 a 7 kg de cogumelos frescos por 100 kg de substrato Umido (4 a 6
kg de cogumelos frescos por m?), em Mogi das Cruzes, SP, principal regido
de cultivo. Ha uma estimativa de que a producdo brasileira chegue a milhares
de toneladas anuais, como mostra a tabela 1. Outros paises produtores sdo
China, Japdo e Coreia (BRAGA; MONTINI; SALIBE, 2006; SILVA, 2014;
EIRA, 2000).

Tabela 1 — Producdo estimada de cogumelos comestiveis no Brasil

Espécies de cogumelos cultivadas no Brasil Producao estimada
(toneladas/ano)
Agaricus bisporus (Champignon de Paris) 8.000

Pleurotus spp. 2.000
Lentinula edodes (Shiitake) 1.500
Agaricus subrufescens 500
Outros 50

Fonte: Adaptado de Associagdo Nacional de Produtores de Cogumelos (ANPC)

2.1.1.1. As espécies Agaricus subrufescens e Agaricus bisporus

O cogumelo Agaricus subrufescens, conhecido como cogumelo do sol
ou cogumelo medicinal ou ainda como Royal Sun Agaricus ou Almond
Portobelo, no exterior, tem sido cultivado e utilizado no Brasil e no mundo
como alimento saudavel. Suas caracteristicas medicinais sdo bem conhecidas

e essa espécie tem sido largamente utilizada como terapia alternativa ao
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cancer, em decorréncia de suas  propriedades  antitumorais
(WISITRASSAMEEWONG et al., 2012).

Possui pileo semiglobuloso de cor marrom-clara a creme, com
pequenas escamas brancas na parte superior. O estipe estreita-se na juncéo
com o pileo (4-13 cm de comprimento por 1-3 cm de didmetro), com espessura
constante ou base bulbosa de coloracdo branca (ZIED, 2011). Essa espécie €
encontrada, principalmente, em climas tropicais e subtropicais, tendo sido
descrita, pela primeira vez, em 1893, nos Estados Unidos e descoberta no
Brasil, na década de 60.

A espécie Agaricus bisporus tem sua origem nas regides de clima
temperado e, por isso, necessita de temperaturas mais baixas para a inducéo
de sua frutificacéo (FIGUEIREDO; DIAS, 2014). Possuem coloracéo branca
e o formato do pileo depende do estagio em que se encontram no momento da
colheita, podendo ser: formato de botdo, chapéu fechado, chapéu aberto ou

formato plano de coloragdo marrom.

2.2 Compostagem e composto pds-cultivo de cogumelos

Nos sistemas de producdo de cogumelos, normalmente ha producéo
de residuos organicos que, muitas vezes, ndo tém um destino ambientalmente
adequado. O manejo e uso técnico correto desses residuos organicos sdo
necessarios para minimizar 0s impactos negativos no meio ambiente
(PEIXOTO, 2011).

A compostagem é um processo de decomposi¢do decorrente da acao
dos microrganismos. Sua aplicagdo proporciona tratamento e destino Gtil para
os residuos organicos, evitando seu acimulo e melhorando a estrutura dos
solos, sendo Util como adubo para a produgdo agricola (ROCHA et al., 2008).

O composto pés-cultivo possui nutrientes como nitrogénio, calcio,
fosforo, potassio, magnésio e enxofre, além de micronutrientes, como zinco,
ferro, cobre, manganés que sdo assimilados pelas raizes (SOUSA, 2012).

De acordo com Uzun (2006), o composto pds-cultivo de cogumelos

pode ser utilizado como fertilizante, pois seus nutrientes sdo liberados mais
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lentamente e por um periodo maior de tempo, assim as plantas podem usa-los
com maior eficiéncia. Zhang et al. (2012) testaram o crescimento de tomate
em composto poés-cultivo de cogumelos e obtiveram resultados positivos no
crescimento da planta, atribuindo esses resultados a absor¢do de nutrientes

fornecidos pelo composto.

2.3 Composto de cogumelos como substrato para producdo de mudas

O composto poés-cultivo de cogumelos pode ser utilizado como
composto organico, ja que a microbiota presente nele pode garantir a
fitossanidade da cultura. Materiais organicos adequadamente compostados,
aumentam a aeracdo do solo, a capacidade de retencdo e infiltracdo de 4gua e
reduzem a densidade do solo. Esse tipo de substrato pode ser uma fonte
importante de espécies de microrganismos, potencialmente indutores de
resisténcia a doencas (LOPES et al., 2015; LOURES, 2001).

Por isso, estudos tém sido feitos com esse tipo de substrato para a
producdo de mudas e tém apresentado resultados positivos (LOPES et al.,
2015; RAMOS et al., 2008; TEIXEIRA, 2014).

Dependendo da espécie cultivada, os substratos exauridos tém
particularidades que lhes conferem algumas caracteristicas de interesse para o
uso em producdo de mudas, como capacidade de capturar nematoides,

podendo ser utilizado no controle bioldgico destes (KOHARI, 2013).

2.4 Microrganismos no composto pds-cultivo de cogumelos

Por ser uma mistura de substancias organicas, o composto possui
grande quantidade de elementos que favorecem o crescimento de uma série
de organismos, de modo que a incidéncia dos microrganismos depende das
condicBes desse composto (GUIMARAES, 2014).

Durante 0 processo de compostagem, ocorrem mudangas nas
condicBes nutricionais e temperatura as quais 0s microrganismos se adaptam,
e a consequente alteracdo nas condi¢Bes ambientais provoca seu crescimento

em guantidade e diversidade.
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Ocorre entdo uma alternancia de microrganismos no substrato que
resulta no composto maduro ao final do processo. Esses microrganismos,
juntamente com a qualidade da matéria-prima sdo responsaveis pela qualidade
final do composto.

Os microrganismos presentes nesse composto possuem importantes
funcdes, como degradacdo do substrato inicial, da matéria organica e
eliminacdo de alguns organismos patogénicos.

Entre as espécies de fungos que podem ser isoladas de compostos,
podem ser citadas: Aspergillus fumigatus, Chaetomonium thermophilum,
Scytalidium  thermophilum, Thermomyces lanuginosus, Thermomyces
ibadanensis, Penicillium sp., Aspergillus sp., Torula thermophila,
Chaetomium spp., Malbranchea sulfurea, Myriococcum thermophilum,
Stilbella thermophila, Thielavia terrestres. Entre as bactérias, podem ser
encontradas as do género Bacillus, e géneros de actinobactérias, como
Streptomyces e Thermoactinomyces sendo Micromonospora spp. e
Streptomyces spp. actinomicetos com influéncia favoravel no crescimento de
A. bisporus. (MARTOS, 2009; SOUZA et al., 2014; STECKLING; LUZ;
SALGADO-NETO, 2014).

Alguns desses microrganismos possuem atividade antagonista a
fitopatégenos em tomates, como Streptomyces contra Rhizoctonia solani
(SOUZA; FARIAS, 2013), actinobactérias contra Ralstonia solanacearum
(MOURA; ROMEIRO; NEVES, 1998), além de microrganismos que atuam
na indugdo de crescimento, como Bacillus subtilis (ARAUJO; MENEZES,
2009).

2.5 Microrganismos na camada de cobertura

O termo “camada de cobertura” é utilizado para denominar a ctapa
onde, no cultivo de cogumelos Agaricaceos, é adicionada terra e/ou outros
materiais sobre o substrato colonizado. Essa etapa induz a frutificacdo e
promove a produtividade do cogumelo. Atualmente, muitos sdo 0s materiais

que podem ser utilizados como camada de cobertura, porém, é necessario
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seguir alguns pardmetros de qualidade, tais como: textura, porosidade, valores
de pH, concentracdo de sais e de material organico ndo decomposto, teores de
magnésio, quantidade de contaminantes e pragas, com o objetivo de obter
maior qualidade na producéo (SILVA et al., 2007; ZIED et al., 2010).

A presenca de bactérias na camada de cobertura é importante para a
formacdo do corpo de frutificacdo, sendo o género Pseudomonas o mais
abundante (cerca de 50%) (COLAUTO; EIRA, 1998). Entre as bactérias que
podem ser encontradas na camada de cobertura de cogumelos da espécie A.
subrufescens, podemos citar: Salmonella enteritidis, Shigella boydii,
Pasteurella multocida, Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli,
Flavobacterium 1l, Pseudomonas cepacia, Shigella flexner, Yersinia
enterocolitica e Pseudomonas aeruginosa (SILVA et al., 2007).

Entre os microrganismos eucariotos, ja foram encontrados em
amostras da camada de cobertura: Penicillium sp., Aspergillus sp.
(competidores) e Trichoderma sp. (parasitas) (MARTQOS, 2013).

2.6 Rizosfera

As plantas no solo oferecem um ambiente altamente especifico para a
ocorréncia natural de comunidades microbianas e, durante a evolucdo, 0s
microrganismos do solo desenvolveram estratégias que permitiram sua
interacdo com as plantas. Essa interacdo pode ser benéfica, neutra ou
prejudicial e o grau de interagdo dos microrganismos com a planta depende da
influéncia das raizes (VAN ELSAS et al., 2006).

A rizosfera é definida como uma regido de enorme diversidade
microbiana, sendo a associagdo entre esses microrganismos e a planta
importante para a salde das mesmas. A comunidade microbiana é apontada
como um importante indicador de qualidade do solo (BERENDSEN;
PIETERSE; BAKKER, 2012; ZILLI et al., 2003).

Os exsudatos das raizes representam importantes fontes de substratos
para 0s microrganismos da rizosfera e influenciam a estrutura da comunidade

microbiana presente. A composicao desses substratos difere entre espécies de
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plantas, cultivares e estagio de desenvolvimento da planta, além de parametros
do solo, como pH, textura do solo, disponibilidade ou limitacdo de nutrientes
e exposi¢do a patdgenos. Dependendo dos exsudatos liberados pela planta, um
microrganismo pode ser estimulado ou inibido, alterando a biomassa do solo.
Alguns dos géneros mais comumente encontrados na rizosfera de plantas
cultivadas sdo: Alternaria, Aspergillus, Acaulospora, Fusarium, Gigaspora,
Glomus, Mucor, Penicillium, Pythium, Rhizoctonia, Scutellospora,
Pseudomonas, Azospirillum, Bacillus e Streptomyces (CARDOSO;
FREITAS, 1992 citado por DANTAS et al., 2009; SIQUEIRA; FRANCO,
1988 citado por DANTAS et al., 2009; ELEIN et al., 2005; VAN ELSAS et
al., 2006).

Pseudomonas e Serratia, encontradas na rizosfera, possuem a
capacidade de produzir fitormonios, como a auxina, que promovem 0

crescimento da planta e o desenvolvimento da raiz (VAN ELSAS et al., 2006).

2.7 Microrganismos na regido da rizosfera de tomates

Entre as espécies de bactérias ja encontradas na regido da rizosfera de
tomateiros estdo: Paenibacillus fujiensis, Enteroccocus avium, Bacillus sp.,
Anaeromyxobacter dehalogenans, Mycobacterium gordonae e Patulibacter
minatonensis.

Entre as espécies de eucariotos ja encontradas nessa regido, podemos
citar: Scenedesmus sp., Emmonsia parva, Alternaria alternata, Cladosporium
oxysporum, Alternaria tenuissima e Olpidium brassicae (CORDERO-
RAMIREZ et al., 2012; SCOTT, 2014).

2.8 PCR e DGGE no estudo da ecologia microbiana do solo

Métodos moleculares baseados na amplificacdo do DNA de amostras
de solo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) - combinada com a
eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE), tém sido utilizados
para a analise da diversidade e da dinamica de comunidades microbianas do

solo, em funcdo de variagdes ambientais ou antrépicas e para afiliacdo
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filogenética de membros de comunidades microbianas. O uso do DGGE na
analise de comunidades microbianas em amostras complexas apoia-se no
pressuposto de que sequéncias gendmicas diferentes, em pelo menos um par
de bases, migrardo para posicGes diferentes no gel, sendo a separacdo de
sequéncias de DNA baseada no seu comportamento de dissociacdo
(MARRIEL et al., 2005). Essa técnica oferece alta sensibilidade e é menos

laboriosa que outras estratégias envolvendo clonagem e enzimas de restricéo.
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CAPITULO 2

MICROBIOTA DA RIZOSFERA DE PLANTAS DE TOMATEIRO
CULTIVADAS EM SUBSTRATOS A BASE DE COMPOSTO POS-
CULTIVO DE COGUMELOS AGARICUS

RESUMO

A producdo de mudas de tomateiro é conduzida em substratos comerciais com
propriedades adequadas para a boa formacdo da parte aérea e da raiz. O
composto pos-cultivo de cogumelos (do inglés “Spent Mushroom Substrate”
ou SMS) apresenta algumas vantagens em relacdo aos substratos comerciais
para a qualidade das mudas de hortalicas, que podem ser proporcionados pela
presenca de uma rica microbiota, trazendo maior equilibrio e maior
competicdo com microrganismos patogénicos, além do controle biolégico de
patogenos e nematoides. E importante conhecer a microbiota presente nesse
material e sua relacdo com a planta, para que essa associagdo possa ser feita
da melhor maneira possivel. Este trabalho teve o objetivo de identificar a
microbiota presente na rizosfera de mudas de tomate produzidas em SMS de
cogumelos das espécies Agaricus subrufescens e Agaricus bisporus,
acrescidos ou ndo de substrato comercial. A microbiota foi analisada por
DGGE e amostras representativas de DNA foram sequenciadas para
identificacdo das espécies. Entre os eucariotos, foram encontradas espécies de
Chaetomium globosum, Arthrobotrys amerospora, predominantes no SMS de
A. subrufescens, e Geastrum floriforme, Chrysosporium chiropterum,
Pleurotus sp., e Trichosporon sp. no SMS de A. bisporus. Entre procariotos,
a maioria das amostras ndo foi identificada, apesar de maior diversidade,
sugerindo um grande nimero de espécies ainda ndo classificadas ou cujas
sequéncias ndo foram ainda depositadas.

Palavras-chave: SMS, producdo de mudas, tomateiro.
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ABSTRACT

The production of tomato seedlings is conducted on commercial substrates
with adequate properties for the good formation of the aerial part and root.
The Spent Mushroom Substrate, or SMS, presents a few advantages in relation
to commercial substrates regarding the quality of the vegetable seedlings,
which may be provided by the presence of a rich microbiota, bringing higher
balance and competition with pathogenic microorganisms, in addition to the
biological control of pathogens and nematodes. It is important to know the
microbiota present in this material and its relation to the plant, in order for this
association to occur in the best manner possible. This work had the objective
of identifying the microbiota present in the rhizosphere of tomato seedlings
produced in SMS of Agaricus subrufescens and Agaricus bisporus
mushrooms, added or not with commercial substrate. The microbiota was
analyzed by DGGE and the DNA representative samples were sequenced in
order to identify the species. Among the eukaryotes, the Chaetomium
globosum, Arthrobotrys amerospora species, predominant in the A.
subrufescens SMS, and Geastrum floriforme, Chrysosporium chiropterum,
Pleurotus sp., and Trichosporon sp. in the A. bisporus SMS. Among the
prokaryotes, most samples could not be identified despite higher diversity,
suggesting a large number of species not yet classified or of which sequences
are not yet available.

Keywords: SMS, seedling production, tomato plant.
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1. INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum) é um fruto originario das Américas
Central e do Sul, consumido em todo o mundo, cujas mudas podem ser
produzidas em diferentes substratos, como fibra de coco verde, serragem,
casca de arroz e o composto pds-cultivo de cogumelos, como os do género
Agaricus (CARRINO et al., 2004; LOPES et al., 2015).

Os compostos pés- cultivo de Agaricus spp. podem ser utilizados
como biorremediadores, suplementos na alimentacdo animal e substratos na
agricultura, se tratados apropriadamente, constituindo uma excelente
alternativa ao problema de descarte de residuos agricolas e agroindustriais
(RINKER, 2002; SOUSA, 2012).

LOPES et al. (2015) relataram a utilizacdo do SMS de Agaricus
subrufescens, em diferentes proporcbes, para a producdo de mudas de
tomateiro, avaliando ndo somente a qualidade das mudas produzidas, mas
também o desempenho das mesmas ap6s o transplantio. Os autores nao
observaram um efeito direto do SMS sobre a qualidade das mudas
considerando os parametros normalmente utilizados, como massa de parte
aérea, massa de raiz, etc. Entretanto, as mudas produzidas e em substrato com
SMS apresentaram uma produtividade superior em relagdo ao controle, sendo
os melhores resultados obtidos no substrato com 100% de SMS.

Diferentes fatores podem estar envolvidos nesse processo, dentre 0s
quais pode-se destacar a presenca de polissacarideos como as B-glucanas
oriundas do micélio do cogumelo cultivado, e a rica microbiota presente nesse
tipo de composto, a qual poderia influenciar a microbiota da rizosfera das
mudas produzidas nesse tipo de substrato.

Assim, torna-se importante conhecer a microbiota presente no SMS
dessas espécies de cogumelos, bem como comparar a microbiota da rizosfera
de mudas produzidas no SMS de diferentes espécies de cogumelos e do
substrato comercial. Para isso, além das tradicionais técnicas de isolamento,

cultivo e identificacdo de microrganismos cultivaveis, é importante também
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lancar méo de técnicas moleculares para sua identificacdo, com o propésito de
evitar subestimar a populagdo presente na amostra (STREIT & SCHMITZ,
2004).

Neste trabalho foram identificadas a microbiota presente na rizosfera
de plantas de tomate cultivadas no SMS de cogumelos das espécies Agaricus
subrufescens e Agaricus bisporus, acrescidos ou ndo de substrato comercial e

comparados com o substrato comercial (Tropstrato).
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2. MATERIAL E METODOS

As amostras de SMS das duas espécies de Agaricus foram trituradas
em particulas menores, visando a uma melhor textura do substrato para a
producéo de mudas.

As sementes de tomate (Solanum esculentum), cultivar Santa Cruz
Kada, foram germinadas em bandeja de isopor, preenchidas com substrato
comercial (Tropstrato®) para hortalicas e submetidas a irrigacdo duas vezes
ao dia. Apos 17 dias de semeadura, foram transplantadas mudas para vasos de
1,5 litros, contendo os substratos a base de SMS e controle.

O SMS dos cogumelos Agaricus foi utilizado para compor o substrato
para transplantio das mudas de tomateiro, nas proporg¢des de 50% ou 100%,
além do controle (100% Substrato Comercial [Tropstrato]). Tabela 1).

1 - Tratamentos referentes aos substratos utilizados para o transplantio das
mudas de tomateiro. AS100: 100% A. subrufescens; AS50: 50% A.
subrufescens+50% Tropstrato®; AB100: 100% A. bisporus; AB50: 50%
A. bisporus+50% Tropstrato®; Controle: 100% Tropstrato®

Tratamento/Codigo  Semanal Semana4 Semana8 Semana9 Semanall

AS100
AS50
AB100
AB50

Controle

AS100 1 AS100 4 AS100 8 AS100 9 AS100 11
AS50 1 AS50 4 AS50 8 AS50 9 AS50 11
AB100 1 AB100 4 AB100 8 AB100 9 AB100 11

AB50 1 AB50 4 AB50 8 AB509 AB50 11

C1 C4 C8 C9 ci

Amostras de solo rizosférico foram coletadas, uma vez por semana,
durante onze semanas. Destas, foram escolhidas amostras das semanas 1, 4, 8,
9 e 11. Seu DNA foi extraido com uso do Power Soil® DNA Isolation Kit

(MoBio) seguindo as instrucdes do fabricante. Para as reacGes de amplificacdo



32

do DNA de procariotos, foram utilizados os primers 338f ¢ 518r GC. Para
eucariotos foram utilizados os primers ITS1 e ITS2 GC.

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de poliacrilamida a 8%,
com gradiente desnaturante de 35 a 50% para procariotos e 8 a 45% para
eucariotos. A eletroforese foi realizada em uma unidade de DGGE D-Code e
as bandas mais proeminentes foram amplificadas por PCR para posterior
identificacdo das espécies, através de sequenciamento da regido ribossomal.
O sequenciamento dos amplicons foi realizado na Macrogen USA (Rockville,
Maryland, USA) e as sequéncias foram comparadas com a base de dados do
GenBank.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto organico é conhecido ha bastante tempo por apresentar
uma caracteristica de supressividade contra patdgenos, em especial do solo,
associada a presenca de diferentes compostos quimicos, e também a uma agao
direta dos microrganismos presentes nele (SUAREZ-ESTRELLA et al.,
2013).

A analise por DGGE revelou uma maior diversidade de procariotos
em relacdo a eucariotos, tanto nas amostras oriundas do substrato comercial

como dos substratos a base de SMS dos cogumelos Agaricus (Figuras 1 e 2).

Figura 1 - Padréo de bandas de DGGE da regido da rizosfera em plantas de tomate
cultivadas em compostos pos-cultivo de cogumelos das espécies Agaricus
subrufescens e Agaricus bisporus, acrescidos ou ndo de substrato
comercial (Tropstrato), nas semanas 1, 4, 8, 9 e 11. AS100 (100% A.
subrufescens), AS50 (50% A. subrufescens+50% Tropstrato), AB100
(100% A. bisporus), AB50 (50% A. bisporus+50% Tropstrato), para
eucariotos (A) e procariotos (B).
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Figura 2 - Padrdo de bandas de DGGE da regido da rizosfera de plantas de tomate
cultivadas em substrato comercial (Tropstrato), ao longo das semanas 1, 4,
8,9 e 11. C (100% substrato comercial [Tropstrato]), para eucariotos (C) e
procariotos (D).

Chaetomium globosum e Arthrobotrys amerospora foram as espécies
predominantes dentre as amostras sequenciadas de eucariotos, oriundas da
rizosfera de mudas obtidas em substrato a base de SMS de A. subrufescens
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Identidade de nucleotideos utilizando banco de dados Blast (ncbi) das
sequéncias recuperadas das bandas do DGGE para eucariotos e
procariotos. Amostra de SMS de Agaricus.

Nome Banda Nome Similaridade Numero de Nome Banda Nome Simila  Numero de
da (%) acesso da ridade acesso
amostra amostra (%)
AS100 4 AE2 Chaetomium 100 JX981455.1 AS50 8 AP1 Bactéria ndo 91 KT776584.1
globosum cultivavel
clone
AS100 9 AE10 Chaetomium 99 JX981455.1 GCSTWT
globosum
AS100 AE18 Arthrobotrys 100 AF106533.1 AS509 AP4 Bactéria ndo 96 GU117216.2
11 amerospora cultivavel
clone Feb08
AS50 4 AE 3 Chaetomium 100 AB449671.1 AS50 11 AP11 Alfa 95 LC017178.1
globosum proteobactéria
ndo cultivavel
EDay154M2-
CL47
AE7 Arthrobotrys 99 AF106533.1 AP13 Bactéria ndo 99 JX967611.1
amerospora cultivavel
clone B035
AS509 AE11l Arthrobotrys 100 AF106533.1 AP15 Bactéria ndo 88 JX172031.1
amerospora cultivavel
clone
PB17012-2
C02
AS5H0 11 AE19 Arthrobotrys 100 AF106533.1 AB100 9 AP6 Alfa 97 LC017178.1
amerospora proteobactéria
ndo cultivavel
EDay154M2-
CL47
AB100 4 AE4 Geastrum 99 KC581984.1 AP8 Bactéria ndo 97 KT791607.1
floriforme cultivavel
clone
0OTU8704
AB100 AE23 Olpidium 100 AB205207.1 AB100 AP17 Actinoplanes 84 EU547834.1
11 brassicae 11 sp.
AB50 8 AES8 Pleurotus 100 AY540325.1
ostreatus
AE9 Pleurotus 100 FJ1081.1
sapidus
AB50 11 AE24 Geastrum 94 KC581984.1
floriforme
AE25 Chrysosporum 87 AM949570.1

Chiropterorum

EUCARIOTOS

PROCARIOTOS

Nao foram identificados os eucariotos: AE1, AE5, AE6, AE15 e AE16.
Né&o foram identificados os procariotos: AP3, AP14, AP2, AP7, AP16, AP10

Chaetomium globosum é um fungo bastante abundante na natureza, e

produz metabdlitos que podem agir no biocontrole contra patdgenos. Wang et

al. (2012) encontraram nesse microrganismo compostos como ergosterol e
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chaetoglobosina X, que possuem atividade antifingica. Hu et al. (2012)
observaram atividade nematicida da substancia chaetoglobosina A, produzida
pelo fungo.

Arthrobotrys amerospora é um fungo nemat6fago que possui a
capacidade de capturar nematoides e outros pequenos invertebrados no solo,
sendo conhecido como fungo predador (ZANG et al., 2013a). E uma
caracteristica desejavel na agricultura, ja que muitas espécies de nematoides
s8o parasitas de plantas e podem causar grandes perdas.

Para 0 SMS de A. bisporus, dentre as espécies de fungos identificadas
por sequenciamento (Tabela 2), destaca-se o fitopatégeno Olpidium
brassicae, conhecido como um fungo presente no solo, que infecta raizes de
plantas, podendo ser encontrado em residuos organicos utilizados na
agricultura (MIKKELSEN et al., 2006).

Outra espécie identificada foi Geastrum floriforme (Tabela 2), que
pertence a um género bastante diverso, com ampla gama de habitats. Essa
espécie foi relatada pela primeira vez no Brasil por Sousa et al. (2014). Uma
descoberta tdo tardia no Brasil é, provavelmente, decorrente do fato dessa
espécie ndo apresentar riscos para a agricultura. Pleurotus ~ ostreatus e
Pleurotus sapidus foram também encontrados na rizosfera das mudas
produzidas em substrato com SMS de A. bisporus (Tabela 2). Pleurotus é um
dos géneros mais diversos de cogumelos cultivados, com algumas espécies
capazes de produzir nematotoxinas, secretadas pelas hifas, que imobilizam
nematoides (COHEN et al., 2002; SILVA, 2014). Marino e Silva (2013)
mostraram a redugdo de nematoides da espécie Meloidogyne incognita em
plantas de alface por P. ostreatus inoculados nas raizes da planta,
comprovando a capacidade dessa espécie no controle de nematoides.

O género Chrisosporium esta normalmente presente no solo, atuando
como saprdéfita com ampla distribuicdo, sendo um produtor de metabolitos,
como enzimas e antimicrobianos, alguns sdo o queratinofilicos,
termotolerantes e algumas espécies podem causar infeccGes de pele em
humanos (LIU; PATERSON, 2011; ZHANG et al., 2013a).
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Para as amostras obtidas do SMS 100% de A. subrufescens, o perfil
de bandas de procariotos mostrou-se constante ao longo do tempo (Figura 1 -
B). Algumas das espécies encontradas ja foram relatadas, tendo as suas
sequéncias depositadas, sem, entretanto, uma identificacdo das mesmas
(Tabela 2). Segundo Jackson e Denney (2011), o microrganismo identificado
como bactéria ndo cultivavel clone Feb08 pertence ao filo actinobactéria,
assim como bactéria ndo cultivavel clone PB17012-2 C02 (BAJERSKI;
WAGNER, 2013).

Nas amostras da regido da rizosfera de mudas de tomate cultivada em
composto de 100% Agaricus bisporus, observa-se padrdo semelhante entre
todas as semanas analisadas (Figura 1-B). As sequéncias encontradas
apresentaram semelhancas com: Bactéria ndo cultivavel clone OTU8704, alfa
proteobactéria ndo cultivavel EDay154M2-CL47 e Actinoplanes sp. (Tabela
2).

Actinoplanes é um género pertencente ao filo actinobactéria, também
citado anteriormente. Algumas espécies do género apresentam forte atividade
antibacteriana (WINK et al., 2014). O filo actinobactéria esta entre 0s maiores
filos de bactérias, e € distribuido tanto em ambientes aquéaticos quanto
terrestres. S8 comumente encontradas em compostos para cultivo de
cogumelos, pois o processo de compostagem favorece seu crescimento.
Podem apresentar beneficios a planta e, por isso, é desejavel que se reaproveite
0 composto, j& que estas provavelmente estardo presentes.

Na regido da rizosfera de tomateiros cultivados em substrato comercial, foram
encontradas as espécies: Candida mesorugosa. Trichosporon sp.,
Arthrobotrys amerospora, Trichosporon mycotoxinovorans e Trichosporon

asahii, além de uma micorriza ndo cultivavel da ordem Sebacinales(Tabela 3).
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Tabela 3 - Identidade de nucleotideos utilizando banco de dados Blast (ncbi) das

procariotos. Amostras de substrato comercial (Tropstrato).

sequéncias recuperadas das bandas do DGGE para eucariotos e

Nome Banda Nome Simila  Numero de Nome Banda Nome Similarida Numero
da ridade acesso da de (%) de
amostra (%) amostra acesso
C1 CE1l Trichosporon sp. 100 KT033396.1 C1 CP2 Bactéria ndo 95 EU133567.1

cultivavel
BUJIT6
CE2 Trichosporon sp 100 KT033396.1 c1 CP4  Acidobactéria 96 LC017664.1
ndo cultivavel
clone
EDay84M2C
L44
CE3 Candida 94 KM382432.1 CP5 Aeromicrobiu 90 KF718657.1
mesorugosa m sp.
Cc4 CE4 Arthrobotrys 92 AF106533.1 CP6 Caulobacter 95 LC011372.1
amerospora sp.
CE5 Trichosporon 99 KT132613.1
micotoxinivorans
C11 CE8 Trichosporon 100 KT282395.1
asahii
CE10 Trichosporon 100 KT132613.1
micotoxinivorans
CE11 Trichosporon 100 KT132613.1
micotoxinivorans
CE12 Conocybe 93 JX968234.1
nigrescens
CE13 Micorriza ndo 87 EU625972.1

cultivavel
(Sebacinales)

EUCARIOTOS

PROCARIOTOS

Nao foram identificados os eucariotos: CE6, CE7 e CE9.
N&o foram identificados os procariotos: CP1 e CP3.

Candida mesorugosa é uma levedura normalmente encontrada em

amostras ambientais, que foi recentemente classificada como causadora de

infeccbes em humanos (CHAVES et al, 2013). Ndo foram encontrados

trabalhos acerca de sua associacdo com tomateiro ou com SMS.
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Trichosporon mycotoxinovorans é uma levedura que tem como
caracteristica a capacidade de eliminar micotoxinas, tais como ocratoxina A e
zearalenona.

El-Tarabily (2004) mostrou que Trichosporon asahii produz IAA
(indole-3-acetic acid) e GA3 (acido giberélico), que podem melhorar o
crescimento de plantas.

Segundo Bokati e Craven (2016), a ordem Sebacinales pertencem
fungos micorrizicos, que estdo presentes na maior parte dos ecossistemas e se
associam a um grande nimero de plantas hospedeiras, porém, pouco é sabido
a respeito de seu papel nessas comunidades.

Para as amostras de procariotos na regido da rizosfera de tomateiros
cultivados no substrato comercial (Tropstrato), foram encontrados: Bactéria
ndo cultivavel BUJIT6, Acidobactéria ndo cultivavel clone EDay84M2CL44,
Aeromicrobium sp e Caulobacter sp. (Tabela 3).

A bactéria ndo cultivavel BUJIT6 foi isolada de solo (ELSHAHED et
al., 2008), assim como acidobactéria ndo cultivavel clone EDay84M2CL44
(KATO et al., 2015). Acidobacteria é um filo recentemente descrito (meados
dos anos 90), que possui representantes diversos, adaptados as mais diversas
caracteristicas ambientais. Espécies do género Aeromicrobium produzem
antibioticos da classe dos macrolideos e crescem em ambientes ricos em
nitrogénio, (BOMFIM, 2010; SHANG; Y1, 2015).

A bactéria identificada como ndo cultivavel clone EDayl154M2-
CL47 pertence as alfa proteobactérias, pertencentes ao filo proteobactéria, que
inclui géneros fototroficos, agentes patogénicos e os simbiontes de plantas,
além de abrigar espécies conhecidas como promotoras de crescimento em
plantas (MADIGAN et al., 2012). N&do foi possivel encontrar informacfes
sobre alguns organismos identificados. Apesar de nédo identificados, esses
microrganismos podem desempenhar papeis importantes na relacdo com a
planta. Por isso, seria interessante realizar estudos mais profundos a respeito

deles a fim de identifica-los.
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Os resultados de grupos bacterianos identificados neste trabalho
assemelharam-se aos encontrados por Ntougias et al. (2004), que também
identificaram  bactérias pertencentes as divisbes Proteobactéria e
Actinobactéria no SMS de cogumelos agaricaceos. Entretanto, nenhuma das
espécies encontradas por aqueles autores foi detectada no presente estudo.
Pode-se atribuir a esse fato possiveis diferencas entre matérias-primas
especificas utilizadas para a producéo do substrato do cogumelo e as suas
condigdes ambientais, que podem influenciar significativamente a natureza da
populacdo bacteriana a colonizar o SMC.

Considerando o nicho ecoldgico, pode-se dizer que grande parte dos
microrganismos identificados no presente trabalho possuem origem
ambiental, ou seja, vivem em solos, na regido da rizosfera, associados a

plantas e na agua.
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CONCLUSAO

Diferentes espécies de microrganismos foram diagnosticadas na
rizosfera de mudas de tomateiro produzidas no SMS de cogumelos A. bisporus
e A. subrufescens. Dentre essas espécies, algumas sdo conhecidas como
microrganismos benéficos, atuando no controle bioldgico de nematoides e
doencas do sistema radicular. Entretanto, espécies de fitopatdgenos foram
também diagnosticadas na rizosfera das mudas produzidas no SMS de A.
bisporus. Portanto, apesar do seu grande potencial como substrato para a
producéo de mudas, esse coproduto da cadeia de producéo de cogumelos no
Brasil ainda precisa de um manejo mais adequado para garantir a sua

seguranca fitossanitaria.
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