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“A visdo da evolu¢do como uma competicdo sangrenta cronica
entre individuos e espécies, uma distorcdo popular da nocéo de
‘sobrevivéncia do mais forte’ de Darwin, dissolve-se diante de
uma nova visdo de cooperacdo continua, forte interacdo e
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mundo pelo combate, mas pelo networking. As formas de vida se
multiplicaram e complexificaram cooptando os outros, ndo apenas
matando-os. ” (Lynn Margulis)



RESUMO GERAL

O morango (Fragaria ananassa, Duch.) é um pseudofruto apreciado no mundo inteiro.
Entretanto, a producédo e produtividade nacional tém sido alcancadas através da aplicacdo de
agrotoxicos nos campos produtivos para o controle de fitopatdgenos, bem como de
fertilizantes quimicos altamente solGveis no solo, praticas que podem ocasionar problemas
ambientais a médio e longo prazo e aumentar custos de producdo. Nesse contexto, bactérias
promotoras de crescimento vegetal tém apresentado potencial de aplicagdo na producao
agricola, em especial porque esses microrganismos apresentam capacidade de estimular o
crescimento de plantas através de sintese de fitormonios, fixacdo bioldgica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato e controle bioldgico de fitopatdgenos. Objetivou-se, com esse
trabalho, avaliar in vivo e in vitro o potencial de promocdo de crescimento e de controle
bioldgico de bactérias isoladas de folhas e raizes de morangueiro, bem como avaliar seus
principais efeitos sobre mudas dessa espécie vegetal. Com essa finalidade, foram realizados
testes in vitro de solubilizagdo de fosfatos, de sintese de auxinas, de fixacdo biologica de
nitrogénio, de antagonismo ao fungo Botrytis cinerea e de producdo de compostos
antifangicos volateis. Os efeitos dos compostos antifingicos sobre o fitopatdgeno ainda foram
avaliados por microscopia eletrénica de varredura. Os isolados foram avaliados quanto a
capacidade de promocdo de crescimento vegetal in vivo, com inoculacdo em plantas de
morangueiro e quanto a capacidade de controle bioldgico, com inoculacdo em frutas. Dados
biométricos foram coletados e mudancas anatdmicas e fisiolégicas em plantas inoculadas
foram avaliadas por microscopia e em analisador IRGA (infrared gas analyser),
respectivamente. Avaliou-se, ainda, acimulo de nitrogénio e fésforo em plantas inoculadas e
ndo inoculadas. Em um segundo experimento, avaliou-se o efeito da inoculacdo sobre
producdo e qualidade de pseudofrutos, assim como volatiloma e composi¢cdo em fendlicos de
pseudofrutos. Cinco isolados selecionados in vitro e a estirpe Ab-V5 (Azospirillum
brasilense) foram capazes de estimular o crescimento vegetal e controlar o fungo B. cinerea.
O isolado MET12M2 promoveu maiores efeitos sobre o crescimento, acimulo de nutrientes,
anatomia, fisiologia, produtividade e qualidade de pseudofrutos. O perfil de volateis e
fendlicos em pseudofrutos variou conforme o isolado inoculado. Entre os cinco isolados
selecionados in vitro, todos promoveram alteracdes visiveis em hifas de B. cinerea e o isolado
29 apresentou maior potencial de controle biolégico do fitopatdgeno. Conclui-se que as
bactérias endofiticas testadas e selecionadas neste trabalho apresentam potencial para
aplicacdo enquanto promotoras de crescimento em morangueiro e que seus efeitos abrangem
crescimento, produtividade, qualidade de pseudofrutos, anatomia, fisiologia e acimulo de
nutrientes pelas plantas, alem de efeitos diretos sobre o crescimento de fitopat6genos.

PALAVRAS-CHAVE: controle bioldgico, morango, Botrytis cinerea, interacdo planta-
microrganismo, rizobactérias, endofiticos, inoculagao.



GENERAL ABSTRACT

Strawberry (Fragaria x ananassa, Duch.) as a fruit appreciated worldwide. However, many
of the results of national production and productivity have been achieved through the
application of agrochemicals in the productive fields for the control of phytopathogens, as
well as chemical soluble fertilizers in the soil, practices that can cause several environmental
problems in the medium and long term and increase production costs. In this context, plant
growth-promoting bacteria have potential applications in agricultural production, especially
since these microorganisms have the capacity to stimulate plant growth through auxin
synthesis, biological nitrogen fixation, phosphate solubilization and biological control of
phytopathogens. The aim of this work was to evaluate in vivo and in vitro the potential of
promoting growth and biological control of bacteria isolated from leaves and roots of
strawberry, as well as to evaluate their main effects on strawberry plants. For this purpose, in
vitro tests of phosphate solubilization, auxin synthesis, biological nitrogen fixation,
antagonism to Botrytis cinerea and volatile antifungal compounds production were carried
out. The effects of the antifungal compounds on the phytopathogen were still evaluated by
scanning electron microscopy. The isolates were evaluated for plant growth promotion
capacity in vivo, by inoculation in strawberry plants; and the capacity of biological control, by
inoculation in fruits. Biometric data were collected and anatomical and physiological changes
in inoculated plants were evaluated by microscopy and IRGA analyzer (infrared gas
analyzer), respectively. It was also evaluated the nitrogen and phosphorus accumulation in
inoculated and non-inoculated plants. In a second experiment, the effect of inoculation on
yield and fruit quality, as well as volatilome and fruit phenolic composition were evaluated.
Five isolates selected in vitro and the Ab-V5 isolate (Azospirillum brasilense) were able to
induce plant growth and control B. cinerea. The MET12M2 isolate promoted greater effects
on growth, nutrient accumulation, anatomy, physiology, fruit production and fruit quality. The
volatile and phenolic profile in fruits varied according to the inoculated isolate. Among the
five isolates selected in vitro, all promoted visible changes in B. cinerea hyphae and the 29
isolate presented a greater biological control potential of the phytopathogen. We conclude that
the endophytic bacteria tested and selected in this study present potential for application as
growth-promoters in strawberry and its effects include growth, production, fruit quality,
anatomy, physiology and nutrient accumulation by plants, as well as direct effects on the
growth of phytopathogens.

KEYWORDS: biological control, strawberry, Botrytis cinerea, plant-microorganism
interaction, rhizobacteria, endophytes, inoculation
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INTRODUGCAO GERAL/ VISAO GERAL DO TRABALHO

O morango € um pseudofruto muito apreciado e consumido no mundo devido a
caracteristicas organolépticas e nutricionais. Atualmente, é produzido em zonas tropicais,
subtropicais e temperadas. Entretanto, por ser uma cultura demandante em termos de
fertilidade quimica do solo e suceptivel a fitopatdgenos, seu cultivo ainda é realizado de
forma intensiva com aplicacdo de fertilizantes e agrotoxicos em campos produtivos. Essas
praticas podem estar relacionadas a efeitos ambientais, além de possiveis conseqliéncias para
a salde publica a médio e longo prazo e aumento dos custos de producéo.

Portanto, sdo necessarias mudancas nas estratégias de producdo desse pseudofruto,
sobretudo com a busca por formas de cultivo ambientalmente corretas, seguras do ponto de
vista de saude publica e viaveis do ponto de vista econdmico.

Nesse contexto, o uso de bactérias promotoras de crescimento pode apresentar grande
potencial de aplicacdo na producdo de morango. Bactérias promotoras de crescimento sao
microrganismos capazes de desenvolver interacbes harménicas com plantas e estimular seu
crescimento através de diferentes mecanismos, como producdo de auxinas, solubilizacdo de
fosfato, fixacdo biologica de nitrogénio, producdo de sideréforos e controle biolégico de
fitopatdgenos.

De modo geral, vegetais sdo naturalmente colonizados por essas bactérias, seja de forma
endo ou epifitica e seus principais efeitos ja relatados sobre as plantas estdo relacionados ao
estimulo da producdo de matéria seca de parte aérea e raizes, aumento do teor de auxina em
tecidos vegetais, modulacdo do metabolismo vegetal, inducdo de respostas de defesa de
plantas, aumento da produtividade, aumento da area foliar, aumento da taxa de germinacéo de
sementes, aumento no teor de clorofila de folhas, controle de fitopatdgenos, além do estimulo
de toleréncia de plantas a estresse. Modificacdes fisioldgicas, anatémicas e de qualidade de
frutos também tém sido descritas como resultantes da inoculacdo dessas bactérias em plantas.

Entretanto, devido a interacdo entre planta e bactéria, € importante a sele¢do de isolados
eficientes para cada espécie vegetal de interesse. Sendo assim, uma forma de ter acesso a
esses microrganismos € por meio de pesquisas de selecdo direta de isolados eficientes com
relacdo a capacidade de colonizacdo e promocdo de crescimento sobre a espécie vegetal em
gue objetiva-se aplica-los. Além disso, muitos dos efeitos desses organismos sobre planta séo
potencialmente estirpe-dependentes, 0 que gera a necessidade pela busca de isolados

eficientes para a promocdo de crescimento, mesmo dentro de uma mesma espécie bacteriana.
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Portanto, objetivou-se, com esse trabalho, avaliar in vivo e in vitro o potencial da
promocédo de crescimento de plantas de morango e o controle biolégico de Botrytis cinerea
por bactérias isoladas de folhas e raizes de morangueiro, bem como avaliar seus principais
efeitos sobre mudas dessa espécie vegetal.

Resultados obtidos neste trabalho evidenciam o potencial de promocédo de crescimento
vegetal direta e indireta (contra o fitopatdgeno B. cinerea) por alguns dos isolados testados.
Além disso, a conhecimento, o presente trabalho é um dos poucos e recentes relatos de
modifica¢fes anatémicas, fisiologicas e de qualidade de pseudofrutos de morangueiro ap6s

inoculagcdo com bactérias promotoras de crescimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais sobre a cultura do morango

O morangueiro (Fragaria x ananassa, Duch.) é uma espécie resultante do cruzamento
entre as espécies nativas Fragaria chiloensis e Fragaria virginiana e pertence a familia
Rosaceae (SANTOS; MEDEIROS, 2003; SILVA; DIAS; MARO, 2007; CHANDLER et al.,
2012; FILGUEIRA, 2013). O cultivo de espécies de Fragaria iniciou-se nas civilizacbes
indigenas da América Pré-Colombiana e passou a ser realizado a partir do século XIV na
Europa, sendo a espécie inicialmente cultivada para fins ornamentais. A espécie Fragaria
ananassa (morangueiro mais conhecido atualmente) € originaria dos jardins europeus, quando
clones de fémeas de Fragaria chiloensis do Chile foram cruzados com clones de Fragaria
virginiana importados da América do Norte. Ainda que ndo planejado, os hibridos trouxeram
consigo a produtividade e rusticidade da espécie F. virginiana e o tamanho maior de fruta de
F. chhiloensis (CHANDLER et al., 2012). Ap0s 0 sucesso na Europa, 0s europeus iniciaram o
cultivo de morangueiro na América, sendo o mesmo difundido no Chile e na América do
Norte (DIAS; COSTA, 2007; ANTUNES; CARVALHO, 2011). Portanto, mesmo sendo
nativa de regides de clima temperado da Europa, Mediterraneo e das Américas (ANTUNES;
CARVALHO, 2011), o morangueiro passou a ser cultivado no mundo todo devido a rapida
adaptacdo a diferentes condicGes climaticas (SILVA; DIAS; MARO, 2007; CHANDLER et
al., 2012). Dados indicam que a producdo de morangos no mundo ultrapassa 9 milhdes de
toneladas, com uma produtividade media de aproximadamente 22,5 t ha?, sendo a mesma
realizada em uma area cultivada superior a 400 mil hectares. Atualmente, 0s paises com maior
producdo do pseudofruto sdo China, Estados Unidos, México, Turquia, Egito, Republica da
Cort¢ia, Polbnia, Russia e Japao (FAO, 2019).

O cultivo do morangueiro no Brasil comegou a expandir-se a partir do ano 1960, em
especial pelo lancamento da variedade Campinas (PASSOS, 1996), sendo produzido
atualmente por diferentes estados no pais, destacando-se entre eles Minas Gerais, Sdo Paulo e
Rio Grande do Sul. Apesar de o interesse pela producdo dessa fruta ter aumentado muito no
Brasil, inclusive com produgdes em grande escala, a producdo de morango ainda € realizada
majoritariamente na agricultura familiar, por pequenos produtores rurais e a maior parte da
producédo se destina ao mercado interno, sendo a produtividade média por estado de 32,7t/ha
no Rio Grande do Sul, 25,2t/ha em Minas Gerais e 34 t/ha em S&o Paulo (CEASAMINAS,
2006; EMBRAPA, 2016). Segundo dados da FAO, a producdo brasileira de morangos
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ultrapassa 3.300 toneladas e é realizada em 400 hectares, majoritariamente nos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul (FAO, 2019). Apesar de 0 pais ndo ser
considerado um dos maiores produtores e/ou exportadores mundiais, destaca-se por apresentar
condi¢cdes ambientais favoraveis a producdo da fruta na quase totalidade dos meses do ano
(ANTUNES; REISSER JUNIOR, 2007). Entre os estados produtores, Minas Gerais destaca-
se como maior produtor de morango do pais, com mais de 40% da produgdo nacional
(CEASAMINAS, 2006; FAO, 2019).

O morangueiro é uma planta herbacea, rasteira e estolonifera, com sistema radicular
fasciculado e superficial. A espécie apresenta ciclo perene, porém é normalmente cultivada
como anual (isso porque plantas jovens tendem a apresentar mais qualidade de pseudofrutos e
produtividade). As folhas desses vegetais podem conter 3 a 5 foliolos e as flores encontram-se
agrupadas em inflorescéncias, sdo completas, geralmente auto-férteis, possuem inlmeros
pistilos e calice pentamero. A polinizagdo dessa espécie vegetal ocorre pela acdo de insetos e
pelo vento (SILVA; DIAS; MARO, 2007; CHANDLER et al., 2012). Os frutos do
morangueiro sdo, na verdade, considerados pseudofrutos, uma vez que os frutos verdadeiros
S80 0s aquénios, ou seja, estruturas pequenas e escuras que se prendem ao receptaculo carnoso
hipertrofiado e de coloracdo vermelha, parte que é comercialmente conhecida como a fruta
(FILGUEIRA, 2013). Cada aguénio e originado de um dos mdltiplos pistilos da flor
(CHANDLER et al., 2012). O florescimento do morangueiro €, sobretudo, dependente da
temperatura e do fotoperiodo aos quais as plantas sd@o submetidas, sendo que altas
temperaturas levam a producéo de pseudofrutos com pouco sabor, alta acidez e pouco firmes;
fotoperiodos curtos induzem a fase reprodutiva; e fotoperiodos longos induzem a fase
vegetativa da planta (CHANDLER et al., 2012; FILGUEIRA, 2013).

Além de possuir caracteristicas organolépticas apreciadas no mundo todo (em termos de
sabor, coloracdo e aroma), o pseudofruto ainda apresenta propriedades nutracéuticas muito
interessantes, sendo composto por 91,5% de agua, 6,89 de carboidratos, 0,9g de proteinas,
1.7g de fibras, 11mg de célcio e 10mg de magnésio, além das vitaminas A, B e C, elementos
como fésforo, ferro, potassio, cobre e zinco (composi¢do em 100g de fruta, de acordo com a
edicdo mais recente da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos — TACO, 2011). O
sabor adocicado do pseudofruto deve-se a presenca de acuUcares, componentes majoritarios
entre os solidos sollveis. A glicose e a frutose sdo os aglUcares predominantes em sua
composicdo (WANG; CAMP, 2000; TODESCHINI et al., 2018). Em termos de abundancia,
apos os aglcares, 0s acidos organicos ndo volateis sdo 0s componentes de maior importancia,

possuindo importancia na qualidade organoléptica da fruta, influenciando o pH celular e a



16

estabilidade de antocianinas, importantes para a coloracdo avermelhada da fruta. O &cido
orgénico mais abundante no morango € o acido citrico, mas o pseudofruto ainda contém
grandes quantidades de acido malico e outros &cidos em menor quantidade (KADER, 1991;
TODESCHINI et al., 2018). A principal antocianina presente no morango é a pelargonidina-
3-glucosideo e a segunda mais importante é a cianidina-3-glicosideo, sendo essas
responsaveis por sua coloragdo caracteristica. Além disso, o aroma caracteristico do morango
deve-se principalmente a seu contetido de ésteres volateis. E importante ressaltar que, além
das antocianinas, o pseudofruto ainda contém outros compostos antioxidantes, como
flavondides e acidos fendlicos (AZEVEDO, 2007; TODESCHINI et al., 2018).

Com o inicio da produgdo comercial de morango, muitos estudos tém sido realizados
visando atingir maior produtividade e melhor qualidade de pseudofrutos, sendo conhecidos
atualmente mais de 40 programas de melhoramento genético de morango no mundo. As
caracteristicas desejadas variam muito entre 0s programas, sendo expressas no aumento do
tamanho e do naimero de pseudofrutos produzidos, maior resisténcia da polpa, firmeza da
epiderme, coloracdo de pseudofrutos, sabor, exigéncia ao frio e resposta a fotoperiodo e
temperatura. Além disso, pode-se dizer que o melhoramento genético aportou as plantas de
morangueiro maior resisténcia a doencas e prolongamento da vida de prateleira de
pseudofrutos (SANTOS, 1999; CHANDLER et al., 2012; GALVAOQ, 2014). Concernente &
resposta as condicdes ambientais, a grande maioria das cultivares de morangueiro utilizadas
atualmente pode ser classificada em cultivares de dia curto (florescem em condi¢cbes de
fotoperiodo curto, menor do que 12 horas e temperatura baixa) e cultivares de dias neutros
(cultivares que independem do comprimento do dia para entrar em floracdo, porém dependem
de temperaturas suficientemente altas para manter a frutificacdo). As principais cultivares
utilizadas no Brasil provém dos Estados Unidos, destacando-se Aromas, Camarosa, Oso
Grande, Camino Real, Diamente, Dover, Sweet Charlie e Ventana, além da espanhola Milsei-
Tudla e das brasileiras advindas de programas da Embrapa Clima Temperado Burkley, Santa
Clara e Vila Nova (OLIVEIRA; NINO; SCIVITTARO, 2005; ANTONIOLLI et al., 2007;
CHANDLER et al., 2012).

2.2 Sustentabilidade no sistema agricola de producao
Estimativas indicam um crescimento de 35% da populacdo mundial até o ano de 2050, o

que exigira um aumento de 60% da producdo agricola em relagdo a producdo atual
(ALEXANDRATOS; BRUINSMA, 2012). Embora a agricultura nacional esteja em ascensao
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no cenario agricola mundial apresentando altas produtividades, muitos desses resultados
foram alcancados via utilizagdo de agrotdxicos para o controle de fitopatdgenos e pragas, bem
como de fertilizantes quimicos altamente solGveis para a promog¢do de crescimento vegetal.
Com relacdo a esse tipo de produto, tem-se observado que grande parte de defensivos e
fertilizantes é perdida, sendo carreados para corpos d’agua e para o solo, ocasionando
contaminacdo ambiental (eutrofizacdo de corpos d’agua, salinizagdo do solo, entre outros),
além de efeitos sobre organismos ndo-alvos e desbalancos no equilibio ecoldgico das espécies
desses ecossistemas. Além disso, é importante ressaltar que esses produtos sdo, muitas vezes,
aplicados de forma indiscriminada e em doses muito acima das preconizadas na literatura, o
que pode levar ao aumento dos niveis de residuos de agroquimicos no produto final
(GLIESSMAN, 2000; COSTA et al., 2012; BELCHIOR et al., 2014; GOULSON et al., 2015;
PERSHINA et al., 2015; STUART; STUART; PIMENTEL, 2018; ESTEVE-TURRILLAS et
al., 2018; CANG et al., 2018).

Entretanto, nos encontramos em um cenario de mudanca na forma de pensar dos
consumidores, 0s quais passam a buscar produtos mais saudaveis, sem conservantes quimicos
ou residuos de fertilizantes quimicos e agrotoxicos. Portanto, a busca por medidas de
producdo ambientalmente mais corretas e seguras do ponto de vista de satde publica torna-se
essencial quando se visa manter altas produtividades alcangadas e atingir novos mercados que
ndo permanecem tdo permeaveis a produtos com altos niveis de agrotoxicos e outros
quimicos, como antigamente.

Especificamente no caso de frutas de mesa que serdo consumidas in natura, a
contaminacdo das mesmas com residuos de agrotoxicos e fertilizantes € um problema a ser
abordado nos sistemas de producéo agricola tradicionais, sendo a seguranca alimentar alvo de
constante preocupacdo para a saude publica (MATTOS, 2004; LI et al., 2011; OSHITA;
JARDINS, 2012; CARVALHO, 2017; ESTEVE-TURRILLAS et al., 2018; CANG et al.,
2018). Observa-se, portanto, que mudancas nas estratégias de producdo sdo extremamente
necessarias nesse contexto, sendo agricultores, extensionistas e pesquisadores desafiados a
encontrar formas de manter ou melhorar o rendimento das culturas minimizando a degradacéo
ambiental gerada e garantindo a seguranca alimentar para o consumidor.

O termo desenvolvimento sustentavel foi introduzido em 1987 pela Comissdo Mundial
de Meio Ambiente e Desenvolvimento da Organizagéo das Nagdes Unidas (ONU) e pode ser
compreendido como o desenvolvimento capaz de suprir as necessidades de uma geracdo sem
comprometer a capacidade de atender as necessidades de geraces futuras. No contexto

agricola, é possivel compreender o termo agricultura sustentdvel como a atividade agricola
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que se mantém por um longo periodo de tempo de forma economicamente viavel,
ambientalmente segura e socialmente justa (STRANGE; BAYLEY, 2008).

Em seu livro “Agroecologia: a dindmica produtiva da agricultura sustentavel”, Altieri
(2004), destaca os elementos basicos de uma estratégia agroecoldgica, sendo eles:
conservagao e regeneracdo de recursos naturais (controle da eroséo e da fertilidade do solo e
da saude de plantas; captacdo, coleta, reserva in situ da agua e manejo correto de irrigacao;
conservacdo de germoplasma local; uso de germoplasma adaptado aos ambientes; uso de flora
e fauna benéficas, como inimigos naturais e polinizadores), manejo de recursos produtivos
(diversificagdo temporal, como rotagdes de cultura; diversificagdo espacial, como
policultivos, agroflorestas, sistemas mistos de plantio e sistemas agro-silvo-pastoris;
diversificacdo genética, como o uso de multilinhas; regional, pelo zoneamento e trabalho em
bacias hidrograficas; reciclagem de nutrientes e matéria organica, pelo uso de biomassa de
plantas, biomassa animal e pela reutilizacdo de recursos na propriedade rural; e regulacédo
bidtica, ou seja, controle biologico natural ou artificial) e implementacdo de elementos
técnicos (definicdo de técnicas de regeneracdo, conservagdo e manejo de recursos adequados
as necessidades do local e ao contexto agroecoldgico e socioeconémico; implementacdo de
técnicas orientada por uma concepcao holistica ou integrada do todo; e incorporacdo de
elementos do manejo tradicional de acordo com a racionalidade camponesa).

Nos ultimos anos, em especial a partir da Instru¢cdo Normativa n° 007, do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento, publicada no Diario Oficial da Unido em 19/05/1999
(BRASIL, 1999) e da aprovacdo da Lei de Organicos n°10831 de dezembro de 2003
regulamentada pelo Decreto n°7048 de dezembro de 2009, tem sido observado um incentivo
governamental para a producdo ambientalmente segura, 0 que levou ao aumento da producéao
de organicos no pais (BRASIL, 2007) e consequente busca por formas alternativas de manter
a produtividade das culturas e de controle de pragas e doencas. Nesses sistemas de manejo
ecoldgico da producdo, sdo empregados conceitos que enfatizam o uso de relagdes bioldgicas
entre 0s componentes do sistema, como controle biologico, fluxo de energia, ciclagem de
nutrientes, utilizacdo de recursos renovaveis e disponiveis no local, funcdes e servicos
ecossistémicos relacionados ao aumento da biodiversidade, aproveitamento do
microambiente, trofobiose e manejo da sucessédo (GLEISSMAN, 2000).

Nesse contexto, 0 uso de produtos naturais, como extratos vegetais, biofertilizantes,
propolis, 6leos essenciais, preparados homeopaticos, 6leos vegetais, preparados fangicos ou

bacterianos e bactérias promotoras de crescimento vegetal pode representar uma alternativa
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vidvel, segura e ambientalmente correta ao sistema predominante de producdo agricola
(GLEISSMAN, 2000).

2.3 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

A diversidade de microrganismos é muito vasta, porém, grande parte dela ainda resta
desconhecida. Estimativas apontam que em 1m?2 de solo, é possivel encontrar uma densidade
de 10 células bacterianas, 10* células fangicas e 10'° algas (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006). Dados mais otimistas apontam que em 1g de solo é possivel encontrar mais de
2x10%g¢lulas bacterianas em solos de floresta e mais de 1,5 x10° células bacterianas em areas
onde é praticada a agricultura organica (PERSHINA et al., 2015). Estimativas sobre riqueza
de espécies indicam que 1g de solo pode conter entre 5000 e 10000 espécies microbianas
diferentes (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2007). No que tange a interacdo entre plantas e
microrganismos, algumas estimativas sugerem que cerca de 20 mil espécies vegetais séo
totalmente dependentes de microrganismos simbiontes para a sobrevivéncia em ecossistemas
terrestres (Van Der HEIJEN; BARDGETT; VAN STRAALEN, 2008). Entretanto, em que se
pese a diversidade das comunidades bacterianas associadas, € possivel que exista um grande
potencial desconhecido de uso biotecnolégico desses microrganismos nunca antes explorado.

O solo apresenta grande concentracdo de bactérias, em especial na parte do solo
localizada muito proximo as raizes (WHIPPS, 1990; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Essa
regido do solo é conhecida como rizosfera e é caracterizada por estar sob a influéncia direta
dos exsudatos radiculares, constituindo assim, um ambiente bioquimico e ecoldgico diferente
do restante do solo ao redor. A rizosfera contém uma grande variedade de compostos, entre
eles, cita-se, em especial, 0s aminoacidos, 0s aclcares e 0s acidos organicos exsudados pelas
raizes das plantas, além de mucilagem e fatores de crescimento, o0 que torna a regido muito
rica em nutrientes e, consequentemente, importante nos ciclos de nutrientes e na manutencédo
do estimulo do crescimento vegetal (BAIS et al., 2006; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006;
KAWASAKI et al., 2016). Consequentemente, também é observado atividade e crescimento
microbianos intensos nessa regido, isso porque 0S compostos organicos exsudados pelas
raizes sdo utilizados como fonte de energia e nutrientes por esses microrganismos
(KUZYAKOV; CHENG, 2001; VALE et al., 2005; BAIS et al., 2006; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006; OLANREWAJU et al., 2018). Além disso, estudos indicam que o
ambiente rizosférico € responsdvel pelo aumento e pela modulagdo da diversidade microbiana

associada as plantas, o que pode estar relacionado a interacdo de espécies microbianas com 0s
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exsudatos liberados por cada espécie vegetal (HUGONI et al., 2018; OLANREWAJU et al.,
2018), atracdo de determinadas espécies para a rizosfera devido ao padrdo de exsudatos
liberados (SCHULZ-BOHM et al., 2018) ou ainda a indu¢do da mobilizacdo de plasmideos
por exsudatos radiculares (ZHU et al., 2018). E importante ressaltar que esse efeito pode
também contribuir para a passagem de caracteristicas de promoc¢édo de crescimento vegetal,
muitas vezes reguladas por genes presentes em elementos genéticos méveis (MARCHETTI et
al., 2010; REMIGI et al., 2014).

Estudando a relacdo entre biomassa, concentracdo de carbono solivel e ndo-soltvel na
raiz, abundancia de bactérias na rizosfera e atividade microbiana, Valé et al (2005)
observaram variabilidade na atividade microbiana na rizosfera de 6 espécies vegetais e
sugerem que a mesma seja controlada pela economia de carbono de cada espécie, sendo que
plantas que liberam mais exsudatos aceleram a ciclagem de nutrientes através do estimulo da
atividade microbiana.

Resultado similar foi observado por Kuziakov e Chen (2001) quando, estudando o
efeito da submissdo de plantas a diferentes fotoperiodos sobre a atividade microbiana
(respiracdo). Nesse trabalho foi obtida alta relacdo entre a respiracdo microbiana do solo e o
fotoperiodo ao qual cada planta foi submetida, evidenciando que a taxa de fotossintese da
planta é capaz de controlar a atividade microbiana na rizosfera.

Além disso, estudando a influéncia do perfil de exsudatos radiculares sobre a
comunidade microbiana da rizosfera, Schulz-Bohm et al (2018) observaram que a migracao
de bactérias para a zona rizosferica pode ser estimulada e modulada pelo padrdo de exsudatos
volateis liberados pelas plantas. Esse estudo constitui uma das primeiras evidéncias de que
esses compostos podem difundir-se a longas distancias, modulando de forma significante as
interacdes entre plantas e microrganismos presentes a longas distancias da rizosfera. Nesse
mesmo trabalho, foi observado que a exposicdo das plantas a fungos fitopatogénicos
modificou o padrdo de exsudatos radiculares volateis e induziu a maior atracdo de bactérias
que apresentam propriedades antifungicas.

Resultado similar foi observado por Prabakaran et al (2017) em condicBes de
laboratdrio, quando observaram que a interacdo entre plantas e fitopatdgenos pode modificar a
composicdo de exsudatos radiculares, por exemplo pelo maior acimulo de momilactona A,
em plantas de arroz infectadas.

Portanto, exsudatos radiculares séo capazes de regular a comunidade microbiana do solo
em suas proximidades, além de alterar propriedades quimicas do solo, promover interacdes

benéficas entre organismos e inibir espécies competidoras (BAIS et al., 2006; MOREIRA e
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SIQUEIRA, 2006; HUGONI et al., 2018; ZHU et al., 2018; SCHULZ-BOHM et al., 2018).
Nesse ambiente rizosférico, é possivel observar condi¢des muito favoraveis ao crescimento de
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs), quando comparado ao solo nédo
rizosférico.

O termo bactéria promotora de crescimento em planta foi introduzido por Kloepper e
Schroth em 1978 e agrupa bactérias ndo simbidticas presentes no solo, que colonizam raizes e
tecidos vegetais e podem estimular o crescimento de plantas, além de serem capazes de
multiplicar-se e competir com a microbiota autdctone. Mais tarde, passou-se a utilizar o termo
para bactérias da rizosfera que podem crescer dentro, sobre ou em torno de tecidos vegetais e
incitar o crescimento vegetal por multiplos mecanismos (VESSEY, 2003). Enfim, bactérias
promotoras de crescimento podem ser definidas como microrganismos benéficos as plantas,
devido as interacfes harmoénicas que realizam com as mesmas, podendo modular seu
metabolismo e estimular a produtividade vegetal (PEREIRA et al., 2012; HERNANDEZ,
2015; BRUSAMARELLO-SANTOS, 2017).

A inducdo da resposta metabolica de planta por essas bactérias foi estudada por
Brusamarello-Santos et al (2017) em milho com a inoculacdo de Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae Fix" e Fix" em comparacdo com tratamento sem inoculacdo de
bactérias. Nesse trabalho, os autores observaram mudanca na presenca e nas concentracoes de
uma grande gama de metabdlitos vegetais entre os trés tratamentos, sendo eles acidos
organicos, acucares e aminoacidos. O padrédo de resposta observado foi diferente entre tecidos
da planta, evidenciando um padrdo de acUimulo de metabdlitos diferenciado quando na
presenca da bactéria. Esse mesmo trabalho evidenciou que bactérias Fix™ incapazes de realizar
a fixacdo bioldgica de nitrogénio, incitaram resposta metabdlica da planta, destacando-se para
0 aumento dos niveis de manitol e trealose, carboidratos normalmente associados a respostas
de defesa vegetal. Os autores sugerem que as bactérias promotoras de crescimento sao
capazes de induzir diferentes rotas metabdlicas e diferentes respostas das plantas devido ao
grande nimero de metabdlitos quimica e fisiologicamente diferentes afetados pela inoculacéo.

Normalmente, esses microrganismos apresentam vida livre, mas podem se associar as
raizes das plantas, compondo a comunidade microbiana das plantas enquanto epifiticas ou
endofiticas e ndo sdo fitopatogénicas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; PEREIRA et al., 2012;
BRUSAMARELLO-SANTOS et al.,, 2017). Esse grupo de bactérias constitui uma das
alternativas potenciais para atingir a producédo agricola sustentavel, apresentando mecanismos
diretos e indiretos para a promocao do crescimento vegetal, além de serem nativos dos solos

ou plantas a serem utilizados e, portanto, enquadrando-se na descri¢do de agricultura orgénica
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e sustentavel (Lei de Agricultura orgénica n°10831). Seu uso inclui tratamento de sementes,
mudas micropropagadas, incorporacdo diretamente ao substrato de plantio, tratamento de
estacas, tubérculos e raizes, pulverizacbes na parte aérea (incluindo folhagem, flores e frutos),
e em pos-colheita (FIGUEIREDO et al, 2010).

Os grupos bacterianos relatados como bactérias promotoras de crescimento de planta
estdo divididos nos filos Proteobacteria (em especial nas classes Alpha e Beta e
Gammaproteobacteria), Actinobacteria e Firmicutes (RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2008).

Esse grupo de microrganismo pode desenvolver diversas atividades funcionais, entre
elas: biofertilizantes (KHAWAS; ADACHI, 1999; GEORGE et al., 2013; HERNANDEZ,
2015; RODRIGUES et al., 2016; FELESTRINO et al, 2017; LINU et al., 2017,
CARDINALE et al., 2018), fitoestimuladores (KHAWAS; ADAHI, 1999; BELIMOV et al., 2005;
FENG et al.,, 2006; KOO; CHO, 2009; GALDIANO-JUNIOR, 2011; QUECINE et al., 2012;
HERNANDEZ, 2015; FELESTRINO et al., 2017; TORRES et al.,, 2018; ZHAO et al., 2018),
rizomediadores (aumentam a toleréncia de plantas a contaminantes) (KOO; CHO, 2009) e
biopesticidas  (BESSON; HOURDOU; MICHEL, 1990; FERNANDO et al., 2005;
QUECINE et al, 2012; GEORGE et al., 2013; AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008;
RODRIGUES et al., 2016; FELESTRINO et al., 2017), além de estimularem a defesa vegetal
(DU et al., 2016) e a tolerancia a estresse ambiental, como baixa fertilidade de solos
(ZAHEER et al., 2016) ou a seca (MISHRA et al., 2016).

Em geral, os principais efeitos observados em plantas apds a inoculacéo dessas bactérias
sdo aumento da taxa de germinacdo, modificacdes anatdmicas em folhas e raizes, aumento de
comprimento de raizes, crescimento de colmos e caules, aumento do nimero de folhas e da
area foliar, aumento no contetdo de clorofila das folhas, aumento do peso de frutos e melhora
de sua textura e composicdo quimica, aumento do namero de flores e do rendimento, maior
sobrevivéncia de plantas na fase de aclimatizacdo e modificacdes anatdmicas, além de
controlar a severidade e a incidéncia de fitopatdgenos e aumentar a tolerancia a condigcdes
ambientais de estresse (KHAWAS; ADACHI, 1999; BELIMOV et al., 2005; FENG et al., 2006;
SALA et al., 2007; MENA-VIOLANTE; OLALDE-PORTUGAL, 2007; KOO; CHO, 2009; AHMED;
HASNAIN, 2010; GALDIANO JUNIOR et al., 2011; ROJAS-TAPIAS; BONILLA, 2012; PEREIRA
etal., 2012; LARRABURU; LLORENTE, 2015; MISHRA et al., 2016; ZAHEER et al., 2016; LINU
et al., 2017; TODESCHINI et al., 2018).

A medida que as pesquisas avancam e a eficacia dessas bactérias no aumento da
produtividade e crescimento vegetal € comprovada, novos produtos comerciais sdo

formulados a base desses microrganismos em muitos paises do mundo, como Estados Unidos,
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Austrélia e China (FIGUEIREDO et al., 2010). Sendo assim, a utilizacdo de BPCPs pode
potencialmente tornar-se uma das estratégias de maior importancia para a agricultura mundial,
estimulando e mantendo a produtividade das culturas a campo e diminuindo o impacto

ambiental desses sistemas produtivos.

2.4 Mecanismos de promocéao de crescimento vegetal

As BPCPs podem promover o crescimento vegetal por meio de um ou Varios
mecanismos de acdo, apesar de que na grande maioria das vezes um mesmo isolado apresenta
mecanismos de promocdo de crescimento combinados (PEREIRA et al., 2012; QUECINE et
al., 2012; GEORGE et al., 2013; HERNANDEZ, 2015; AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008)
Esses mecanismos podem ser divididos em diretos e indiretos. Os mecanismos diretos
envolvem a producéo de substancias promotoras de crescimento e aumento da disponibilidade
de nutrientes as plantas e os indiretos estdo mais relacionados a supresséo de fitopatdgenos na
rizosfera ou ao estimulo da defesa vegetal (KHAWAS; ADACHI, 1999; VESSEY, 2003;
FERNANDO et al.,, 2005; GEORGE et al., 2013; HERNANDEZ, 2015; JASIM et al., 2016;
AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008; DU et al., 2016; FELESTRINO et al., 2017; TORRES et al., 2018;
ZHAO et al., 2018).

2.4.1 Mecanismos diretos de promocéao de crescimento

2.4.1.1 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio (N) é um elemento essencial para 0s organismos vivos, juntamente com
carbono e hidrogénio, participam na composicdo de moléculas de &cidos nucléicos, proteinas,
polissacarideos, clorofila entre outras. As principais reacdes bioquimicas em plantas e
microrganismos envolvem a presenca do nitrogénio, tornando-o um dos elementos absorvidos
em maiores quantidades pelas plantas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Assim, o nitrogénio é considerado um macronutriente, sendo necessario em grandes
quantidades para as plantas. Entretanto, pode também ser considerado um nutriente limitante
do crescimento vegetal, uma vez que a principal reserva do nutriente esta na biosfera na forma
molecular N2, uma forma quimicamente muito estavel. Portanto, apesar de compor cerca de
78% da atmosfera, sua assimilacdo é limitada, requerendo a transformagdo para uma forma
combinada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2009). Além disso, 0s solos
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brasileiros apresentam, em grande maioria, teores muito baixos de N disponivel, o que torna
indispensavel o aporte de nitrogénio em grandes quantidades, geralmente realizado com
fertilizantes quimicos (DARTORA et al., 2013). No entanto, cabe citar os custos econdmicos
do uso desses produtos, haja vista que o Brasil importa 70% da uréia que utiliza (HUNGRIA
et al., 2011), além dos custos ambientais relacionados a eutrofizagdo de corpos d’agua,
salinizacdo do solo e uso de recursos naturais ndo renovaveis, como petréleo e gas natural
(GLEISSMAN, 2000; OLIVEIRA et al., 2014).

Uma porcdo de organismos do grupo dos procariotos consegue converter ou reduzir
enzimaticamente o nitrogénio da atmosfera. Este processo é chamado fixacdo biol6gica do
nitrogénio (FBN) e consiste na conversdo do nitrogénio atmosférico em amonia, reacdo
catalisada pela enzima nitrogenase que é encontrada em todos os organismos diazotréficos
(TAIZ; ZEIGER, 2009; MARCHETTI et al., 2010). Dado a sua grande diversidade, esses
microrganismos chamados de diazotroficos podem ser encontrados nos mais diversos
habitats, em muitos tipos de solo, rizosfera e filosfera, além de aguas doces e salgadas
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

A fixacdo biologica de nitrogénio € um processo altamente consumidor de energia, uma
vez que a tripla ligacdo que une os dois &tomos de nitrogénio € muito forte. Assim sendo, o
complexo enzimatico nitrogenase deve consumir 16 moléculas de ATP por N2 reduzido
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). E possivel que a FBN realizada por diazotroficos
endofiticos ofereca a vantagem de 0s microrganismos ocuparem espacos mais intimamente
ligados ao hospedeiro, 0 que permite maior e mais facil acesso a fontes de carbono e menor
competicdo com outros microrganismos por essas fontes (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Apesar de 0s microrganismos diazotréficos se encontrarem em diferentes habitats, todos
realizam a redugdo do N2 por uma reagdo catalisada pela mesma enzima. Atualmente, sabe-se
gue a nitrogenase apresenta sistemas alternativos independentes geneticamente: nitrogenase 1
dependente de molibdénio (Mo) e ferro (Fe); nitrogenase 2, dependente de vanadio (V); e
nitrogenase 3, dependente de ferro (Fe) (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Essa enzima é
muito sensivel ao oxigénio, perdendo sua conformacdo tridimensional irreversivelmente
guando em contato com o0 elemento. Por esse motivo, muitos diazotroficos aerdbios
desenvolveram mecanismos de protecdo contra o oxigénio, além dos que sdo dependentes de
ambientes microaerofilos para a fixacdo de nitrogénio (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

O processo de FBN pode contribuir com o fornecimento de nitrogénio ao solo
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). No Brasil, a eficiéncia da fixa¢do biolégica de nitrogénio

no fornecimento do macronutriente para as plantas pode ser observada na cultura da soja,
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onde 94 a 100% do N é fornecido de forma simbiotica, o que também auxiliou o pais a estar
entre os maiores produtores do grdo (GRAHAM; VANCE, 2000; HUNGRIA et al., 2006).

Devido aos resultados iniciais positivos obtidos com a aplicacdo dessas bactérias em
culturas de interesse agricola, ocorreu um grande aumento no numero de estudos relacionados
a aplicacdo desses microrganismos na agricultura visando a menor dependéncia de
fertilizantes nitrogenados e melhor aproveitamento do N atmosférico (GRAHAM; VENCE,
2000). Desde entdo, além do grupo mais estudado de diazotroficos, os rizébios (bactérias
noduliferas que realizam simbiose fixadora de nitrogénio com leguminosas), outras espécies
diazotréficas tém sido isoladas a partir de diferentes espécies vegetais.

Espécies pertencentes aos géneros Burkholderia, Azospirillum e Herbaspirillum tém
sido muito estudadas com relacéo a sua capacidade de FBN e tém sido observadas ndo apenas
associadas a leguminosas ou a raizes, mas associadas a diferentes espécies vegetais e em
tecidos como colmos, estolfes ou livres no solo (QUECINE et al., 2012; PEREIRA et al.,
2012; BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2017). Ensaios em planta indicam que essas
espécies podem estimular um aumento de até 120% da biomassa vegetal (BALDANI;
BALDANI; DOBEREINER, 2000).

Especialmente na cultura do morangueiro, trabalhos evidenciaram sua colonizagao por
bactérias fixadoras de nitrogénio da espécie Azospirillum brasilense (PEDRAZA et al., 2007;
GUERRERO-MOLINA; WINIK; PEDRAZA, 2012). Bactérias dos géneros Enterobacter,
Azospirillum e Burkholderia também tém apresentado potencial de promocédo de crescimento
de morangueiro (ANDRADE et al., 2019). Além disso, a inoculagdo de morangueiros com
bactérias fixadoras do género Rhizobium sp. promoveu 0 aumento do conteldo de
antocianina, acido citrico, vitamina C e epicatequina em pseudofrutos (FLORES-FELIX et al.,
2018). Ainda assim, novos trabalhos com o uso de bactérias fixadoras de nitrogénio em
morangueiro podem agregar importantes informacgdes sobre o potencial de uso de isolados
bacterianos no cultivo dessas plantas, sobretudo visando-se a aplicacdo desses

microrganismos em campos de producdo de morango.

2.4.1.2 Solubilizacado de fosfato

Além do nitrogénio e do potassio, o fosforo também é considerado um macronutriente
para plantas, sendo demandado em grandes quantidades para o bom funcionamento do
metabolismo vegetal, entretanto, apds o nitrogénio, o fésforo (P) é o macronutriente que mais

limita o desenvolvimento dos vegetais. Esse nutriente € componente estrutural de
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macromoléculas, como &cidos nucleicos e fosfolipidios, e também da adenosina trifosfato
(ATP), sendo um elemento-chave de varias vias metabolicas e reacbes bioquimicas, como
fotossintese, armazenamento e transferéncia de energia, entre outros processos metabolicos
(TAIZ; ZEIGER, 2009). O fato de o fosforo ser limitante para o crescimento das plantas néo
esta relacionado as suas quantidades nos solos brasileiros, pois mesmo quando se encontra em
abundancia, em formas organicas e inorgénicas, encontra-se em baixa disponiblidade para as
plantas, ou seja, passa de uma forma de P-labil para P ndo labil, processo ocasionado pela
afinidade quimica entre o fosforo e ions de Ca?*, Fe?* e AI** (MALAVOLTA, 1980; RAIJ,
2004). Portanto, ainda que presente em grandes quantidades nos solos, o fsforo normalmente
encontra-se em suas formas insollveis, ndo disponiveis para as plantas. Além disso, essas
formas sdo muito estaveis, de baixa reversibilidade e sua solubilidade s6 diminui com o
passar do tempo (RAIJ, 2004).

Consequentemente, no cultivo de plantas de interesse agricola, torna-se necessaria a
aplicacdo de fertilizantes fosfatados concentrados, sendo que apenas uma pequena por¢do do
que € aplicado é realmente assimilado pelas plantas, enquanto a maior parte rapidamente
forma os chamados “complexos insoluveis”. As conseqiiéncias negativas do uso desses
produtos podem ser observadas no ambiente e nos custos de producao agricola, ja que o0 49%
do fosforo utilizado na agricultura brasileira € advindo de importacbes (HUNGRIA et al.,
2011).

Nas formas inorganicas, o fosforo pode ser solubilizado pela atividade de raizes de
plantas ou por microrganismos edéaficos, sendo o principal mecanismo a liberacdo de acidos
organicos que promovem a acidificacdo do solo do ambiente ao redor. Essa possibilidade foi
evidenciada por ensaios pioneiros de GERRETSEN (1948), nos quais microrganismos da
rizosfera foram capazes de dissolver Cas(POs)2, CaHPOs, Fe3(PO4). e fosfato natural de
Marrocos, o que levou a melhora da nutricdo fosfatada de plantas de centeio, aveia, mostarda
e girassol.

Nesse contexto, o uso de microrganismos solubilizadores de fosfato seria uma
alternativa viavel para a aplicacdo de fertilizantes fosfatados em areas de cultivo (PUENTE.;
LI; BASHAN, 2009; MARRA et al., 2011; MARRA et al., 2012; MARRA, 2012; LINU et
al.,, 2017; SHRIVASTAVA; SHRIVASTAVA; D’SOUZA, 2018; RAFI; KRISHNAVENI;
CHARYULU, 2019).

Em geral, a capacidade de microrganismos em solubilizar fosfatos insollveis tem sido
atribuida & exsudacdo de acidos orgénicos. Presume-se que esse mecanismo basea-se na

diminuicdo do pH do meio. O &cido glucbnico, geralmente relacionado a solubilizacdo de
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fosfatos, pode apresentar a capacidade de solubilizar até 376ug/mL de fosfato tricélcico na
concentracdo de 16,3mM (LIN et al., 2006).

Na maioria dos estudos com bactérias solubilizadoras de fosfato, o acido glucdnico é o
mais observado (LINU et al., 2017). Porém, esses microrganismos podem produzir ainda 0s
acidos 2-cetogluconico, latico, isovalérico, isobutirico, acético, glicélico, mal6énico, maléico,
oxalico, propibnico, tartarico, butirico, citrico, fumarico e succinico (TAHA et al., 1969;
RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; LIN et al.,, 2006; JOHNSON e LOEPPERT, 2006; YI;
HUANG; GE, 2008; PUENTE; LI; BASHAN, 2009; MARRA et al., 2012; SHRIVASTAVA;
SHRIVASTAVA; D’SOUZA, 2018). Outra possivel funcdo dos acidos organicos na
solubilizacdo de fosfatos seria a quelacdo de &cidos organicos. Ou seja, possivelmente esses
acidos organicos formam uma estrutura complexa com o elemento quimico acompanhante do
ion de fosfato. Nesse sentido, os acidos citrico e malico tém apresentado mais afinidade por
metais trivalentes Fe*, sendo mais eficazes no processo de quelagdo e consequentemente na
solubilizacédo de fosforo (JOHSON; LOEPPERT, 2006).

Além da exsudacdo de &cidos organicos, um segundo possivel mecanismo dessas
bactérias para a solubilizacdo de fosfato seria a liberacdo de prétons H* resultante da
assimilacdo de NHs e da atividade da enzima H*-ATPase durante a hidrélise do ATP, o que
tem sido comprovado pela diferenca de solubilizacdo de fosfato em meios contendo NH4* e
NOs” (CANELLAS et al., 2006), sem exsudagdo de &cidos orgénicos (ILMER e SHINER,
1992). Em geral, nesses estudos, ndo foi observada correlagdo entre a quantidade de acidos
organicos liberados no meio de cultura e a quantidade de fosfato solubilizado, o que sugere
que ha um outro mecanismo além da exsudacdo de &cidos organicos para a solubilizacéo de
fosforo por bactérias.

Ainda existe um terceiro mecanismo utilizado pelas bactérias solubilizadoras de fosfato,
a producgdo de exopolissacarideos (SHRIVASTAVA; SHRIVASTAVA; D’SOUZA, 2018).
Trabalhando com bactérias dos géneros Enterobacter, Arthrobacter e Azotobacter, Yi, Huang
e Ge (2008) observaram que os isolados que exsudaram grandes quantidades de
exopolissacarideos em meio de cultura também apresentaram maior capacidade de solubilizar
fosfato tricalcico, ao contrario de isolados que ndo produziam exopolissacarideos. Além disso,
a adicdo de exopolissacarideos em meio de cultura aumentou muito a capacidade de acidos
orgénicos em promover a solubilizagdo de fosfato tricdlcico, o que sugere um efeito sinérgico
entre a atividade de acidos organicos e de exopolissacarideos.

Um possivel quarto mecanismo de solubilizacdo de fosfato por bactérias esta

relacionado a producgdo de sideréforos (peptideos com alta afinidade por ferro). Em geral,
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esses peptideos sdo responsaveis por “seqiiestrar” o ferro e, consequentemente, disponibilizar
o fésforo (YU et al.,2011; HERNANDEZ, 2015).

Ainda é importante ressaltar que, a medida que disponibilizam fosforo insoltvel para as
plantas pela quebra das ligagcGes com ions de célcio, ferro e aluminio, essas bactérias também
estimulam a eficiencia da FBN e potencializam a liberacdo de elementos-traco importantes

para o crescimento vegetal.

2.4.1.3 Producao de acido indol acético (auxinas)

Fitorm6nios podem ser descritos como compostos organicos e enddgenos que, em
baixas concentracfes (menores do que 1 uM) promovem, inibem ou modificam processos
morfolégicos e fisiologicos vegetais, influenciando diretamente o crescimento e o
desenvolvimento vegetal (CASTRO; VIEIRA, 2001; TAIZ; ZEIGER, 2009). Entre os cinco
grupos de fitormbnios conhecidos atualmente, as auxinas destacam-se atuando no
desenvolvimento de raizes, na divisdo celular, extensdo e diferenciacdo celular, no estimulo
da germinacdo de sementes, desenvolvimento de xilema em raizes, formacdo de raizes
adventicias, tropismo, florescimento, frutificacdo, formacdo de pigmentos, biossintese de
metabolitos e resisténcia a fatores de estresse (TAIZ; ZEIGER, 2009). Esse grupo de
fitormdnios foi definido por Cleland (1995) como substancias naturais e sintéticas que
estimulam o alongamento em coledptilos e em segmentos de caule, tendo um espectro de
atividade biolégica semelhante, porém, ndo necessariamente idéntico aquele do acido
indolacético.

O triptofano é considerado molécula precursora para a sintese de auxinas, sendo
convertida a acido indolacético por diversas vias, a do acido indol-purivuco (IPA), a da
triptamina (TAM) e a do &cido indol-acetonitrila (IAN). Algumas bactérias sdo capazes de
sintetizar auxinas predominantemente pelas vias indol-3-acetamida (IAM) e IPA. Na via do
IAM, o triptofano é transformado em IAM pela triptofano-2-monixigenase e o 1AM ¢é
transformado em AIA pela atividade da enzima 1AM hidrolase. Esse processo tem sido
descrito em microrganismos dos géneros Agrobacterium, Pseudomonas, Pantoea, Rhizobium
e Bradyrhizobium. A via do IPA inicia com a a¢do de uma aminotransferase que catalisa a
reacdo de transaminacdo do triptofano, o qual é convertido a IPA e, em seguida,
descarboxilado pela indol-3-piruvato descarboxilase a indol-3-acetaldeido, molécula que sera
posteriormente oxidada a &cido indolacético (AlA) pela indol-3-acetaldeido desidrogenase.

Microrganismos dos géneros Pantoea, Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium,
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Enterobacter, e Pseudomonas produzem AIA por essa via (PATTEN; GLICK, 1996;
TSAVKELOVA et al., 2006).

Muitas das espécies de microrganismos capazes de sintetizar auxinas interagem com
plantas. Quando exsudadas por rizobactérias, as auxinas podem interferir em processos
metabdlicos e no crescimento das plantas, em especial ocasionando o crescimento de raizes e
aumento do nimero de pélos radiculares responsaveis pela absorcdo de 4gua e nutrientes no
solo, 0 que consequentemente mantém a planta melhor nutrida, levando a um crescimento
vegetal mais acelerado e expressivo. Tem-se discutido a funcdo da liberacdo de auxinas para
as bactérias, sendo as mais aceitas relacionadas ao efeito das auxinas de promover a
descamacdo de células da raiz e aumento da exsudacdo radicular, promovendo maior
disponibilidade de compostos carbonados para as bactérias; e a detoxificacdo celular quando
sob altos niveis de triptofano (GLICK, 2012).

Estudos com o uso de bactérias produtoras de auxina na cultura em morangueiro podem
agregar importantes informacgdes sobre o potencial de uso de isolados bacterianos no cultivo
dessas plantas, sobretudo visando a selecdo de bactérias que interagem diretamente com essa

espécie vegetal e capazes de produzir o fitorrregulador.

2.4.1.4 Efeitos da aplicacéo de inoculacdo de BPCPs em espécies de interesse na

agricultura

Estudos tém sido realizados visando a aplicacdo de bactérias promotoras de crescimento
vegetal na agricultura e os efeitos benéficos desses microrganismos sobre a producgédo vegetal
tém sido descritos em culturas de interesse agronémico.

Em milho, foi observado o aumento do comprimento de raizes em 248% e de parte
aérea em 234% em relacdo ao controle apds a inoculacdo com Bacillus subtilis (BATISTA,
2012). Nesse mesmo estudo, ainda ficou evidenciada a capacidade de bactérias do género
Burkholderia em promover o crescimento dessa espécie vegetal. Ainda na mesma espécie
vegetal, a inoculacdo de bactérias do género Serratia capaz de produzir acido indol-acético e
sideroforos, permitiu significante crescimento de plantas sob condi¢Ges de contaminacdo com
cadmio, o que evidencia o potencial dessa bactéria em incitar a tolerancia de plantas a solos
contaminados (KOO; CHO, 2009). A capacidade de promover aumento da matéria seca
vegetal e de raizes em milho também foi observada em bactérias dos géneros Pseudomonas,
Gluconacetobacter e Azospirillum (MEHNAZ; LAZAROVITS, 2006). Rojas-Tapias e

Bonilla (2012), trabalhando com isolados de Azotobacter em milho, observaram o aumento da
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tolerdncia dessa espécie a salinidade apds a inoculacdo das bactérias. Nesse estudo, foi
observada a maior exclusdo de sédio pelas plantas estimuladas pelas bactérias, aumento dos
niveis de clorofila e diminuicdo dos niveis de prolina, relacionada a resposta das plantas ao
estresse salino.

Em tomate inoculado com B. subtilis, foi observado um aumento de até 26% do peso
seco de raizes, 15% da matéria seca de raizes, 25% da produtividade por planta e 20% de
frutos comercializaveis, demostrando que a inocula¢do dessa bactéria pode induzir a melhora
da qualidade do produto final. Os frutos do tratamento com inoculacdo apresentaram-se
maiores e mais pesados, além de apresentarem melhor textura dos frutos vermelhos (MENA-
VIOLANTE; OLALDE-PORTUGAL, 2007). O tratamento de sementes de tomate foi
avaliado por Hariprasad e Niranjana (2009). Nesse trabalho, a inoculacdo de sementes de
tomate com bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas e Azotobacter estimulou o aumento
da taxa de germinacdo para 88% e o indice de vigor de sementes 1,522. Nesse mesmo
trabalho, sementes ndo inoculadas apresentaram somente 70% de germinacdo e um indice de
vigor de 0,859.

A colonizagdo de tecidos de arroz por bactérias promotoras de crescimento tem sido
descrita. Nessa espécie vegetal, a inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae permitiu
aumento de 30% do conteddo de nitrogénio das plantas e maior incorporacdo de nitrogénio
marcado (**N2) no tecido vegetal (FENG et al., 2006). Nessa mesma espécie vegetal, ja foi
relatado 0 aumento de até 64% na biomassa ap0s a inoculacdo de bactérias do género Pantoea
capazes de produzir &cido indol-acético, abcisico, giberelina, citocinina e de fixar nitrogénio.
Além disso, essas bactérias demonstraram afetar a alocacdo de fotossintatos na planta (FENG
et al., 2006). Bactérias dos géneros Azospirillum e Klebsiella capazes de produzir auxinas
também podem comprovadamente estimular alongamento de raiz de arroz, bem como o
aumento da area radicular, da matéria seca de raizes e o desenvolvimento de raizes laterais e
de pelos radiculares (KHAWAS; ADACHI, 1999).

Trabalhando com trigo, Mishra et al. (2016) observaram melhora da tolerancia das
plantas a condi¢bes de seca apds a inoculacdo de bactérias dos géneros Flavobacterium e
Enterobacter, o que foi evidenciado pela melhora de parametros como integridade da
membrana plasmatica, acimulo de sais e atenuacdo da expressdo de genes relacionados ao
estresse hidrico. Na mesma espécie vegetal, Sala et al (2007) observaram que a inoculagdo de
bactérias dos géneros Azospirillum, Achromobacter e Zoogloea induziram o aumento da
massa de matéria seca de plantas e do acimulo de nitrogénio, bem como um aumento de até

45% na produtividade de grdos. Trabalhando com bactérias dos géneros Bacillus,



31

Pseudomonas, Escherichia e Micrococcus, Ali, Sabri e Hasnain (2009) também observaram
promocao de crescimento de trigo, em especial com o aumento do conteido de auxinas na
planta, do tamanho de raizes (até 29%), numero de perfilhos (até 97%) e peso de sementes
(mais de 13%).

Em cana-de-acUcar, Quecine et al (2012) observaram aumento do peso de matéria seca
de plantas 30 dias ap6s a inoculacdo de bactérias do género Pantoea com capacidade de
sintetizar &cido indol-acético e solubilizar fosfato. Rodrigues et al (2016), trabalhando com
bactérias dos géneros Enterobacter, Klebsiella e Pantoea na mesma espécie vegetal, tambem
observaram aumento da area foliar, e da matéria seca de plantas e de raiz, destacando-se o
grande aumento da matéria seca de raiz (42% sob a inoculacdo de Pantoea e 58% sob a
inoculagdo de Klebsiella).

Na espécie acumuladora de metais mostarda castanha (Brassica juncea L. Czern.)
utilizada para biorremediagdo, a inoculacdo de bactérias do género Flavobacterium,
Variovorax e Rhodococcus estimulou o alongamento das raizes na presenca e na auséncia de
cadmio. Os isolados apresentaram a capacidade de produzir sideroforos e hidrolisar
aminociclopropano carboxilato (possuem desaminase), precursor direto do etileno, o qual é
responsavel pela senescéncia de plantas (BELIMOV et al., 2005).

Uma das fases mais dificeis da propragacéo in vitro é a aclimatizacdo. Em estudo com
abacaxizeiro propagado in vitro, bactérias endofiticas também demonstraram eficiéncia para a
promocao de crescimento e para 0 acimulo de nutrientes na matéria vegetal (BALDOTTO et
al., 2010).

Em batata, a inoculacdo com Bacillus promoveu aumento de até 40% no tamanho de
plantas, bem como até 75% de aumento no tamanho de raizes, 67% de aumento no nimero de
folhas, 100 a 130% de aumento no nimero de raizes, até 433% de aumento no contetdo de
auxina das plantas e até 82% no conteudo de clorofila das folhas (AHMED; HASNAIN,
2010).

Em orquideas, a inoculacdo de bactérias dos géneros Bacillus e Enterobacter capazes de
sintetizar &cido indol-acético induziu o crescimento de plantas propragadas in vitro, bem
como a maior taxa de sobrevivéncia das mesmas durante a fase de aclimatizacdo
(GALDIANO-JUNIOR et al., 2011).

Em trabalhos com ervilhas, Oteino et al (2015) evidenciaram a eficacia de isolados de
Pseudomonas capazes de solubilizar de 400 a 1300 mg/L de fosfato em promover o

crescimento em substratos com baixos niveis do macronutriente na forma soltvel.
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O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal tem sido estudado em outras
espécies de plantas. Concernente a cultura do morangueiro, trabalhos reportam a colonizagdo
dessa espécie vegetal por bactérias promotoras de crescimento em planta. Em 2007, Pedraza
et al (2007) relataram pela primeira vez a ocorréncia natural de Azospirillum brasilense em
plantas de morango, colonizando raizes e tecidos de estoldes. Nesse mesmo estudo, 0s
isolados obtidos apresentaram a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de
siderdforos e producdo de fitormdnios (especificamente componentes ind6licos).

Guerrero-Molina, Winik e Pedraza (2012) também relataram a colonizacdo de raizes de
morangueiro por bactérias da espécie Azospirillum brasilense, em especial na zona de
alongamento, no &pice da raiz e nos pelos radiculares. Em trabalho com inoculacdo de BPCPs
em morangueiro, Pereira et al (2012) demonstraram que o morangueiro é naturalmente
associado a uma grande variedade de microrganismos com capacidades fisioldgicas e
bioguimicas diversas comprovadas in vitro. O mesmo estudo evidenciou o maior crescimento
de plantas apés a inoculacdo de B. subtilis.

A inoculacdo de plantas de morangueiro com trés estirpes de bactérias pertencentes ao
género Pseudomonas sp. ocasionou aumento da biomassa de folhas e raizes de plantas, aléem
do aumento da producdo de flores e pseudofrutos e do conteido de &cido malico, de
antocianina, compostos volateis e elementos minerais dos pseudofrutos (TODESCHINI et al.,
2018). Resultado similar foi observado por Flores-Felix et al (2018), quando a inoculagéo de
morangueiros com bactérias do género Rhizobium sp. promoveu o aumento do conteudo de
antocianina, acido citrico, vitamina C e epicatequina em pseudofrutos; e por Andrade et al
(2019), quando a inoculagdo com Enterobacter, Burkholderia e Azospirillum induziu o
crescimento de morangueiro.

Ainda assim, novos trabalhos com o uso de BPCPs em morangueiro podem agregar
importantes informagdes sobre o potencial de uso de isolados bacterianos no cultivo dessas

plantas.

2.4.2 Mecanismos indiretos de promocéao de crescimento

2.4.2.1 Controle biolégico

O controle de patdgenos e parasitas de plantas na agricultura atual ainda é realizado, em

sua grande maioria, pela aplicacdo de agrotdxicos em altas quantidades, o que tem diversos

impactos ambientais, além de aumentar o custo de producdo de alimentos. Portanto, estudos
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tém sido dedicados a busca por formas alternativas de controle de patdgenos e parasitas de
plantas.

O controle biolégico pode ser aplicado na agricultura como uma forma alternativa de
controle de fitopat6genos e parasitas vegetais. O controle biolégico pode ser definido como a
reducédo do inoculo ou de atividades determinantes de doenca provocados por um patégeno ou
parasita, nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos, realizados
naturalmente ou pela manipulagdo do hospedeiro ou antagonista, ou pela introdugdo em massa
de um ou mais antagonistas (BAKER; COOK, 1974).

Alguns microrganismos que interagem com plantas possuem capacidade de controle
bioldgico de fitopatdgenos, como Pyricularia, Sclerotium, Rhizoctonia, Pythium, Mucor,
Alternaria, Monilia, Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium, Botrytis e Penicillium
(LAVERMICOCCA et al., 2000; FERNANDO et al., 2005; VESPERMANN; KAI; PECHULLA,
2007; HARIPRASAD; NIRANJANA, 2009; MELO et al., 2009; YUAN et al., 2012; SINGH et al.,
2012; TENORIO-SALGADO et al., 2013; GEORGE et al., 2015; AWLA et al., 2016; JASIM et al.,
2016; VICENTE-HERNANDEZ et al., 2018).

Em geral, esses microrganismos podem controlar fitopatdgenos por diferentes
mecanismos, 0s quais envolvem producéo de -1,3-glucanase, quitinase, celulase e pectinase
(QUECINE et al., 2012; GEORGE et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016), &cido cianidrico
(AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008; RODRIGUES et al., 2016), além de antibioticos e outros
metabolitos antifingicos (BESSON; HOURDOU; MICHEL, 1990; NIELSEN et al., 2002;
FERNANDO et al., 2005), sider6foros (BELIMOV et al., 2005; AHMAD; AHMAD; KHAN,
2008; KOO; CHO, 2009; GEORGE et al., 2013; HERNANDEZ, 2015; FELESTRINO et al.,
2017) e da inducdo da defesa vegetal (QUECINE et al., 2012; DU et al., 2016; VICENTE-
HERNANDE?Z et al., 2018; ELIAS et al., 2018).

A abordagem metabolémica tem permitido a identificacdo e classificacdo de muitos
compostos bacterianos antifingicos (volateis e ndo volateis) nos mais diversos grupos
quimicos, como hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas, alcodis, lipopeptideos (como surfactina e
iturina), compostos aromaticos/benzenos, alquil, &cidos organicos, esteres e éteres
(FUJIMOTO, 2017; JASIM et al., 2016; GEORGE et al., 2015; YUAN et al., 2012;WANG et
al., 2012; ZHANG et al., 2008; VESPERMANN; KAI; PECHULLA, 2007; FERNANDO et
al., 2005). Devido ao potencial de aplicacdo desses organismos e dessas moléculas, os estudos
de identificacdo de compostos antifingicos e antibacterianos produzidos por bactérias

promotoras de crescimento vegetal tém aumentado muito nos ultimos anos.
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Bactérias promotoras de crescimento vegetal podem, ainda, influenciar na reducdo da
incidéncia e severidade de doengas pelo estimulo da resposta de defesa vegetal. Du et al
(2016), observaram mudancas no proteoma de plantas de pepino ap6s a inoculagdo com
Paenibacillus polymyxa. Entre as principais mudancas observadas nesse trabalho, cita-se o
estimulo a sintese de proteinas relacionadas a estresse oxidativo (superoxido desmutase,
peroxidase, ascorbato peroxidase), estimulo ao metabolismo energético (provavelmente para
estimulo do crescimento vegetal e resisténcia ao patdgeno), aumento da quantidade de
aminoécidos expressos e estimulo a sintese de jasmonato, normalmente relacionado a resposta
de defesa das plantas quando interagem com fitopatdgenos. Os mesmos autores ainda
observaram mudancas protedmicas relacionadas a aumento de tolerancia das plantas a
situacOes de estresse ambiental, como alta salinidade, altas temperaturas e estresse hipoxico.

O estimulo da resposta de defesa das plantas também foi evidenciado em experimentos
de Quecine et al (2012), nos quais foi observada a sintese de enzimas quitinases e
endoglucanases por tecidos radiculares de plantas apos a inoculagdo com bactérias promotoras
de crescimento, provavelmente relacionadas as enzimas hidroliticas produzidas pelas
bactérias no momento da infeccdo do tecido vegetal, as quais sdo reconhecidas pelas plantas e
incitam a resposta de defesa.

Para que um microrganismo seja considerado um bom antagonista, deve apresentar
estabilidade genética, eficacia em baixas concentracdes, atuar contra uma grande gama de
fitopatdgenos, apresentar poucas exigéncias nutricionais, tolerancia a condicfes de estresse
ambiental, cultivo em meios baratos, ndo ser patogénico, ndo produzir metabodlitos tdxicos
para as plantas ou para seres humanos e apresentar compatibilidade com outros tipos de
controle de fitopatégenos (SAPADARO e GULLINO, 2004).

Trabalhos evidenciam a capacidade antagonistica de bactérias promotoras de
crescimento contra microrganismos fitopatogénicos. Fernando et al (2005), observaram a
capacidade de isolados de Pseudomonas em inibir o crescimento micelial e a germinacéo
esclerodial de Sclerotinia sclerotiorum em 100%, além de inibir 0 a germinacdo de
ascosporos em 88 a 90%. A inibicdo do crescimento micelial de fungos fitopatogénicos
também foi demonstrada por Fujimoto (2017), trabalhando com bactérias do género Bacillus,
onde se observaram 73% de inibicdo do crescimento micelial e 86% da incidéncia da doenca
mancha preta em citros. Jasim et al (2016) também confirmam a capacidade de bactérias
promotoras de crescimento em controlar fitopatdgenos. Nesse trabalho, o efeito destrutivo de
metabolitos antifungicos bacterianos sobre a morfologia de hifas do patégeno foi evidenciado

a partir de observacgdes microscopicas.
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Estudos tém demonstrado a efetividade do uso de microrganismos endofiticos de
plantas no controle a fitopatdgenos de inlmeras espécies vegetais, como em colza e tomate
(NEJAD e JOHSON, 2000), em algoddo (CHEN et al., 1995), em pimenta (SOPHER,;
SUTTON, 2011), em controle pds-colheita framboesas (ANTONIOLLI et al., 2011), entre
outros.

No que tange a cultura do morangueiro, a eficiéncia de bactérias do género Bacillus
contra B. cinerea tem sido relatada (KIM et al., 2013). Trabalhos evidenciam que a exposi¢do
de plantas de morangueiro a compostos volateis de bactérias da espécie Bacillus
methylotrophicus ocasionou atraso na infeccdo de plantas por B. cinerea, aumento da
deposicéo de calose nas folhas, bem como a diminui¢do do tamanho de lesGes ocasionadas
pelo fungo em peciolos e diminuicdo do ndamero de peciolos necrosados em plantas
(VICENTE-HERNANDEZ et al., 2018). Além disso, a inibicio de até 50% da incidéncia de
mofo cinzento ap6s a inoculagdo de bactérias das espécies Bacillus megaterium,
Pseudomonas fluorescens e P. vesicularis também foi relatada por Ilhan, Akgun e Karabulut
(2013). Porém, ainda séo poucos os estudos que visam a aplicacdo de bactérias que interagem

com o morangueiro no controle pos-colheita de podrides do pseudofruto.

2.4.2.1.1. Mofo cinzento (Botrytis cinerea Pers.) em morango

O morangueiro € uma cultura muito susceptivel ao desenvolvimento de fitopatdégenos,
em especial pelo cultivo em monocultura, ma qualidade de mudas e auséncia de cultivares
comerciais resistentes. Sabe-se que o morangueiro pode ser afetado por 8 espécies de
nematoides, 26 virus diferentes, 3 espécies de bactérias e 51 espécies de fungos (MAAS,
1998).

Na cultura do morango, o periodo pds-colheita € um dos mais delicados, uma vez que a
vida de prateleira da fruta é muito curta. Especificamente nessa fase, a principal patologia em
morango é o mofo-cinzento (Botrytis cinerea Pers.) (JANAKA, BETTI; KIMATI, 1997), que
geralmente ja se encontra na fruta de forma latente.

Essa doenca é causada pelo fungo Botrytis cinerea Pers. anamorfo de Botryotinia
fuckeliana (de Barry) Whetzel e pertencente a familia Sclerotiniaceae, o qual infecta
aproximadamente 230 espécies vegetais diferentes (MAAS, 1998; JANAKA,; BETTI;
KIMATI,1997). Os sintomas mais comuns estdo relacionados a flores e frutos, mas podem
ocasionar apodrecimento de brotos, tombamento e podridées em bulbos, colmos e raizes
(JANAKA; BETTI, KIMATI, 1997). Esse fungo é saprofitico, podendo sobreviver em
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matéria organica e em restos de culturas pela formacdo de esclerocios e micélio dormente
(MAAS, 1998; JANAKA; BETTI; KIMATI, 1997).

Em pseudofrutos, como é o caso do morango, a doenca inicia-se com o aparecimento de
manchas marrons, que se expandem até tomar o pseudofruto o qual apresenta uma coloracao
acinzentada com o tempo, bem como a cobertura caracteristica do mofo-cinzento (Figura 1).
Apo6s a infeccdo, a colonizacdo é répida, apresentando inicialmente uma coloracdo
acinzentada e, posteriomente, cinza-amarronzada (JANAKA; BETTI; KIMATI, 1997).

Figura 1 - Evolucdo do fungo Botrytis cinerea, causador do mofo cinzento, em morango

Fonte: Tofoli et al., 2011.

O fungo possui micélio com hifas ramificadas, septadas, de coloragdo marrom-
acinzentado/oliva. Os conidi6foros sdo marrons, ramificados no apice, eretos, com conidios
terminais agrupados no apice. Os conidios sdo asseptados, de forma elipsoide e acinzentados
(SANTOS et al., 2008).

O desenvolvimento do mofo-cinzento nas culturas esta relacionado principalmente a
temperaturas entre 18 e 25°C e umidade relativa entre 90 e 100% (MAAS, 1998; JANAKA;
BETTI; KIMATI, 1997).

A podriddo fungica do fruto ou mofo cinzento pode destruir até 70% da producdo de
frutos, porém o mesmo patogeno infecta as plantas ainda no campo em folhas, caules, flores e
frutos (FORTES, 2003), dada a importancia da adocdo de medidas que dificultem o
desenvolvimento do fungo ainda no cultivo. Por ser um importante fitopatdgeno de pos-
colheita na producdo de morango, o controle do mofo-cinzento é realizado pela aplicacdo de
fungicidas.

No entanto, trabalhos apontam a eficacia de bactérias endofiticas de plantas no controle
in vitro de B. cinerea (TOURE et al., 2004). Ainda que existam estudos sobre o controle em

planta de mofo-cinzento em morango por bactérias que interagem com plantas (KIM et al.,
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2013; ILHAN; AKGUN; KARABULUT, 2013; VICENTE-HERNANDEZ et al., 2018) e por
leveduras, como Saccharomyces cerevisae (SANTOS et al., 2016) e Rhodotorula glutinis
(ZHANG et al., 2007), ainda é necesséria a avaliacdo da capacidade de isolados de bactérias
endofiticas promotoras de crescimento em controlar o mofo-cinzento in vivo e em pos-
colheita, 0 que pode permitir a obtencéo de isolados eficientes no controle da doenca, sendo

estes uma alternativa potencial a aplicacdo de fungicidas.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

SELECAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM
MORANGUEIRO

RESUMO

O morango (Fragaria x ananassa, Duch.) é uma cultura importante no mundo todo.
Especificamente no Brasil, sua producdo e realizada majoritariamente nos estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul. Entretanto, por ser uma cultura extremamente exigente
em condic¢Bes quimicas do substrato, grande parte da produgdo nacional de morango implica na
aplicagdo de grandes quantidades de fertilizantes nos campos de producdo. Essa pratica pode
causar problemas de ordem ambiental e de salde publica, além de aumentar razoavelmente os
custos de producdo da fruta. Nesse contexto, o uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal
em campos de producdo pode ser uma importante estratégia, sobretudo por sua habilidade de
estimular o crescimento de plantas via diferentes mecanismos. Portanto, objetivou-se com esse
estudo testar in vitro e in vivo o potencial de promocéo direta de crescimento de bactérias isoladas
a partir de folhas e raizes de morangueiro. Os isolados foram testados in vitro quanto a capacidade
de produzir auxinas, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio biologicamente. Isolados selecionados
in vitro foram testados em plantas de morango quanto a sua capacidade de promover crescimento
vegetal e aumentar o acumulo de nitrogénio e fosforo foliares. Os isolados testados apresentaram
efeito sobre o crescimento vegetal de acordo com pardmetros biométricos. Entre os isolados
testados, resultados mais expressivos para as varidveis estudadas foram observados com a
inoculacdo do isolado MET12M2. De modo geral, a inoculacdo de bactérias induziu efeitos
estirpe-dependentes no crescimento de morangueiro. Ensaios in vitro e in vivo evidenciam o
potencial de uso do isolado MET12M2 como promotor de crescimento para morango.

PALAVRAS-CHAVE: Interacdo planta-bactéria; rizobactérias; bactéria endofitica; fixacédo

biologica de nitrogénio; auxina; solubilizacdo de fosfato.
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ABSTRACT

Strawberry (Fragaria x ananassa, Duch.) is an important crop worldwide. Specifically in
Brazil, its production is mainly carried out in the states of Minas Gerais, S&o Paulo and Rio
Grande do Sul. However, being a demanding crop, many of the national strawberry
production implies the application of large amounts of fertilizers in the productive fields. This
practice can cause environmental and public health problems, as well as reasonably increase
production costs. In this context, using plant growth-promoting bacteria in production fields
can be an important strategy, especially due their ability to stimulate plant growth through
different mechanisms. Therefore, the aim of this study was to test in vitro and in vivo the
potential for direct growth-promotion of bacteria isolated from strawberry leaves and roots.
The isolates were tested in vitro for their ability to produce auxins, to solubilize phosphate
and to fix nitrogen biologically. Selected isolates were tested in strawberry plants for their
ability to promote plant growth and to increase the foliar nitrogen and phosphorus
accumulation. All isolates had an effect on plant growth according to biometric parameters.
Among them, more significant results were observed after inoculation of the MET12M2
isolate. Bacteria induced strain-dependent effects on strawberry growth. In vitro and in vivo
assays demonstrate the potential of using the MET12M2 isolate as a growth-promoter for
strawberry.

KEYWORDS: Plant-bacteria interaction; rhizobacteria; endophytic bacteria; biological

nitrogen fixation; auxin; phosphate solubilization.
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1 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa, Duch.) é uma espécie resultante do cruzamento
entre as espécies nativas Fragaria chiloensis e Fragaria virginiana, pertence a familia
Rosaceae (FILGUEIRA, 2013) e seu (pseudo) fruto é apreciado no mundo todo por suas
caracteristicas organolépticas e nutracéuticas (TACO, 2011; COELHO JUNIOR, 2016).
Dados da FAO indicam que a produgdo mundial dessa fruta ultrapassa 9 milhGes de toneladas,
em uma é&rea cultivada préoxima a 400 mil hectares, sendo a mesma dispersa em zonas
tropicais, subtropicais e temperadas (FAO, 2019).

Porém, muitos dos resultados de producdo e produtividade tém sido alcancados através
de sistemas intensivos, sobretudo com a utilizagdo de fertilizantes quimicos altamente
soluveis, uma vez que 0 morango é uma cultura extremamente demandante em termos de
fertilidade quimica do solo (SBCS, 2004).

Como conseqiiéncia, impactos sobre o ambiente, assim como 0 aumento do custo de
producdo de alimentos tém sido observados (GLIESSMAN, 2000). Além disso, estimativas
indicam um crescimento de 35% da populacdo mundial até o ano de 2050, 0 que exigird um
aumento de 60% da producdo agricola em relacdo a producdo atual e, consequentemente,
maior intensificacdo dos sistemas produtivos (ALEXANDRATOS; BRUINSMA, 2012;
HUNTER et al., 2017; YANG et al., 2018).

Mudancas nas estratégias de producdo sdo necessarias nesse cenario, destacando-se a
busca por formas de cultivo ambientalmente corretas, seguras do ponto de vista de salde
publica e viaveis do ponto de vista econdémico.

Em sistemas de manejo ecolégico da producdo, sdo empregados conceitos que
enfatizam o uso de relagdes bioldgicas entre seus componentes, sendo de suma importancia o
sistema solo-planta. Nesse contexto, destacam-se as relagdes desenvolvidas na rizosfera, uma
zona localizada na interface entre raiz e solo que se encontra sob influéncia direta de
exsudatos radiculares, o que também a torna uma zona de intensa atividade, concentracdo e
diversidade microbiana (VALE et al., 2005; BAIS et al., 2005; OLANREWAJU et al., 2018;
HUGONI et al., 2018; SCHULZ-BOHM et al., 2018).

Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) podem ser definidas como
microrganismos presentes na rizosfera e capazes de desenvolver interagdes harménicas com
as plantas, podendo modular seu metabolismo e estimular a produtividade vegetal
(KLOEPPER; SCHROTH, 1978; BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2017).
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Esse grupo de microrganismos pode desenvolver atividades funcionais com potencial
para a aplicacdo na agricultura visando a promocdo direta de crescimento, entre elas:
biofertilizantes (FELESTRINO et al., 2017; LINU et al., 2017; CARDINALE et al., 2018),
fitoestimuladores (QUECINE et al., 2012; FELESTRINO et al., 2017 TORRES et al., 2018;
ZHAO et al., 2018) e rizomediadores (aumentam a tolerancia de plantas a contaminantes)
(KOO; CHO, 2009),além de estimularem a tolerncia a estresse ambiental, como baixa
fertilidade de solos (ZAHEER et al., 2016) ou a seca (MISHRA et al., 2016).

O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal tem sido estudado na cultura do
morangueiro. A colonizacdo de raizes de morangueiro por Azospirillum brasilense ja tem sido
relatada (PEDRAZA et al., 2007; GUERRERO-MOLINA; WINIK; PEDRAZA, 2012;
ANDRADE et al., 2019). Em trabalho com inoculacdo de BPCPs em morangueiro, Pereira et
al (2012) demonstraram que o morangueiro é naturalmente associado a uma grande variedade
de microrganismos com capacidades fisioldgicas e bioquimicas diversas comprovadas in
vitro. Além disso, estudos tém evidenciado eficiente promocdo de crescimento de
morangueiro apés inoculacdo com BPCP (PEREIRA et al., 2012; TODESCHINI et al., 2018;
FLORES-FELIX et al., 2018; VICENTE-HERNANDEZ et al., 2018; MORAIS et al., 2019;
ANDRADE et al., 2019). Ainda assim, novos trabalhos com o uso de BPCPs em morangueiro
podem agregar importantes informacdes sobre o potencial de uso de isolados bacterianos na
promocao de crescimento dessa espécie vegetal.

Tendo por base o contexto apresentado, objetivou-se com esse trabalho avaliar o
potencial de promocdo direta de crescimento de bactérias isoladas de folhas e raizes de

morangueiro in vitro e in vivo na mesma espécie vegetal.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e cultivo dos isolados

Bactérias utilizadas neste trabalho foram obtidas em isolamento prévio a partir de folhas
e raizes de morangueiro da cultivar Aromas, como descrito por Andrade (2017).

Os isolados bacterianos foram reativados em meio agar-nutriente (3gL™? de extrato de
carne, 59 L de peptona , 159 L de agar). Para os testes de producéo de auxinas e para a
producdo de inoculantes, os isolados foram cultivados em meio caldo nutriente (3g L de

extrato de carne, 5g L de peptona).
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Visando a avaliagdo da capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio, os isolados foram
cultivados em meio NFb (5gL?! de é&cido malico, 0,5gL? de K;HPO4 0,2gL* de
MgS04.7H20, 0,1gL* de NaCl, 0,02gL* de CaCl..2H,0, 1mL de solucéo de vitaminas, 2 mL
de solugdo de micronutrientes, 4mL de FeEDTA a 1,64%, 2 mL de solucdo de azul de
bromotimol, 4,5gL" de KOH e 1,8gL* de 4gar) modificado pela adicdo de 5gL™ de sacarose.
Para a producdo desse meio, a solugéo de vitaminas foi composta por 10mg de biotina e 20mg
de piridoxol-HCIl em 100mL de solugdo; a solugdo de micronutrientes foi composta por 0,29
de Ca;M004.2H20, 0,235g de MnSO4.H.O, 0,28g de H3BOs3, 0,008g de CuSO4.5H.0 e
0,024g de ZnS04.7H20 em 200mL de solucéo e a solugéo de azul de bromotimol foi obtida a
0,5% em 0,2N de KOH) (DOBEREINER, 1991).

Para avaliagdes da capacidade de solubilizacdo de fosfato e calcio, os microrganismos
foram cultivados em meio NBRIP (10gL™ de glicose, 5gL™* de Cas(POas),, 5gL* de
MgCl.6H,0, 0,25gL* de MgS0..7H.0, 0,2gL? de KCI, 0,1gL* de (NH4)SO4
(NAUTIYAL, 1999), ao qual foram adicionados 15gL* de &gar.

Em todos os testes, os isolados foram mantidos a 30°C para o crescimento, sendo que,
quando cultivados em meio liquido, foram mantidos sob agitacdo constante de 120rpm em
shaker sob as mesmas condicdes citadas acima.

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 6,8 a 7, quando necessario, com solugédo 1
mol L de HCI ou NaOH e, em seguida, os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

2.2 Avaliacgdo in vitro da capacidade de promocao de crescimento vegetal.

2.2.1 Teste de fixacdo biologica de nitrogénio

A capacidade de fixacdo biologica assimbidtica de nitrogénio dos isolados foi
confirmada a partir da metodologia proposta por Dobereiner (1991). Com essa finalidade, os
isolados foram cultivados em meio nitrogen-free bromothymol blue (NFb) modificado pela
adicio de 5gL* de sacarose com pH ajustado para 6,8 a 7,0.

Os isolados bacterianos foram previamente ativados em meio de cultura agar-nutriente
por 48 horas a 30°C. Em seguida, foram repicados em profundidade no meio de cultura NFb
modificado semi-solido.

Os frascos foram incubados em BOD a 30°C e a avaliacdo foi realizada todos os dias

apos a inoculacdo por até 10 dias. Isolados foram considerados capazes de fixar nitrogénio
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biologicamente quando observada a formag&o de halo ou pelicula aerotaxica tipica proxima a
superficie do meio de cultura, indicando que ha reducdo do nitrogénio atmosférico em
amobnia. Como controle positivo para esse teste, foi utilizada a estirpe Ab-V5 Azospirillum
brasiliense e todas as analises foram realizadas em triplicata para cada isolado, sendo um tubo
considerado uma repeticéo.

2.2.2 Teste de producao de auxinas

A capacidade dos isolados bacterianos em produzir acido indol-acético foi confirmada
pelo método colorimétrico Salkowski (GORDON; WEBER, 1951; LOACES; FERRANDO,
SCAVINO, 2011). Para tanto, os isolados foram cultivados em meio caldo nutriente com pH
ajustado para 6,8 a 7,0 e incubados a 30°C durante 48 horas sob agitacdo constante de
120rpm. Apos esse periodo, a concentracdo de células bacterianas foi ajustada para 1x108
células/mL em espectrofotdometro (densidade dptica de 0,5 em comprimento de onda de
600nm, com base na escala de Mc Farland).

Posteriormente, foram transferidos 10% (v/v) da cultura bacteriana para tubos de ensaio
contendo 4,5mL de meio caldo nutriente suplementado com triptofano (100ug/mL). Os tubos
foram incubados em BOD a 30°C por 72 horas no escuro sob agitacdo constante de 120rpm.
Apos esse periodo, a cultura bacteriana foi submetida a centrifugacdo a 12000rpm por 5
minutos e o sobrenadante foi recuperado. A producédo de auxina foi determinada pela mistura
de 1mL do sobrenadante recuperado, com 1mL do Reagente de Salkowski (1,875g de
FeClz.6H20, 150mL de H>SO4 a 35% e 100mL de agua). Em seguida, a mistura foi incubada
em BOD a 30°C por 15 minutos no escuro. Apos a incubacgdo da mistura, realizou-se a medida
de absorbancia em espectrofotémetro no comprimento de onda de 530 nm. A quantificacdo da
producdo de auxina foi realizada por comparacdo a uma curva padrdo obtida a partir de
solucdo de AIA (acido indol acético) nas concentracdes de 1, 3, 6, 9, 12, 18,21 e 24ug/mL. A
coloracdo rosea-avermelhada das amostras foi considerada indicativo de producdo de auxina.
Para essa avaliacdo, foi utilizada a estirpe Ab-V5 Azospirillum brasiliense como controle
positivo e todas as andlises foram realizadas em triplicata para cada isolado, sendo um tubo

considerado uma repeticéo.
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2.2.3 Teste de solubilizacdo de fosfato de célcio

A avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato dos isolados foi realizada a partir
da metodologia proposta por Nautiyal (1999).

Inicialmente, os isolados foram cultivados em meio caldo nutriente com pH 6,8 a 7,0
sob agitacdo constante de 120rpm a 30°C por 48 horas. Ap0Os esse periodo, foi ajustada a
densidade dptica & um comprimento de onda de 600nm para um valor igual a 0,5 (equivalente
a 1x108 celulas/mL, de acordo com a escala de Mc Farland). Uma aliquota de 10uL da
suspensdo bacteriana foi inoculado em placas de Petri contendo meio de cultura NBRIP em 3
pontos equidistantes na placa. O material foi incubado a 30°C e a avaliagéo foi realizada de 3
em 3 dias até 0 12° dia apos o cultivo.

Os isolados foram considerados capazes de solubilizar fosfato inorgéanico e insolivel
quando observada a presenca de um halo translicido em torno das colbnias (area circundante
translicida, area de solubilizagdo). O didmetro do halo translicido foi mensurado e, no 12°
dia, foi calculado o indice de solubilizacdo de fosfato por meio da razdo entre o diametro do
halo e o diametro da colonia (BERRAQUERO; BAYA; CORMENZANA, 1976;
AKINTOKUN et al., 200). Com base nos indices de solubilizagdo (IS), os isolados foram
classificados em isolados de baixa capacidade de solubilizacdo de P (IS < 2,00), isolados de
intermediaria capacidade de solubilizacdo de P (2,00 < IS < 4,00) e isolados de alta
capacidade de solubilizacdo de P (IS > 4,00). A bactéria da espécie Azospirillum brasilense
foi utilizada como controle positivo para esse teste e as avaliacbes foram realizadas em

triplicata, com uma placa de Petri sendo considerada uma repeticéo.

2.3  Avaliacdo da promocéao de crescimento em mudas de morango

Cinco isolados selecionados nos testes de promocdo direta de crescimento in vitro
foram avaliados quanto a sua capacidade de promocdo de crescimento vegetal em
morangueiro a partir de dois diferentes ensaios conduzidos em casa de vegetacdo sob
delineamento inteiramente casualizado (com 10 repeticdes/vasos contendo uma muda por
tratamento).

Para esses ensaios, cada isolado foi considerado um tratamento, além dos tratamentos
controle com 30% de nitrogénio e fosforo + sem inoculacdo de bactéria, com solucéo nutritiva
completa e controle com a inoculacdo de Azospirillum brasilense. Em ambos os ensaios,

mudas de morango da cultivar Aromas obtidas em cultura de tecidos foram cultivadas em
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substrato inerte composto de areia e vermiculita na proporcdo 1:1 (v:v). Além disso, foi
adicionado fosfato natural de Argelia com 29% de P20Os e solubilidade igual a 2% em &cido
citrico ao substrato em todos os tratamentos. Para tanto, o fosfato foi calculado para o
fornecimento de 260kg/ha de P.Os (SBCS, 2004). O substrato foi previamente esterilizado em
autoclave a 121°C durante 1 hora por trés vezes, com 24 horas de diferenca entre cada
esterilizag&o.

As mudas foram mantidas em vasos de volume igual a 5L de substrato e irrigadas a
cada 2 dias com agua destilada autoclavada. Além disso, a cada 5 dias foi aplicada solucdo
nutritiva de Hoagland e Arnon (completa para o controle positivo e com 30% de nitrogénio e
fosforo para os tratamentos com inoculagdo dos isolados bacterianos e controle negativo). A
solugdo completa de Hoagland e Arnon (1950) utilizada para o tratamento sem inoculagéo +
adubacdo completa foi composta de ImLL™ de KH2PO4 (Imol/L), 5SmLL™? KNO3z (1mol/L),
5mLL? de Ca(NOs): (1mol/L), 2mLL? de MgSOs (1mol/L), 1mL de solucdo de
micronutrientes (2,86gL™ de H3BOs, 1,81gL*MnCl,, 0,22gL™* de ZnSO4.7H,0, 0,08 gL* de
NaMo00.4H,0) e 1mL de Fe-EDTA (24, 1gL* de FeS0O4.7H.0 e 25,1gL* de EDTA). A
composicdo da solucdo com reduzida adicdo de nitrogénio e fésforo (30% da composicédo
total da solucéo) consistiu na substituicdo de KH,POs, KNO3 e Ca(NOs), por 5,7 mLL™ de
KCI (Imol/L), 5mLL? de CaCl, (Imol/L), 0,3 mLL™? de KH,PO4 (1mol/L) e 3mLL™ de
NHsNO;3 (1,5mol/L) (HERNANDEZ, 2015).

O inoculo bacteriano foi previamente preparado pelo cultivo dos isolados selecionados
nos testes in vitro de promocdo de crescimento em meio caldo nutriente a 30°C sob agitacéo
constante de 120 rpm durante 48 horas e posterior ajuste da concentragdo celular para 1 X 108
células/mL (densidade oOptica de 0,5 a um comprimento de onda de 600nm mensurada em
espectrofotbmetro, de acordo com a escala de Mc Farland).

As mudas de morango foram avaliadas quanto a suas caracteristicas de crescimento,
cinco meses apOs a instalacdo do experimento. As caracteristicas avaliadas foram
comprimento de raiz, massa seca de raiz e de parte aérea (apds acondicionamento do material
em estufa de circulacdo forcada a 60°C até que o0 peso estabilize), massa seca total, nimero

de foliolos, area foliar e analises de teor de nitrogénio e fosforo foliar (EMBRAPA, 2009).

2.3.1 Andlise de area foliar

Apos a coleta de folhas, trés delas por individuo foram scanneadas. Em seguida, obteve-

se a medida da area foliar considerando seu contorno com auxilio do software ImageJ.
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2.3.2 Quantificagédo do teor de N foliar

Ao final de 4 meses, foi quantificado o teor de nitrogénio foliar das plantas submetidas
a tratamentos com adubacdo reduzida + sem inoculagdo, com adubagédo e com inoculacdo dos
isolados selecionados.

Para a determinacao do teor de nitrogénio foliar, todas as amostras foram digeridas pelo
método H.SO4+H,0. e, em seguida, destiladas utilizando-se o método Kjeldahl, como
descrito pela Embrapa (2009). O contetdo de nitrogénio acumulado nas plantas foi calculado
pela multiplicacdo da concentracdo do elemento pelo respectivo peso de matéria seca.

2.3.3 Quantificacdo do teor de P foliar

Ao final do experimento de avaliacdo da promocao de crescimento vegetal in vivo, foi
quantificado o teor de fosforo foliar das plantas.

O material vegetal coletado foi submetido a digestdo H.SO4 + H.O> e, em seguida, a
determinacdo do teor de fosforo total foliar foi realizada pelo método de espectrfotometria
com azul-de-molibdénio, como descrito pela Embrapa (2009).

O teor de fosforo foliar total foi obtido pela comparacao das medidas de absorbancia das
amostras em uma curva padrdo produzida a partir da medida da absorbancia das solucbes-
padrdo com concentracdes de fosforo conhecidas.

O contetdo de fésforo acumulado nas folhas foi calculado pela multiplicacdo da

concentracdo do elemento pelo respectivo peso de matéria seca de parte aérea.

2.4 Analise estatistica

Resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidancia. As médias foram
comparadas no software R (R Core Team, 2019) pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Com a finalidade de selecionar bactérias a partir de testes de promocdo de crescimento
in vitro, analise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando-se a média de trés
repeticGes para cada uma das varidveis (solubilizacdo de fosfato e producéo de auxina). Para
tanto, vetores e autovalores estimados foram obtidos para cada componente principal (CP) de
uma matriz de correlagdo. Os scores de cada isolado foram calculados a partir dos autovetores

do primeiro CP. Os isolados bacterianos com as maiores pontuagfes foram utilizados para
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testes posteriores in vivo. A analise foi realizada com ambiente de computagdo estatistica R (R
Core Team 2019).

Todos os graficos foram produzidos com o software SigmaPlot 13.0 (Systat Software,
Inc).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producéo de auxinas

Resultados obtidos em testes de producéo in vitro de auxinas evidenciam a capacidade
dos isolados bacterianos em produzir esse fitormonio (Figura 1). De todos os isolados, 130
apresentaram algum nivel de producdo do fitorregulador. Observou-se grande variagdo na
producdo desse metabolito entre os isolados, sendo que os valores obtidos variaram entre 0
(para os isolados 124, 181, 182, 68 e MQT6ML1) e 23ug/mL (para o isolado 44). Os maiores
valores de produgdo de auxinas foram observados nos tratamentos com os isolados 44,
MZT10M1, MQT16M1, 30, MQT4M1, 23 e MET12M2 (Figura 1).

De modo geral, a producdo de auxina pode variar em quantidade entre isolados
bacterianos e dependendo de condi¢cbes de cultivo, ja tendo sido descritas producbes muito
elevadas do fitorregulador por diferentes isolados bacterianos. Avaliando a promocdo de
crescimento de alface por estirpes de Rhizobium leguminosarum, Schlindwein et al (2008)
observaram a producdo de até 171,2 ug/mL de AIA. Entretanto, a producdo de auxina em
niveis muito altos pode ter efeito de inibicdo do crescimento vegetal (SCHLINDWEIN et al.,
2008; SHAH et al., 2017).

Em ensaios com isolados pertencentes aos g@éneros Pantoea, Pseudomonas,
Microbacterium, Paenibacillus e Chryseobacterium, Verma et al (2017) observaram
producdes de auxinas que variaram entre 6,6 (Chryseobacterium sp) e 47,06 ng/mL (Pantoea
hericii). Os autores relataram que a inoculacdo com ambas as estirpes, maior produtora e
menor produtora de auxina, induziram o aumento do comprimento das raizes e a formacédo de
pélos radiculares. O mesmo foi observado em ensaios com diferentes isolados do género
Bacillus, para os quais se observou producéao de 1,36 a 19,42 pg/mL de auxina (PEREIRA et
al., 2012).

Especificamente em morango, isolados dos géneros Bradyrhizobium, Azospirillum,
Enterobacter e Burkholderia que produziram de 0,3870 a 5 ug/mL foram capazes de
promover crescimento dessa espécie vegetal (DIAS et al., 2009; ANDRADE et al., 2019).



61

Figura 1 - Producéo de auxina por bactérias endofiticas de morangueiro

Produgéo de auxina (ug/mL)
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*Letras diferentes separam medias que diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-Knot, a 5% de probabilidade.
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Entretanto, essas concentragdes sdo variaveis em funcdo da capacidade do isolado
bacteriano (SHAH et al., 2017; ANDRADE et al., 2019) condic¢bes de cultivo, presenca do
substrato e fase de crescimento do microrganismo, pH, presenca de acidos organicos, metais
(MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010; CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014;
SPAEPEN, 2015) e presenga do precursor triptofano (AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008).

Durante a interacdo com plantas, exsudatos radiculares permitem a suplementacdo em
triptofano na rizosfera, o qual pode ser utilizado por microrganismos para a sintese de auxina
(KRAVCHENCO et al., 2004; KAMILOVA et al., 2006). Da mesma forma, microrganismos
da rizosfera sdo capazes de estimular a exsudacdo de triptofano pelas plantas, além de
aumentar a expressao de genes relacionados a transporte e sintese de triptofano nas mesmas
(LIU et al., 2016).

3.2 Solubilizacéo de fosfato

Resultados obtidos em testes in vitro de solubilizacdo de fosfato evidenciam a
capacidade dos isolados bacterianos em realizar essa atividade (Figura 2). Observou-se grande
variacao na solubilizacdo desse elemento em meio de cultura entre os isolados, sendo que 0s
valores de indice de solubilizacdo de fosfato encontrados variaram entre 0 e 7 (para o isolado
MLT8M19). Os maiores indices de solubilizacdo de fosfato foram observados nos
tratamentos com os isolados MLT8M19, MET12M2, MET16M10, MIT13M12 e MKC2M3
(Figura 2).

Bacteérias de diferentes géneros tém sido descritas como solubilizadoras de fosfato, entre
eles Acinetobacter, Paenibacillus, Rhizobium (MARRA et al., 2012), Pseudomonas e
Enterobacter (SULEMAN et al, 2018). Entretanto, a capacidade e a eficiéncia na
solubilizacdo de fosfato por bactérias aparenta ser isolado-dependente (SULEMAN et al.,
2018; MARRA et al., 2019).

A capacidade de solubilizacdo de fosfato em bactérias tem sido explicada pela producéo
de diferentes acidos organicos (YI; HUANG; GE, 2008; PUENTE; LI; BASHAN, 2009;
MARRA et al., 2012; SHRIVASTAVA; SHRIVASTAVA; D’SOUZA, 2018), sendo o acido
glucbnico o mais observado (LINU et al, 2017; SULEMAN et al, 2018).
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Figura 2 - Solubilizagéo de fosfato por bactérias endofiticas de morangueiro
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O tipo de &cido produzido por cada espécie tem sido reportado como um importante
fator para a eficiéncia de solubilizacdo dos isolados, sendo que a producdo simultanea de
diferentes acidos pode aumentar a capacidade de determinado isolado em solubilizar o
nutriente (MARRA et al., 2012; MARRA et al., 2019)

No entanto, bactérias também podem solubilizar o nutriente pela liberacdo de prétons
H™ resultante da assimilagdo de NH, e da atividade da enzima H*-ATPase durante a hidrdlise
do ATP (ILMER; SHINER, 1992; CANELLAS et al., 2006), producéao de exopolissacarideos
(Yl; HUANG; GE, 2008; SHRIVASTAVA; SHRIVASTAVA; D’SOUZA, 2018) e sintese de
peptideos que apresentam alta afinidade por ferro chamados de sideréforos (YU et al.,2011;
HERNANDEZ, 2015).

Em geral, mesmo em solos que apresentam grandes quantidades de fosforo, em formas
organicas e inorganicas, 0 mesmo encontra-se em baixa disponiblidade para as plantas,
processo ocasionado pela afinidade quimica entre o fosforo e ions de Ca?*, Fe?* e AP*
(MALAVOLTA, 1980; RAIJ, 2004). Portanto, ofosforo normalmente encontra-se em suas
formas insolUveis, ndo disponiveis para as plantas. Além disso, essas formas sdo muito
estaveis, de baixa reversibilidade e sua solubilidade s6 diminui com o passar do tempo (RAIJ,
2004). Assim, o uso de microrganismos solubilizadores de fosforo pode potencialmente

tornar-se uma importante estratégia para a agricultura.

3.3  Fixacao bioldgica de nitrogénio

Concernente a fixacdo assimbiotica de nitrogénio, apenas 59 isolados foram capazes de
realiza-la, sendo estes pertencentes a diversos géneros, como Enterobacter, Rhizobium,
Pantoea, Acinetobacter, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas e Burkholderia. No entanto, a
avalicdo desse teste é qualitativa, ndo permitindo inferéncias em termos de quantidade (Tabela
1).

Muitas espécies tém sido descritas como fixadoras de nitrogénio, sendo as mesmas
distribuidas em muitos grupos filogenéticos de Bacteria (incluindo bactérias verdes
sulfurosas, Firmicutes, Actinobacteria, cianobactéria e todas as subdivisdes de Proteobacteria)
e Archea (DIXON e KAHN, 2004; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; MASSON-BOIVIN et
al., 2009).

Genes simbidticos relacionados a fixagdo bioldgica de nitrogénio podem estar localizados em
plasmideos ou cromossomos (MASSON-BOIVIN et al., 2009; MARCHETTI et al., 2010;
MARCHETTI et al, 2014). A localizagdo dos genes simbidticos em plasmideos
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(componentes genéticos mdveis) pode ter grande influéncia para a observacdo dessa
caracteristica em diferentes grupos microbianos. De fato, estima-se que a transferéncia
horizontal dos genes simbi6ticos desempenha um papel muito importante na passagem desses
genes entre microrganismos. Essa transferéncia horizontal de genes pode ser ocasionada por
eventos de conjugacdo de plasmideos simbidticos (RAMSAY et al., 2006; MARCHETTI et
al., 2010; DAUBECH et al., 2017; CAPELA et al., 2017) e pode ter ocasionado a passagem

desses genes entre especies.

Tabela 1 - Fixacdo assimbi6tica de nitrogénio por bactérias endofiticas de morangueiro. Teste

qualitativo.
Isolado FBN| Isolado FBN| Isolado FBN Isolado FBN| Isolado FBN
60 - 139 - 135 - 80 - 43 -
MQT10M16 + 56 + MZT3M14 - MHT7M - 88 -
MLT14M7 - MKC2M3  ++ 115 + 184 - 101 -
MLT14M7 - MHT8M6 + 70 ++ 16 - 51 -
63 - MNT10M4 - 117 ++ 111 - 100 -
MFT4M8 - MZT10M1 + 77 ++ 137 - 138 -
28 - 53 + 87 - 123 - MZT3M5 -
40 - 125 + MQT6M1 - MVT12M8 - 132 -
MZT10M12 + 68 - 122 ++ | MXT7TM12 ++ 27 ++
108 - 128 - 33 + 30 - 29 -
8 + 17 + MLT8M19 ++ 116 + 152 -
24 + | MET12M2 ++ 57 + 94 ++ 44 -
9 + | MGT56M13 ++ MTT9M2 - 179 - 26 ++
13 + 92 ++ 104 - MTT12M4 - 133 -
MST12M1 + 39 ++ 75 - MIT13M12 - | MXT12M2 ++
1 - 6 - MTT16M8  ++ 86 + 127 +
50 - 34 ++ 14 - MRT15M8 - 182 -
22 - 119 + 129 - MTT12M4 - 181 -
MST6M3 + 84 ++ 21 - MQT4M1 -
MSC2M5 + 112 + MQT16M1 - 124 -
MDT12M6 - 93 + |MET16M10 ++ 143 -
MDT7M5 + 12 - MIT3M11  ++ 73 ++
47 - 2 + 79 - 136 -
MST15M4 + | MTT5M10 ++ 109 ++ | MXT16M12 -
MDT10M17 + |MIT15M14 ++ | MGT3M15 + MGT3M6 -
MIT11M11 + 107 - 69 - 54 -
MFT5M11 + 69 - 107 - MST13M1 -
31 + 131 - 121 ++ 15 -
23 - 151 ++ | MAT16M4 - 57 -
154 - 58 + MPT6M12 - 113 -

Simbolos observados sdo referentes a classificacdo dos isolados quanto a espessura da pelicula

aerotaxica formada em meio NFb: - = sem formacao de halo; + = halo de baixa espessura (1mm);
++ = halo de grande espessura (>1mm).
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Estudos indicam que o ambiente rizosférico é responsavel pelo aumento e pela
modulacdo da diversidade microbiana associada as plantas, o que pode estar relacionado a
interacdo de espécies microbianas com os exsudatos liberados por cada espécie vegetal
(HUGONI et al., 2018; OLANREWAJU et al., 2018), atracdo de determinadas espécies para a
rizosfera devido ao padrdo de exsudatos liberados (SCHULZ-BOHM et al., 2018) ou ainda a
inducdo da mobilizacdo de plasmideos por exsudatos radiculares (ZHU et al., 2018). A
influéncia dessa inducdo sobre a mobilizacdo de plasmideos simbi6ticos ainda €
desconhecida.

Bactérias ndo noduliferas (como Azospirillum brasilense) compartilham no genoma
pontos homélogos aos genes simbidticos de rizobios. Além disso, esses genes também estéo
localizados em plasmideos no genoma dessa bactéria, assim como em Rhizobium, como
descrito em trabalho pioneiro por Viellie e Elmerich (1990). Portanto, para bactérias ndo
noduliferas, a obtencdo da caracteristica de fixagdo bioldgica de nitrogénio, assim como para
noduliferas, pode ser resultado da transferéncia horizontal de um plasmideo simbiotico, o que
pode ter influenciado a diversidade de organismos fixadores de nitrogénio associativos assim
como influenciou a diversidade de organismos simbioticos.

O uso de microrganismos fixadores de nitrogénio na agricultura apresenta-se como uma
relevante estratégia a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados aos campos de producdo de
alimento, pois apesar de 0 nitrogénio compor cerca de 78% da atmosfera, sua assimilacdo é
limitada, requerendo a transformacdo para uma forma combinada (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006; TAIZ e ZEIGER, 2009). Assim, grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados séo
utilizadas na producdo de alimentos, aumentando custos de producdo (HUNGRIA et al.,
2011) e ambientais (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; OLIVEIRA et al., 2014).

3.4 Promocao de crescimento de mudas de morango

Dados de producdo de auxina e solubilizacdo de fosfato foram avaliados em analise
estatistica multivariada (dados complementares, tabela 2) e 0s que apresentaram maiores
valores foram selecionados para ensaios posteriores, desde que também apresentassem
capacidade de fixacdo assimbidtica de nitrogénio in vitro. Além disso, isolados que
pertenciam a géneros de patégenos humanos ou contaminantes ambientais foram descartados.
Finalmente, os isolados MLT8M19, MET12M2, MZT10M1, MZT10M12 e MKC2M3 foram

selecionados para ensaios posteriores.
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A inoculagdo de mudas de morango com isolados bacterianos selecionados in vitro

ocasionou mudangas no crescimento (Figura 3).

Figura 3 — Crescimento de morangueiro inoculado e ndo-inoculado
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Legenda: Nomes abaixo de cada planta sdo referentes aos tratamentos aos quais foram submetidas. Da
esquerda para a direita, a partir de cima: inoculagdo com o isolado MKC2M3, inoculagdo com o
isolado MZT10M1, inoculagdo com o isolado MZT10M12, inoculagdo com o isolado MLT8M19,
controle com baixo N e P, inoculacdo coma estirpe Ab-V5 (Azospirillum brasilense), inoculagcdo com
o0 isolado MET12M2 e adubagao completa.

A matéria seca de parte aérea (Figura 4A) foi significativamente influenciada pelos
tratamentos (p<0,05). A maior producdo de matéria seca foi observada no tratamento com
adubagdo completa. Esse tratamento permitiu um aumento de 301,67% na producdo de
matéria seca de parte aérea. O tratamento com inoculagdo do isolado MET12M2 permitiu
aumento de 279% para a mesma variavel. Esse resultado é particularmente interessante
guando se leva em conta que, aos tratamentos inoculados, somente foi adicionado 30% da
composicdo total de nitrogénio e fésforo da solugdo nutritiva. Demais isolados bacterianos

testados proporcionaram pouco ou intermediario aumento da matéria seca de parte aérea em
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plantas, porém todos os tratamentos diferenciaram-se estatisticamente do tratamento controle
com adubag&o nitrogenada e fosfatada reduzida em 70% e sem inoculacéo.

Resultado semelhante foi observado para o nimero de folhas (Figura 4B). Para essa
variavel, a aplicacdo de adubacdo mineral completa promoveu um aumento de 556,57%,
significativamente diferenciando-se de todos os outros tratamentos (p<0,05). Ainda assim, a
inoculagdo da estirpe AB-V5 (Azospirillum brasilense) e do isolado MET12M2
diferenciaram-se de outros tratamentos, com um aumento de 444% e 470,86% para a mesma
variavel, respectivamente. Outros isolados apresentaram efeitos intermediarios ou baixos na
producdo de folhas de morangueiro, porém diferenciaram-se significativamente do tratamento
com adubag&o reduzida e sem inoculagéo.

O contetdo foliar de nitrogénio (Figura 4C) e fosforo (Figura 4D) de morango foi
significativamente influenciado pelos tratamentos (p<0,05). Concernente ao teor de nitrogénio
foliar, os maiores valores foram obtidos a partir da aplicacdo de adubagdo mineral completa e
inoculacdo dos isolados MZT10M1 e MZT10M12, os quais ndo foram significativamente
diferentes. Plantas do tratamento com adubacdo mineral completa apresentaram teores de
12,02 g de nitrogénio/kg de planta, ao passo que plantas dos tratamentos com inoculacdo dos
isolados MZT10M1 e MZT10M12 apresentaram teores de 11,84 g N/kg de planta e 11,94 g
N/kg de planta, respectivamente. Portanto, a aplicacdo de adubacdo mineral completa e a
inoculacéo dos isolados MZT10M1 e MZT10M12 promoveram aumentos de 12,55%, 10,86%
e 11,8% em comparacdo ao tratamento com adubacdo reduzida e sem inoculacdo,
respectivamente.

A inoculacdo com o isolado MET12M2 ndo foi significativamente diferente ao
tratamento com adubacdo reduzida e sem inoculagdo para o teor de nitrogénio foliar, cada um
promovendo teores de 10,72 g de N/kg de planta e 10,68 g de N/kg de planta,
respectivamente. Entretanto, plantas dos tratamentos com adubacdo reduzida e sem
inoculacdo e com inoculacédo dos isolados MZT10M1 e MZT10M12 apresentaram 0S menores
valores de producdo de matéria seca de parte aérea. Pode-se inferir que esse seja um
mecanismo de compensacdo a baixa disponibilidade de nitrogénio pela diminuicdo da
producdo de matéria seca e aumento ou manutencdo dos teores de nitrogénio em g/kg de

planta.
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Figura 4 - Matéria seca de plantas (A), numero de folhas (B), teor de N foliar (C), teor de P
foliar (D), N acumulado (E) e P acumulado (F) de plantas ndo inoculadas e
inoculadas com bactérias endofiticas de morangueiro selecionadas in vitro.
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A inoculagdo com os isolados MKC2M3, MLT8M19 e com a estirpe Ab-V5
(Azospirillum brasilense) promoveu menores teores de nitrogénio foliar das plantas, sendo
esses resultados menores, inclusive, do que o tratamento com adubagdo reduzida e sem
inoculagéo.

A competicdo por nutrientes entre microrganismos rizosféricos e plantas ja tem sido
amplamente relatada. Sobretudo, em situagdes de baixos niveis de determinados nutrientes,
microrganismos podem passar a competir com as plantas pelos mesmos (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Resultados de teores de nitrogénio observados neste trabalho para o0s
isolados citados podem potencialmente evidenciar esse fendmeno. Estima-se que a
diminuicdo do teor de nitrogénio nessas plantas também possa estar relacionada a diluicdo do
nutriente no tecido vegetal, devido ao crescimento das plantas.

Trabalhos tém demonstrado que a inoculagdo com algumas bactérias promotoras de
crescimento pode controlar a eficiéncia de uso do nitrato presente no solo por plantas.
Trabalhando com inoculagdo de Azospirillum brasilense em milho, Pii et al (2019)
observaram que 0 microrganismo € capaz de diminuir o uso de nitrogénio na forma de NOs
por plantas, aléem de alterar a dindmica de genes vegetais importantes para o uso do nutriente.
E possivel que a inoculaco de alguns isolados possa ter influenciado negativamente o uso do
nitrato da solucdo, o que auxiliaria a explicar teores de nitrogénio em planta menores do que
0s observados para o tratamento sem inoculacdo e com adubacdo reduzida.

Concernente ao teor de fésforo foliar (Figura 4D), os maiores valores foram obtidos a
partir da aplicacdo de adubacdo mineral completa com teores de 3,62 g de fosforo/kg de
planta. Esse tratamento diferenciou-se estatisticamente dos tratamentos com inoculagdo e
controle, apresentando um aumento de 61,61% em relacdo ao ultimo citado. A inoculacéo de
mudas com o isolado MET12M2 permitiu um aumento de 43,75% no teor de fosforo foliar
em comparacdo aos Vvalores obtidos para a mesma variavel a partir de plantas do tratamento
controle com adubacdo reduzida e sem inoculagéo, sendo gque plantas do tratamento inoculado
apresentaram teores de 3,22 g de P/kg de planta e plantas do tratamento com adubacéo
reduzida e sem inoculacdo apresentaram teores de 2,24 g de P/kg de planta. Além disso, o
tratamento com inoculacdo do isolado MET12M2 permitiu maior teor de fésforo, inclusive
em comparacdo a inoculacdo com outros isolados testados. Entretanto, todos os isolados
promoveram maior absorcéo de fosforo do que o tratamento sem inocula¢do e com adubacéo
reduzida em plantas, ndo tendo sido observadas diferencas estatisticas entre dados de teor de
fosforo em plantas dos tratamentos com inoculacdo dos isolados MKC2M3, MLT8M19,
MZT10M1, MZT10M12 e a estirpe Ab-V5 (Azospirillum brasilense).
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Resultados mais expressivos foram obtidos quando observados os dados de nitrogénio
(Figura 4E) e fésforo (Figura 4F) acumulados. Para esses dois parametros, os maiores valores
foram obtidos a partir da aplicacdo de adubacdo mineral completa, com um actimulo de
144,76 mg de N/planta e de 43,55 mg P/planta. Esses valores significam um aumento de
352,66% no acumulo de nitrogénio e 550% no acUmulo de fésforo em comparagdo ao
tratamento controle com adubag@o reduzida e sem inoculagdo. A aplicacdo de adubacéo
completa foi significativamente diferente de todos os outros tratamentos. Entre os isolados, o
maior acimulo de nitrogénio e fésforo foi observado com a inoculagdo de MET12M2, com
valores de 121,82 mg N/planta e 36,57 mg P/planta, correspondendo a um aumento de
280,93% e 445,82% no acumulo de nitrogénio e fosforo, respectivamente, em comparagdo ao
tratamento com adubacdo reduzida e sem inoculacdo. Outros isolados apresentaram niveis
intermediarios de acumulo de nitrogénio e fésforo e todos influenciaram significativamente
essa variavel, em comparacao ao tratamento com adubacéo reduzida e sem inoculagéo.

A area foliar (Figura 5) também foi significantemente (p<0,05) influenciada pelos
tratamentos. Maiores valores para essa variavel foram obtidos nos tratamentos com
fornecimento de adubacdo completa e com a inoculacdo da estirpe Ab-V5 e do isolado
MET12M2. Outros isolados apresentaram valores intermediarios para essa variavel e todos
foram significativamente diferentes do tratamento controle com adubacdo reduzida/sem

inoculacgéo.

Figura 5 - Area foliar de plantas ndo inoculadas e inoculadas com bactérias endofiticas de

morangueiro selecionadas in vitro.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Skott-Knot, a 5%
de probabilidade.
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Resultados semelhantes foram observados por Erdogan et al (2018), quando a
inoculacdo de Bacillus e Pseudomonas promoveu aumento significante da area foliar em
videiras e por Rodrigues et al (2016) ap6s inoculacdo de cana-de-aglcar com bactérias dos
géneros Enterobacter, Pantoea e Klebsiella. Especificamente em morango, o aumento de
namero e area de foliolos e raizes foi observado com a inoculacdo de Bacillus por Vicente-
Hernandez et al (2018).

A matéria seca (Figura 6A) e altura de raizes (Figura 6B) também foram
significantemente influenciadas pelos tratamentos com adubacéo e com inoculagéo (p< 0,05).
A maior producdo de raizes (em peso e em altura) foi observada nos tratamentos com
inoculagdo dos isolados MET12M2 e MKC2M3 e da estirpe Ab-V5 (Azospirillum
brasilense), com valores de 16,06, 15,51 e 15,23 g de raizes e 37,9, 36,3 e 32,43 cm,
respectivamente. Esses valores significam um aumento de 274,36%, 261,54% e 255,01% no
peso de raizes e de 141,25%, 131,06% e 106,43% no comprimento de raizes com a inoculagéo
dos isolados MET12M2 e MKC2M3 e da estirpe Ab-V5 (Azospirillum brasilense),

respectivamente.

Figura 6 - Matéria seca de raiz (A) e comprimento de raiz (B) em plantas ndo inoculadas e
inoculadas com bactérias endofiticas de morangueiro selecionadas in vitro.
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Médias representadas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Skott-Knot, a 5%
de probabilidade.

Dados obtidos neste ensaio evidenciam o efeito da inoculagdo de microrganismos
produtores de auxina no favorecimento da producdo de raizes ndo somente em comprimento,

mas também laterais. O tratamento com adubacdo completa diferenciou-se estatisticamente



73

desses tratamentos, assim como dos tratamentos com inoculacdo de outros isolados e do
tratamento com adubacdo reduzida e sem inoculacao.

Auxinas sdo substancias capazes de promover o crescimento de plantas e estimular a
atividade da bomba eletrogénica H+ - ATPase da membrana plasmatica vegetal em
concentragfes muito baixas. De modo geral, auxinas estdo relacionadas ao estimulo do
crescimento de raizes (Hager et al., 1991). Neste trabalho, ainda que tenham apresentado
producbes relativamente intermediarias a baixas de auxinas, os isolados foram capazes de
incitar o aumento de raizes nas plantas.

Trabalhando com inoculacdo de isolados dos géneros Enterobacter e Bacillus capazes
de produzir de 1,89ug/mL a 19,37 pg/mL, Pereira et al (2012) observaram aumento de até
184,88% no peso seco de raizes.

Surpreendentemente, os maiores valores de comprimento de raiz e peso seco de raiz
obtidos neste trabalho ndo foram resultantes da inoculacdo do isolado que apresentou maior
potencial de producdo de auxina in vitro. Esse resultado pode estar relacionado a interacao
dos isolados com a espécie vegetal, sobretudo a influéncia dessa interacdo na sobrevivéncia e
multiplicacdo dos isolados dentro da planta e no estimulo a respostas de defesa vegetal
(MARCHETTI et al., 2014; DU et al., 2017); mas também fato de que auxina em niveis
excessivos pode promover o efeito contrario de inibicdo do crescimento de raizes
(SCHLINDWEIN et al., 2008).

Além disso, estudos tém provado que a producdo de auxinas ndo é o Unico mecanismo
pelo qual bactérias promotoras de crescimento podem estimular o crescimento de raizes em
plantas. Trabalhando com bactérias do género Bacillus na planta-modelo Arabidopsis
thaliana, Hossain et al (2019) observaram que essas bactérias eram capazes de produzir
compostos organicos volateis independentemente do sistema de producdo de auxina, etileno e
jasmonato, os quais foram capazes de induzir desenvolvimento radicular, evidenciando outros
tipos de sinalizacdo pelos quais bactérias podem estimular crescimento radicular. Alguns
autores também relatam a capacidade de bactérias promotoras de crescimento em produzir
compostos capazes de induzir a producédo de auxinas pelas plantas (ZHANG et al., 2007).

Ensaios in vivo evidenciaram o efeito benéfico da inoculacdo de mudas de morango
com o isolado MET12M2. Curiosamente, 0 mesmo ndo apresentou os maiores valores de
solubilizacdo de fosfato ou producdo de auxina in vitro, porém apresentou-se entre 0s cinco
melhores resultados para todos os testes in vitro.

O efeito de bactérias promotoras de crescimento vegetal no acimulo de matéria seca em

plantas ja tem sido comprovado em géneros como Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,



74

Burkholderia, Gluconacetobacter e Azospirillum (MEHNAZ; LAZAROVITS, 2006;
ESITKEN et al., 2010; ANDRADE et al., 2019).

Trabalhando com inoculagcdo de Pseudomonas e Bacillus em morango, Esitken et al
(2010) observaram aumento no peso de matéria seca, produtividade e contetdos de nitrogénio
e fosforo foliares. Nesse mesmo trabalho, foi observado aumento de 471,43% dos teores de
fosforo foliar.

Na mesma espécie vegetal, trabalhando com a inoculacdo de bactérias dos géneros
Azospirillum, Enterobacter e Burkholderia e adubagdo mineral contendo 50% da necessidade
de nitrogénio, Andrade et al (2019) observaram um aumento de até 96% na matéria seca de
plantas quando em comparagéo aos valores obtidos no tratamento controle contendo 50% da
necessidade da espécie vegetal em nitrogénio. Nesse mesmo trabalho, variaveis como
comprimento e matéria seca de raizes tambeém foram positivamente influenciadas pela
inoculacgéo.

Surpreendentemente, o isolado MKC2M3, identificado previamente como pertencente
ao género Rhizobium (ANDRADE, 2017), foi eficiente em promover crescimento de
morango, induzindo diferencgas nas variaveis avaliadas, quando em comparagdo ao tratamento
com reduzida adubacdo e sem inoculacdo. Bactérias desse género sdo conhecidas por
desenvolverem simbioses com leguminosas, formando estruturas conhecidas como nodulos
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Ainda que o efeito de rizébios sobre o crescimento de
leguminosas ja seja amplamente comprovado, pouco se sabe sobre o efeito desse grupo
bacteriano sobre plantas ndo leguminosas, enquanto bactérias associativas. No presente
trabalho, evidencia-se a capacidade de bactérias do género Rhizobium em induzir crescimento
de morango de forma assimbiotica, desenvolvendo uma interacdo associativa com essa
espécie vegetal.

Maiores valores de matéria seca de parte aérea, matéria seca de raiz, comprimento de
raiz, nimero de folhas, teor de nitrogénio e fésforo foliar e nitrogénio e fésforo acumulados
encontrados neste trabalho podem ser relacionados a capacidade dos isolados bacterianos em
produzir auxina, fixar nitrogénio biologicamente e solubilizar fosfato, sobretudo, levando-se
em conta que apenas 30% do nitrogénio e fosforo da solucéo nutritiva foram fornecidos e que
o restante da necessidade de fosforo da cultura foi suprido com o fornecimento de fosforo na

forma insollvel.
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4 CONCLUSAO

Bactérias isoladas de folhas e raizes de morangueiro apresentaram diferentes
capacidades de promocdo de crescimento vegetal in vitro. Isolados selecionados in vitro
apresentaram diferentes efeitos sobre o crescimento de morangueiro. O isolado MET12M2 foi
capaz de promover maiores efeitos sobre o crescimento dessa espécie vegetal, indicando seu

potencial enguanto inoculante para a mesma.
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DADOS COMPLEMENTARES

Tabela 2 — Selecdo de isolados obtidos a partir de raizes e folhas a partir da capacidade de
produzir auxina, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio assimbioticamente. Analise de
componentes principais (continua).

Isolado  Score FBN* Grupo

MLT8M19 3,74  ++ 16
MET12M2 3,00 ++ 11

MZT10M1 2,78 + 18
127 2,57 + 3
MZT10M12 2,31 + 19
30 2,26 - 7
MKC2M3 2,08 ++ 15
MIT13M12 2,03 - 15
23 1,77 - 6

133 1,56 - 4
123 1,55 - 1

MGT3M15 1,55 + 10

MQT4M1 1,53 - 6
93 1,48 + 1
121 1,42  ++ 1

MSC2M5 1,32 + 1

MHT8M6 1,32 + 4

MQT16M1 1,26 - 17

MIT1iIM11 1,23 + 14
128 1,22 - 1

MFT4M8 1,20 -

56 1,08 + 10
MIT15M14 1,07 ++ 1
MQT10M16 0,94 + 1
MGT5M13 0,94  ++ 1

75 0,93 - 1

34 0,82 ++ 1

51 0,81 - 10

9 0,80 + 1

79 0,79 - 1
MNT10M4 0,78 - 1
MST15M4 0,77 + 1
MFT5M11 0,77 + 1

44 0,72 - 9

43 0,71 - 1

13 0,69 + 1

MGT3M6 0,67 - 13

Legenda: scores e agrupamento calculados a partir da capacidade de produzir auxina, solubilizar
fosfato. *FBN: Fixacdo bioldgica de nitrogénio. - : incapaz de fixar nitrogénio assimbioticamente; + :
capaz de fixar nitrogénio assimbioticamente; ++ : formac&o de halo aerotdxico maior do que 1mm.
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Tabela 2 — Selecdo de isolados obtidos a partir de raizes e folhas a partir da capacidade de
produzir auxina, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio assimbioticamente. Anélise de

componentes principais (continua).

Isolado Score  FBN* Grupo
50 0,66 - 1
139 0,64 - 1
MET16M10 0,58 ++ 12
69 0,56 - 1
136 0,49 - 1
17 0,48 + 1
80 0,46 - 1
153 0,44 - 1
MTTOM2 0,43 - 1
122 0,43 ++ 1
MDT10M17 0,42 + 1
12 0,42 - 1
28 0,39 - 1
84 0,36 ++ 1
29 0,32 - 1
137 0,32 - 1
113 0,26 - 1
73 0,25 ++ 1
119 0,23 + 1
1 0,17 - 1
117 0,16 ++ 1
MST13M1 0,14 - 1
22 0,13 - 1
63 0,11 - 1
92 0,05 ++ 1
MPT6M12 0,04 - 1
108 0,01 - 1
101 -0,01 - 1
94 -0,01 ++ 1
8 -0,02 + 1
184 -0,02 - 1
2 -0,04 + 1
MIT3M11  -0,04 ++ 1
14 -0,05 - 1
47 -0,07 - 1
MDT7M5 -0,07 + 1
MST12M1  -0,09 + 1
16 -0,10 - 1
6 -0,10 - 1
107 -0,15 - 1
104 -0,15 - 1
1
87 -0,16 - 1

Legenda: scores e agrupamento calculados a partir da capacidade de produzir auxina, solubilizar

fosfato. *FBN: Fixacdo bioldgica de nitrogénio. - : incapaz de fixar nitrogénio assimbioticamente; + :
capaz de fixar nitrogénio assimbioticamente; ++ : formacédo de halo aerotdxico maior do que 1mm.
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Tabela 2 — Selecdo de isolados obtidos a partir de raizes e folhas a partir da capacidade de
produzir auxina, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio assimbioticamente. Analise de

componentes principais (continua).

Isolado Score  FBN* Grupo

21 -0,21 - 1

77 -0,23 ++ 1

100 -0,25 - 1

15 -0,27 - 1

88 -0,28 - 1

70 -0,30 ++ 1

115 -0,32 + 1
MST6M3 -0,34 + 1
65 -0,40 - 1
MDT12M6 -0,42 - 1
24 -0,43 + 1

116 -0,45 + 1
MXT16M12 -0,46 - 1
135 -0,54 - 1

86 -0,57 + 1

138 -0,60 - 1
MVT12M8  -0,62 - 1
MRT15M8  -0,72 - 1
154 -0,78 - 1
132 -0,79 - 1
MHT7M -0,81 - 1
57 -0,84 + 1
MXT7M12  -0,85 ++ 1
27 -0,90 ++ 1
MTT5M10 -0,94 ++ 1
39 -1,01 ++ 1
MZT3M14  -1,02 - 1
179 -1,04 - 1
MXT12M2  -1,07 ++ 1
MTT12M4  -1,08 - 1
MAT16M4  -1,08 - 1
131 -1,10 - 1

68 -1,16 - 2

40 -1,19 - 8

125 -1,19 + 1
151 -1,21 ++ 1

54 -1,23 - 1

182 -1,33 - 2
124 -1,35 - 2
MZT3M5 -1,36 - 20
58 -1,56 + 1

112 -1,57 + 1

Legenda: scores e agrupamento calculados a partir da capacidade de produzir auxina, solubilizar

fosfato. *FBN: Fixacao bioldgica de nitrogénio. - : incapaz de fixar nitrogénio assimbioticamente; + :

capaz de fixar nitrogénio assimbioticamente; ++ : formac&o de halo aerotdxico maior do que 1mm.
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Tabela 2 — Selecdo de isolados obtidos a partir de raizes e folhas a partir da capacidade de
produzir auxina, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio assimbioticamente. Analise de
componentes principais.

Isolado Score  FBN* Grupo

33 -1,67 T 1
152 -1,67 - 1
111 -1,67 - 1
MTT16M8  -1,71 ++ 1
53 -1,78 + 1
143 -1,82 - 1
60 -1,85 - 1
26 -1,86 ++ 1
129 -1,87 - 1
109 -1,88 ++ 1
MLT14M7  -1,90 - 1
31 -1,99 + 1
181 -2,38 - 5
MQT6M1  -2,38 - 5

Legenda: scores e agrupamento calculados a partir da capacidade de produzir auxina, solubilizar
fosfato. *FBN: Fixacdo bioldgica de nitrogénio. - : incapaz de fixar nitrogénio assimbioticamente; + :
capaz de fixar nitrogénio assimbioticamente; ++ : formac&o de halo aerotdxico maior do que 1mm
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS
EFEITO DA INOCULACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
NA ANATOMIA FOLIAR E FISIOLOGIA DE MORANGUEIRO
RESUMO

Bactérias promotoras de crescimento sdao microrganismos capazes de desenvolver interacdes
harmonicas com plantas, induzindo crescimento via diferentes mecanismos. O uso dessas
bactérias em campos de producdo pode ser uma importante estratégia. Porém detalhes da
interacdo entre plantas e microrganismos ainda sdo pouco ou ndo séo elucidados. Efeitos
desses organismos sobre a anatomia e fisiologia vegetal tém sido relatados. Portanto,
objetivou-se com esse estudo testar in vivo efeitos da inoculacdo de cinco bactérias
selecionadas in vitro para a promocdo de crescimento vegetal sobre a anatomia foliar e
parametros fisiologicos relacionados a fotossintese em morangueiro. Isolados previamente
selecionados in vitro quanto a capacidade de produzir auxinas, solubilizar fosfato e fixar
nitrogénio biologicamente foram inoculados em morangueiro e seus efeitos sobre anatomia
foliar (espessura do mesofilo, da epiderme adaxial, da epiderme abaxial, do parénquima
esponjoso e do parénquima pali¢adico) e parametros fisiologicos relacionados a fotossintese
(taxa de assimilacdo de CO3, condutancia estomatica, concentracdo interna de CO3, eficiéncia
no uso da agua e eficiéncia instantanea de carboxilacdo) foram avaliados. A inoculacdo de
bactérias promoveu mudancas anatémicas e fisioldgicas significantes em morangueiro. Entre
os isolados testados, resultados mais expressivos para as variaveis estudadas foram
observados com a inoculagéo do isolado MET12M2. De modo geral, efeitos observados neste
trabalho foram estirpe-dependentes. Ensaios in vivo evidenciam interacdo dos isolados
testados com morangueiro e o potencial de uso do isolado MET12M2 como promotor de
crescimento para morango.

PALAVRAS-CHAVE: Interacdo planta-bactéria; rizobactérias; bactéria endofitica;

fotossintese.
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ABSTRACT

Growth promoting bacteria are a group of microorganisms capable of developing harmonic
interactions with plants, inducing growth through different mechanisms. The use of these
bacteria in production fields can be an important strategy. However details of the interaction
between plants and these microorganisms are still not very clear and are not elucidated.
Recently, the effects of these organisms on plant anatomy and physiology have been reported.
Therefore, the aim of this study was to evaluate in vivo effects of inoculating five bacteria
isolated from strawberry leaves and roots (and selected in vitro for their plant-growth
promotion ability) on strawberry leaf anatomy and strawberry physiological parameters
related to photosynthesis. Isolates previously selected in vitro for their ability to produce
auxins, solubilize phosphate and nitrogen fixation were inoculated in strawberry and their
effects on leaf anatomy (thickness of mesophyll, adaxial epidermis, abaxial epidermis, spongy
parenchyma and palisade parenchyma) and physiological parameters related to photosynthesis
(CO2 assimilation rate, stomatal conductance, CO: internal concentration, water use efficiency
and instantaneous carboxylation efficiency) were evaluated. Bacteria inoculation promoted
significant anatomical and physiological changes in strawberry. Among the isolates, more
significant results were observed under inoculation of the MET12M2 isolate. The effects
observed in this work were strain-dependent. In vivo assays show interaction of the tested
isolates with strawberry and the potential use of the MET12M2 isolate as a strawberry
growth-promoter.

KEYWORDS: Plant-bacteria interaction; rhizobacteria; endophytic bacteria; photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

Bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo microrganismos capazes de
desenvolver interagcfes harmdnicas com plantas, exercendo funcdes relativamente comuns
entre organismos e relacionadas ao fornecimento de nutrientes, producdo de fitorreguladores,
aumento da tolerancia a estresse ambiental e controle biolégico de fitopatdgenos (GLICK,
2012), além da modulacdo do metabolismo vegetal (DU et al., 2016; BRUSAMARELLO-
SANTOS et al., 2017).

Diferentes efeitos desses microrganismos em plantas ja sdo relatados, como aumento da
matéria seca de parte aérea e de raizes de plantas (ANDRADE et al., 2019), aumento da
produtividade (ESITKEN et al., 2010), aumento do peso de pseudofrutos (TODESCHINI et
al., 2018; MORAIS et al., 2019), inducdo de toleréncia a estresse (MISHRA et al., 2016),
aumento do contetdo de auxina de plantas (AHMED; HASNAIN, 2010), aumento do nimero
de flores e qualidade de pseudofrutos (TODESCHINI et al., 2018) e aumento de area foliar de
plantas. Com base nos efeitos apresentados, uma grande diversidade de bactérias tem sido
descrita como potencial promotora de crescimento (VEJAN et al., 2016).

Devido aos efeitos sobre o crescimento e a produtividade de plantas, bactérias
promotoras de crescimento representam uma alternativa a sistemas produtivos intensivos,
permitindo a diminui¢cdo do uso de produtos quimicos, como os fertilizantes (ANDRADE et
al., 2019).

Entretanto, ainda que o crescimento de plantas resultante do uso de bactérias
promotoras seja descrito, ndo sdo completamente ou sdo pouco elucidados detalhes dessa
interacdo, como mudancas anatdmicas e fisioldgicas resultantes da inoculacdo desses
microrganismos em plantas (CALZAVARA et al., 2018).

Mudancas na anatomia foliar (LARRABURU; LLORENTE, 2015) e radicular
(CALZAVARA et al., 2018) tém sido relatadas apos inoculacdo de plantas com bactérias
promotoras de crescimento. Além disso, modificacdes em parametros relacionados a
fotossintese, como taxa de assimilacdo de CO», condutividade estomética, taxa de
transpiracdo e eficiéncia de uso da agua, tém sido descritas em plantas inoculadas com esses
microrganismos (LI; XU; GAO, 2016; CALZAVARA et al., 2018; MORAIS et al., 2019).

Ainda assim, sdo raros ou inexistentes e recentes os trabalhos que relacionem a
inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento com mudancas anatémicas e fisioldgicas

em morangueiro. Portanto, objetiva-se com esse trabalho avaliar efeitos da inoculagdo de
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cinco bactérias selecionadas in vitro para a promocao de crescimento vegetal sobre a anatomia

foliar e pardmetros fisiologicos relacionados a fotossintese em morangueiro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e cultivo dos isolados

Os isolados utilizados neste trabalho foram previamente obtidos em isolamento a partir
de folhas e raizes de morangueiro da cultivar Aromas, como descrito por Andrade (2017) e
posterior selecdo in vitro para a producdo de auxina, fixacdo bioldgica de nitrogénio e
solubilizacdo de fosfato e in vivo para promocéo direta de crescimento de mudas de morango
(artigo/capitulo 1).

Os isolados bacterianos foram reativados em meio agar-nutriente (3gL™? de extrato de
carne, 5g L™ de peptona, 159 L de 4gar). Para a producéo de inoculantes, os isolados foram
cultivados em meio caldo nutriente (3g L™ de extrato de carne, 5g L™ de peptona).

Em todos os testes, os isolados foram mantidos a 30°C para o crescimento, sendo que,
quando cultivados em meio liquido, foram mantidos sob agitacdo constante de 120rpm em
shaker sob as mesmas condicdes citadas acima.

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 6,8 a 7,0, quando necessario, com solucdo 1
mol L de HCI ou NaOH e, em seguida, os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

2.2 Experimento em casa de vegetacdo

Cinco isolados selecionados em testes de promocao direta de crescimento in vitro foram
avaliados quanto a sua capacidade de promocao de crescimento vegetal em morangueiro a
partir de um ensaio conduzido em casa de vegetacdo sob delineamento inteiramente
casualizado (com 10 repeticbes para analises fisiologicas e 3 repeticGes para analises
anatdmicas). Para esses ensaios, cada isolado foi considerado um tratamento, além dos
tratamentos controle com adubacdo nitrogenada e fosfatada reduzida em 70% e sem
inoculacdo de bactéria, com adubacdo completa e controle com a inoculacdo de Azospirillum
brasilense. Em ambos os ensaios, mudas de morango da cultivar Aromas obtidas por cultura
de tecidos foram cultivadas em substrato inerte composto de areia e vermiculita na proporgéo

1:1 (v:v). Além disso, foi adicionado fosfato natural de Argélia com 29% de P20s e
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solubilidade igual a 2% em &cido citrico ao substrato em todos os tratamentos. Para tanto, o
fosfato foi calculado para o fornecimento de 260kg/ha de P2Os (SBCS, 2004). O substrato foi
previamente esterilizado em autoclave a 121°C durante 1 hora por trés vezes, com 24 horas de
diferenca entre cada esterilizagéo.

As mudas foram mantidas em vasos de volume igual a 5L de substrato. Todas as plantas
foram irrigadas a cada 2 dias com agua destilada autoclavada. Além disso, a cada 5 dias foi
aplicada solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (completa para o controle positivo e com
30% de nitrogénio e fosforo para os tratamentos com inoculacdo dos isolados bacterianos e
controle negativo). A solucdo completa de Hoagland e Arnon (1950) utilizada para o
tratamento sem inoculagdo + adubagdo completa foi composta de 1mLL™? de KH:PO4
(Imol/L), 5mLL? KNOs (1mol/L), 5SmLL™? de Ca(NOs). (1Imol/L), 2mLL™? de MgSO.
(Imol/L), 1mL de solucdo de micronutrientes (2,86gL™* de H3BOs, 1,81gLMnCl,, 0,22gL*
de ZnS04.7H,0, 0,08 gL de NaMo00.4H,0) e 1mL de Fe-EDTA (24, 1gL™* de FeSO.4.7H.0
e 25,1gL! de EDTA). A composicéo da solugdo com reduzida adicdo de nitrogénio e fosforo
(30% da necessidade total) consistiu na substituicdo de KH2PO4, KNO3z e Ca(NOs)2 por 5,7
mLL* de KCI (Imol/L), 5SmLL™* de CaCl, (1mol/L), 0,3 mLL™ de KH2PO4 (1mol/L) e 3mLL"
! de NH4NOs (1,5mol/L) (HERNANDEZ, 2015).

O inoculo bacteriano foi previamente preparado pelo cultivo dos isolados selecionados
nos testes in vitro de promocdao de crescimento em meio caldo nutriente a 30°C sob agitacéo
constante de 120 rpm durante 48 horas e posterior ajuste da concentragdo celular para 1 X 108
células/mL (densidade oOptica de 0,5 a um comprimento de onda de 600nm mensurada em
espectrofotbmetro, de acordo com a escala de Mc Farland).

Ao final, foram avaliadas variaveis relacionadas a mudancas fisiolégicas e anatbmicas

em plantas.

2.2.1 Avaliacdo fisioldgica de plantas

A avaliacdo da condicdo fisioldgica de plantas inoculadas e ndo inoculadas foi realizada
pela quantificacdo de trocas gasosas utilizando-se o sistema portatil de medidas de
fotossintese (IRGA, Infrared Gas Analyzer — Li-6400 XT, Licor). Com essa finalidade, foi
realizada uma leitura por planta em cada tratamento de forma casualizada, em dia ensolarado
sem nebulosidade das 9h as 12h. Cada tratamento foi composto por 10 repeti¢des. O fluxo da
camara foi fixo em 500 pumol s?, e a PAR (radiacdo fotossinteticamente ativa) interna em
1000 pmol s*m? (HENSCHEL, 2016).
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Foram aferidos dados de assimilacdo liquida de CO2 ou rendimento fotossintético (A,
pumol CO2 m?2s?), concentragdo intercelular de CO2 (Ci, umol mol? ar), condutincia
estomatica (Gs, mol CO, m? s?) e taxa de transpiragdo (E, mol CO; m? s?). A eficiéncia do
uso da agua foi determinada pela relacdo entre assimilacdo de CO: e taxa de transpiracdo
(AJE). A eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) foi determinada pela relacdo entre assimilacéo de

CO: e concentracgéo intercelular de CO- na folha.

2.2.2 Avaliagdo anatdbmica de plantas

Caracteristicas anatdmicas de plantas inoculadas e ndo inoculadas foram avaliadas. Com
essa finalidade, foram selecionadas folhas expandidas, livres de patogenos e herbivoria de 3
individuos de Fragaria x ananassa dos tratamentos com e sem inoculagdo. O material
coletado foi conservadas/fixado em recipientes contendo etanol 70%. Em seguida, foram
realizadas seccOes transversais em 3 folhas de cada individuo e foram analisados 3
campos/folha. As seccdes transversais foram obtidas de fragmentos de 2cm? retirados das
regibes medianas das folhas, contendo a nervura central. Os fragmentos foram desidratados
em uma série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) e infiltrados em resina liquida 1:1
(v:v) por 24 horas e em resina ativada por 5 dias.

Finalizado o processo de infiltracdo, o material foi adicionado a histomoldes contendo
uma solucdo de inclusdo, conforme instrugdes do fabricante (kit Historesina Leica
Microsystems Wetzlar Germany). Os fragmentos foram polimerizados em estufa a 37°C.
Posteriormente, o material foi fixado em blocos de madeira para microtomia. As amostras
foram seccionadas em microtomo semiautomatico e os cortes submetidos a coloracdo com
azul de toluidina (FEDER; O’BRIEN, 1968). Fotografias das sec¢des foram capturadas em
microscopio optico Zeiss com camera digital acoplada (AzioCam ERc5s) e as anélises foram
feitas por meio do software ImageJ, visando a medicdo dos tecidos foliares. As variaveis
analisadas na lamina foliar foram espessura da epiderme nas superficies adaxial e abaxial da
folha (um), espessura total do limbo (um) e espessura dos parénquimas palicadico e

esponjoso (um).
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2.3 Andlise estatistica

Resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia. As médias foram
comparadas no software R (R Core Team, 2019) pelo teste Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1 Mudancas fisiolégicas em plantas inoculadas

A inoculacdo de mudas de morango com isolados bacterianos selecionados in vitro
ocasionou mudancas fisiologicas nas plantas (Tabela 1). A taxa de assimilacdo de CO: foi
significativamente influenciada pelos tratamentos (p<0,05). Os maiores valores para essa
variavel foram observados em tratamentos com inoculagédo do isolado MET12M2 e da estirpe
Ab-V5. O uso dessas bactérias induziu um aumento de 146,58% e 147,32% na taxa de
assimilacdo de COg, respectivamente. Plantas sob o tratamento com adubagdo completa
diferenciaram-se dos tratamentos inoculados e do controle sem inocula¢do e com adubacéo
reduzida. Tratamentos com outros isolados apresentaram valores intermediarios para esse
parametro e todos, com excessdo do isolado MZT10M12, foram estatisticamente diferentes do
tratamento controle com adubacéo reduzida e sem inoculagéo.

Li, Xu e Gao (2016) relatam que a inoculacdo de Bacillus subtilis em Arabidopsis
thaliana foi capaz de aumentar a capacidade fotossintética de plantas, sendo a mesma
relacionada no trabalho ao aumento dos teores de nitrogénio e fésforo foliares. Ainda, o
aporte de nitrogénio as plantas foi também relacionado a mudancas no aparato fotossintético
importantes para 0 aumento da capacidade fotossintética. No presente trabalho, tratamentos
que permitiram maior acumulo de nitrogénio pelas plantas também induziram maior
capacidade fotossintética (artigo/capitulo 1).

Além disso, estudos apontam aumento no contetdo de clorofila a, clorofila b e
carotendides em plantas inoculadas, o que também induz aumento da capacidade
fotossintética de plantas (VAFADAR; AMOOAGHAIE; OTROSHY, 2014; JANG et al.,
2018; TODESCHINI et al., 2018).
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Tabela 1- Parametros fisiolégicos em mudas de morango ndo inoculadas e inoculadas com bactérias endofiticas selecionadas in vitro quanto a

capacidade de promocéo direta de crescimento vegetal.

Tratamento Taxa de assimilagéo de Condutividade Concentracao Taxa de Eficiéncia de uso de Eficiéncia instantanea de
CO; estomatica interna de CO» transpiracao agua (umol m-2 s-1) carboxilagdo
(umol m2 sy* (mol m® 57 (umol m2 sy* (mmol m* 7y (mmol H2 O m™ sy * (umol m2 s (umol mol?)?
*

Azospirillum 16.62 a 0.299 a 262.29 b 1152 a 144 a 0.064 a
ComNeP 14.84 b 0.252 b 257.06 b 100.32 a 145a 0.058 a
MET12M2 16.57 a 0.316 a 269.29 b 11.05a 151a 0.062 a
MKC2M3 11.47c 0.244 b 275.75 b 11.53 a 1.00b 0.042 b
MLT8M19 9.39d 0.216¢c 293.44 a 10.38 a 092c 0.032c
MZT10M1 8.94d 0.189c 292.21 a 9.16 b 0.99b 0.031c
MZT10M12 6.90 e 0.130d 277.83Db 6.61c 1.05b 0.025d
30% NeP 6.72 ¢ 0.145d 271.87Db 7.95b 0.84c 0.025d

Legenda:* Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Scott Knott a 5%.
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Entretanto, em alguns casos, estima-se que o aumento da taxa fotossintética em plantas
inoculadas esteja relacionado ao fornecimento de compostos carbonados as bactérias, o que
aumenta a demanda por esse tipo de moléculas e diminui sua disponibilidade para a
construcdo da biomassa vegetal. Nesses casos, 0 aumento da taxa fotossintética ndo se reflete
em maior producdo de matéria seca pelas plantas (CALZAVARA et al., 2018).

O efeito da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento e da aplicacdo de
adubacdo completa sobre a condutividade estomatica das plantas também foi observado. Os
maiores valores para essa variavel foram observados em tratamentos com inoculacdo do
isolado MET12M2 e da estirpe Ab-V5. O uso dessas bactérias induziu um aumento de
117,93% e 106,21% na condutividade estomatica, respectivamente. A aplicacdo de adubacédo
completa e de inoculagdo do isolado MKC2M3 ndo foram significativamente diferentes,
porém diferenciaram-se dos tratamentos inoculados e do controle sem inoculagdo e com
adubacdo reduzida. Tratamentos com outros isolados apresentaram valores intermediarios
para esse parametro e todos, com exce¢do do tratamento com o isolado MZT10M12, foram
estatisticamente diferentes do tratamento controle com adubacéo reduzida e sem inoculagéo.

Barbosa (2016) também observou que a diminui¢cdo da assimilagdo de CO, também foi
influenciada pela diminuicdo da condutancia estomatica em plantas submetidas a estresse.
Nesse mesmo trabalho, a inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento eficientes
promoveu aumento da condutancia estomatica, mesmo em situacOes de estresse para as
plantas, chegando ao mesmo nivel da conduténcia estomatica observada para plantas ndo
submetidas a estresse ambiental, o que também foi observado neste trabalho com relacdo ao
estresse nutricional ao qual as plantas foram submetidas.

Valores de concentragdo interna de CO2 apresentaram um padrdo diferente de resposta
aos tratamentos, em comparagcdo com os parametros fisiolégicos acima citados. Valores mais
altos para essa varidvel foram observados nos tratamentos com inoculacdo dos isolados
MZT10M1 e MLT8M19, com 292,21 umol m? s e 293,44 umol m? s de concentracdo
interna de CO>, respectivamente. Todos 0s outros tratamentos ndo foram significativamente
diferentes entre si.

A condutancia estomatica € um parametro fisiolégico muito importante, sendo
responsavel por indicar o fechamento de estdmatos, o que influencia diretamente na saida de
agua e na entrada de CO, (FERRAZ et al., 2014). Neste trabalho, tratamentos que induziram o
crescimento de plantas também permitiram maiores valores de condutancia estomatica.
Surpreendentemente, ndo foi observada diferenga entre tratamentos eficientes para o

crescimento de plantas e o tratamento com adubacdo reduzida + sem inoculacdo para a
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concentracdo interna de CO»2. De modo geral, a reducdo da conduténcia estomatica deveria
limitar a absor¢do de carbono pelas plantas devido & reducdo da abertura estomaética.
Resultados muito semelhantes foram observados por Barbosa (2016), trabalho no qual plantas
submetidas a estresse apresentaram menor condutancia estomatica, porem ndo apresentaram
menor concentracao interna de CO..

De acordo com Bertolli, Souza e Souza (2015), esse fendmeno pode ser explicado
devido ao fato de que, em situacOes de estresse (como, por exemplo, menor nutri¢do) ocorrem
falhas no fotossistema e o carbono presente em camaras subestomaticas ndo é facilmente
acessado, ainda que presente em altas quantidades no estdmato.

A taxa de transpiracdo foi significativamente influenciada pelos tratamentos (p<0,05).
Os maiores valores para essa variavel foram observados em tratamentos com inocula¢do dos
isolados MET12M2, MKC2M3, MLT8M19, da estirpe Ab-V5 e com aplicacdo de adubacéo
mineral completa. Esses tratamentos induziram um aumento de 38,99%, 45,03%, 30,57%,
44,31% e 29,81% na taxa de transpiracdo, respectivamente. Plantas sob o tratamento com
adubacdo completa diferenciaram-se dos tratamentos inoculados e do controle sem inoculacéo
e com adubacdo reduzida. Tratamentos com outros isolados apresentaram valores
intermediarios para esse parametro. A inoculacdo do isolado MZT10M12 n&o induziu taxa de
transpiracdo estatisticamente diferente a do tratamento com adubacdo reduzida e sem
inoculacdo. O menor valor para esse parametro foi observado a partir da inoculacdo do
isolado MZT10M1.

O aumento da taxa de transpiracdo também foi induzido pela inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento em trabalho de Barbosa (2016), mesmo em plantas sob estresse
hidrico. No entanto, a influéncia da inoculacdo sobre a taxa de transpiracdo de plantas
submetidas a estresse nutricional ainda resta pouco discutida na literatura.

A diminuicdo da taxa de transpiracdo em plantas ndo inoculadas ou inoculadas com
bactérias menos eficientes para a promocdo de crescimento estd diretamente relacionada a
diminuicdo da condutdncia estomatica, pois o fechamento dos estdmatos diminui a
transpiracdo (ALBUQUERQUE et al., 2013).

No que tange a eficiéncia no uso da dgua, os maiores valores foram encontrados para 0s
tratamentos com adubacdo mineral e com inoculagdo do isolado MET12M2 e da estirpe Ab-
V5, sendo estes valores 1,45 151 e 1,44 (umol m? s') (mmol H,O m? shH)?
respectivamente. A inoculagdo com os isolados MKC2M3, MZT10M1 e MZT10M12 induziu

valores intermediarios para essa variavel. Menores valores de eficiéncia do uso da agua foram
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observados para os tratamentos com inoculagdo do isolado MLT8M19 e controle com
adubagéo reduzida e sem inoculagao.

A influéncia da inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento sobre a eficiéncia do
uso da &gua ja tem sido descrita na literatura. Trabalhando com inoculacdo de Bacillus subtilis
em Vicia faba L., Li, Xu e Gao (2016) observaram aumento dessa variavel, ocasionado pela
regulacdo da abertura estomatica em folhas e da taxa de assimilagdo de CO2. No presente
trabalho, assim como no trabalho de Li, Xu e Gao (2016), a inoculacdo de bactérias eficientes
para a promocao de crescimento de morango também induziu a maior eficiéncia do uso da
agua e o aumento da taxa de assimilacéo de CO..

A eficiéncia no uso da agua expressa a quantidade de carbono fixado na fotossintese
para cada molécula de agua perdida (JAIMEZ et al., 2005). O aumento da eficiéncia do uso de
agua em tratamentos com inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento eficientes ou
com adubacdo justifica-se, pois, devido as altas taxas de assimilagdo de CO,, maior
quantidade de di6xido de carbono foi utilizada por molécula de agua perdida, ao passo que,
em tratamentos com adubacdo reduzida ou com inoculacdo de isolados menos eficientes,
devido a diminuicdo da condutancia estomatica, menos CO; foi assimilado. O CO, acumulado
estava potencialmente inacessivel ao aparato fotossintético e menos CO: foi utilizado na
fotossintese por molécula de agua perdida. Portanto, em tratamentos menos eficientes para a
promocao de crescimento, apesar de as plantas perderem menos agua por transpiracao, menos
CO:. é assimilado para a fotossintese.

Concernente a eficiéncia instantanea de carboxilacdo, os maiores valores foram
encontrados para os tratamentos com adubacdo mineral e com inoculacdo do isolado
MET12M2 e da estirpe Ab-V5, sendo estes valores 0,058, 0,062 e 0,064 (umol m? s) (umol
mol?)?, correspondendo a 132%, 148% e 156% de aumento desse parametro,
respectivamente. A inoculacdo de outros isolados induziu valores intermediarios de eficiéncia
instantanea de carboxilacdo. Os menores valores para essa variavel foram observados com a
inoculacéo do isolado MZT10M12 e no tratamento sem inoculacdo e com adubacéo reduzida.

A eficiéncia de carboxilacdo expressa o quanto do CO; foi utilizado para a realizacédo de
fotossintese. Em condicdes de estresse, ocorre a diminui¢do da eficiéncia de uso da agua
devido & menor absor¢do de CO> devido ao fechamento estomatico, o que leva & diminuigdo
da taxa fotossintética (DUTRA et al., 2015, BARBOSA, 2016). Em estudos de Barbosa
(2016), a inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento induziu maior eficiéncia

instantanea de carboxilacéo, o que esta de acordo com o observado neste trabalho.
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Resultado muito similar foi encontrato por Tiepo (2017) quando, trabalhando com
inoculacdo da estirpe Ab-V5 também observou aumento da eficiéncia instantanea de
carboxilagdo em plantas.

Especificamente em morango, a inoculacdo de Bacillus e Pedobacter incitou a mudanga
de muitos pardmetros fisiologicos, sendo eles aumento de taxa de assimilacdo de COo,
condutividade estomdtica, taxa de transpiracdo e eficiéncia de uso da 4gua (MORAIS et al.,
2019).

O mesmo foi observado por Jang et al (2018), com inoculacdo de Bacillus. Esses
autores observaram que inducdo do aumento da taxa de assimilagdo de CO> esta diretamente
relacionada ao aumento nos teores de clorofila das plantas ocasionado pelas bactérias e ao
aumento do conteddo de nitrogénio das plantas. No presente trabalho, bactérias que induziram
aumento na taxa de assimilacdo de CO, tambem foram capazes de induzir aumento de
nitrogénio foliar acumulado (artigo/capitulo 1).

A indugéo da taxa de assimilagdo de CO, ap0s inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento também pode ser explicada a nivel molecular. Trabalhos tém demonstrado a
influéncia de compostos volateis dessas bacterias sobre a expressdo de genes das plantas
relacionados a fotossintese. Kim et al (2015), trabalhando com tabaco, observaram que a
inoculacdo com bactérias do género Bacillus levou a uma grande alteracdo na expressao dos
genes que codificam para proteina ligante de clorofila, 1,7-sedoheptulose bifosfatase e
proteina P, todas envolvidas no processo de fotossintese. Especificamente, o aumento da
expressdo da 1,7-sedoheptulose bifosfatase no cloroplasto ja tem sido relacionado ao aumento
da eficiéncia fotossintética de plantas (“E™EBVRE et al., 2005). Em ensaios in vitro com
Arabidopsis thaliana, Zhang et al (2007) também observaram que mais de 10 genes
associados a cloroplastos apresentaram diferenca de expressdo quando as plantas foram

expostas a compostos volateis de Bacillus subtilis.

3.2 Modificagdes anatdmicas em plantas

Observacdes Oticas de secbes transversais de folhas (Figura 1) de morangueiro
evidenciaram a presenca de epidermes adaxial e abaxial monoestratificadas e duas ou trés
camadas de parénquima paligddico. Células do parénquima palicadico apresentam aspecto
retangular, ao passo que células do parénquima esponjoso apresentam aspecto circular e

diferentes tamanhos.
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Tabela 2 - Modifica¢des anatdmicas em folhas de morangueiro inoculado e ndo inoculado com bactérias promotoras de crescimento
selecionadas in vitro.

Espessura do Epiderme Epiderme Parénquima Parénquima
Tratamento limbo foliar adaxial abaxial palicadico lacunoso
Adubagéo completa 223,546 b 37,874 b 26,408 b 75,437 Db 80,908 a

30% da composicdo de N e P

da solucao 178,873 e 32,684 c 23,584 c 64,846 C 56,679 c
Azospirillum brasilense 203,284 c 32,781 c 21,760 c 77,066 b 62,141 c
MET12M2 249,994 a 45,639 a 31,381 a 98,001 a 84,450 a
MKC2M3 202,733 ¢ 35,371 Db 23,048 ¢ 69,746 c 73,783 b
MLT8M19 195,891 d 31,783 c 22,842 c 74,827 b 65,060 c
MZT10M1 194,184 d 33,128 c 23,993 ¢ 76,971 b 65,979 ¢
MZT10M12 196,304 d 28,701 d 22972 ¢c 75,539 b 64,542 c

Médias com a mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5%
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A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento, assim como a aplicacdo da
solugéo nutritiva completa, aumentou significativamente (p<0,05) a espessura do mesofilo de
morangueiro (Tabela 2). O maior valor para essa variavel foi observado com a inoculagéo do
isolado MET12M2 (249,994 um), o qual induziu um aumento de 39,76% em comparacdo ao
tratamento com adubacdo reduzida e sem inoculagéo (178,873 um).

A espessura das epidermes adaxial e abaxial também foi significativamente (p<0,05)
influenciada pelos tratamentos. O isolado MET12M2 induziu aumento mais expressivo para
ambas as varidveis, seguido pelo isolado MKC2M3 e adubacdo completa (para epiderme
adaxial) e adubacdo completa (para epiderme abaxial). Outros isolados induziram valores
intermediarios para essas varidveis, ndo sendo significativamente diferentes aos valores
observados no tratamento com adubacdo reduzida e sem inocula¢do. A inoculacdo do isolado
MZT10M12 levou a diminuigdo da espessura da epiderme adaxial a valores menores do que
0s observados no tratamento com adubacdo reduzida e sem inoculag&o.

Os tratamentos apresentaram efeito significativo (p<0,05) sobre a espessura dos
parénquimas palicadico e esponjoso. Maiores valores para a primeira variavel foram
observados com a inoculacéo do isolado MET12M2 (98,001 um) e, para a segunda variavel,
com a inoculagdo do isolado MET12M2 e com aplicacdo de solucdo nutritiva completa
(84,450 um e 80,908 um, respectivamente). No que tange a variavel espessura do paréngquima
palicadico, adubacdo completa e outros isolados que ndo MET12M2 apresentaram efeito
intermediario e diferente do observado para o tratamento com adubacdo reduzida e sem
inoculacdo, a excecdo do isolado MKC2M3. Para a variavel espessura do parénquima
esponjoso, além da adubacdo completa e da inoculacdo de MET12M2, a inoculacdo do
isolado MKC2M3 promoveu crescimento intermediario, ao passo que outros isolados ndo
induziram efeito diferente ao observado com o tratamento com adubacdo reduzida e sem
inoculacgéo.

Sabe-se que condicdes de estresse nutricional ou de qualquer outra origem ambiental
podem induzir alteraces anatdmicas em plantas (LARRABURU; LLORENTE, 2015). Nesse
cendrio, plantas submetidas a estresse podem apresentar folhas de menor espessura de
mesofilo e de parénguima palicadico e com maior espessura de parénguima esponjoso,
sobretudo devido ao aumento do nimero de espacos intracelulares nesse tecido (HAZARIKA,
2006; ZIV; CHEN, 2008; LARRABURU; LLORENTE, 2015).
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Figura 1 — Cortes anatdmicos de folhas de morangueiro

Legenda: Corte transversal. A: controle sem inoculagcdo e reduzida adubacdo; B: controle com
adubagdo completa; C: inoculagdo da estirpe Ab-V5; D: inoculagdo do isolado MET12M2; E:
inoculacdo do isolado MKC2MS3; F: inoculagdo do isolado MLT8M19; G: inoculagdo do isolado
MZT10M1; H: inoculagdo do isolado MZT10M12.
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Esse efeito também foi observado no presente trabalho, em que o tratamento com 30%
da composicdo em N e P da solucdo e sem inoculacdo induziu aumento da espessura do
parénquima esponjoso em plantas igual ao aumento em tratamentos com inoculagdo de
isolados. Entretanto, esses tratamentos induziram aumento da espessura do parénquima
palicadico, o que ndo foi observado no tratamento controle. O inverso aconteceu para o
isolado MKC2M3, que induziu diminuicdo do parénquima palicadico e aumento do
parénquima esponjoso. A inoculacdo do isolado MET12M2 induziu o aumento de ambos 0s
parametros, o que levou ao aumento consideravel da espessura do mesofilo.

O efeito da inoculacdo de bactérias sobre a anatomia de folhas é, provavelmente,
dependente da exsudagdo de auxina. Trabalhos relatam que modificacdes na espessura do
mesofilo e da epiderme em plantas inoculadas estdo relacionados a presenca de auxina em
niveis baixos a intermediarios, ao passo que, altos niveis de auxina podem diminuir diferencas
anatdmicas entre plantas inoculadas e ndo inoculadas (LARRABURU; LLORENTE, 2015).
Isolados testados no presente trabalho foram selecionados in vitro para a produgéo de auxina e
essa caracteristica pode ter influéncia sobre as mudancas anatdmicas em plantas induzidas por
esses organismos.

O aumento da espessura do parénquima tem sido relacionado a capacidade de
multiplicacdo celular das bactérias dentro das plantas, que varia entre isolados
(LARRABURU; APOSTOLO; LLORENTE, 2010), mas também ao maior acimulo de
nutrientes, haja vista que o parénquima é um tecido de reserva (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Parénquimas de oOrgdos fotossintetizantes sdo clorofilados, contendo cloroplastos
responsaveis pela fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2009). O aumento da espessura do
parénquima apos inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento pode, portanto, estar
relacionado a inducdo da fotossintese nessas plantas.

Entretanto, o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento sobre a
anatomia de plantas pode estar relacionado, além da fitoestimulacdo, a outros mecanismos
ocorrendo durante a interacdo com as plantas e que ainda ndo sdo completamente elucidados
(BASHAN; DE BASHAN, 2010).

A conhecimento, esse é o primeiro relato de mudancas anatdmicas em morangueiro e
um dos poucos relatos de mudancas fisioldgicas na mesma espécie vegetal apos a inoculagédo
de bactérias promotoras de crescimento. Portanto, resultados obtidos no presente trabalho

representam um avango na compreensdo da interacdo entre essa espécie com bactérias desse

grupo.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que a inoculacdo de morangueiro com cinco isolados selecionados in vitro
para promocao de crescimento vegetal tem efeitos significativos sobre a anatomia foliar e a
fisiologia vegetal. O isolado MET12M2 induziu resultados promissores para todas as

variaveis avaliadas neste trabalho, evidenciando sua interacdo com o morangueiro.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

EFEITO DA INOCULACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
SOBRE PRODUTIVIDADE E QUALIDADE DE PSEUDOFRUTOS DE MORANGO

RESUMO

O morango € um pseudofruto de grande importancia e apreciacdo no mundo, principalmente
devido & suas caracteristicas sensoriais e nutracéuticas. Entretanto, a cultura é extremamente
demandante em termos de fertilidade quimica do solo, o que gera a necessidade de aplicacdo
de fertilizantes quimicos em campos produtivos, ocasionando efeitos ambientais e aumento
dos custos de producdo. Nesse contexto, bactérias promotoras de crescimento vegetal podem
ser aplicadas como uma alternativa ao modo de producéo atual, pois sdo capazes de estimular
0 crescimento de plantas por diferentes mecanismos. Ainda que o efeito desses organismos
sobre o crescimento de plantas seja descrito, conseqiiéncias de sua inoculagdo sobre a
produtividade e qualidade de pseudofrutos de morango ainda ndo sdo elucidadas. Portanto,
objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito de cinco isolados bacterianos oriundos de
folhas e raizes de morangueiro e selecionados in vitro e in vivo para a promocdo direta de
crescimento sobre produtividade e qualidade de pseudofrutos de morango. Cinco isolados
bacterianos selecionados previamente para a promoc¢do de crescimento de morango foram
inoculados em mudas da mesma espécie vegetal e avaliados quanto a sua capacidade de
influenciar a produtividade e a qualidade de pseudofrutos (teores de solidos soluveis,
fendlicos totais, pH, acidez titulavel, teores de vitamina C, atividade antioxidante, perfil de
fendlicos e volatiloma). Os isolados avaliados apresentaram diferentes efeitos sobre a
produtividade de morango, sendo que o isolado MET12M2 induziu resultados de aumento de
produtividade, de nimero de pseudofrutos por planta e peso de pseudofruto mais promissores.
A inoculacdo dos isolados bacterianos afetou de diferentes formas a qualidade de
pseudofrutos, com alguns isolados permitindo aumento de sélidos solUveis, &cido citrico e
atividade antioxidante em pseudofrutos. A inoculacdo com os isolados bacterianos induziu a
modulacdo do perfil de fendlicos e, sobretudo, do volatiloma, com observacdo de ésteres,
alcoois e terpenos relacionados ao sabor doce, fresco e frutado de morangos. Conclui-se que a
inoculacdo de morangueiro com o0s cinco isolados testados e, sobretudo, com o isolado
MET12M2 induz ao aumento da produtividade de morango e modificacbes importantes na
qualidade dos frutos.

PALAVRAS-CHAVE: Interacdo planta-bactéria; rizobactérias; bactéria endofitica;
volatiloma; compostos fendlicos.
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ABSTRACT

Strawberry is a fruit of great importance and appreciation in the world, mainly due to its
sensorial and nutraceutical characteristics. However, this crop is extremely demanding in
terms of chemical soil fertility, which generates the need for the application of chemical
fertilizers in productive fields, causing environmental effects and increasing production costs.
In this context, plant growth-promoting bacteria can be applied as an alternative to strawberry
production, since they are able to stimulate plant growth by several mechanisms. Although
the effect of these organisms on the growth of plants is described, the consequences of their
inoculation on the productivity and quality of strawberry pseudofruits are not yet elucidated.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the effect of five bacteria isolated from
strawberry leaves and roots on strawberry fruits production and quality. Five bacterial isolates
previously selected for plant growth-promotion ability were inoculated on strawberry plants
and evaluated based on their ability to influence fruit production and quality (soluble solids,
total phenolics, pH, titratable acidity, vitamin C, antioxidant activity, phenolic profile and
volatilome). All isolates presented different effects on strawberry production, and among
them, the MET12M2 isolate induced more promising results for fruit production, number of
fruits per plant and fruit weight. Bacterial inoculation affected fruit quality in different ways.
Some of them, allowed increases in fruit soluble solids, citric acid and antioxidant activity.
Bacterial isolates induced the modulation of phenolic and, above all, fruit volatile profile
(esters, alcohols and terpenes related to the fresh and the fruity flavor of strawberries). We
conclude that strawberry inoculation with the five tested isolates, and especially with the
MET12M2 isolate, induces an increase in strawberry production and important changes in
fruit quality.

KEY WORDS: Plant-bacteria interaction; rhizobacteria; endophytic bacteria; volatiloma;
phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) é uma das frutas mais cultivadas (PRAT et al.,
2014; FAO, 2019). A composicdo nutricional dos pseudofrutos, propriedades benéficas do
produto para a salde humana, além de uma complexa composicdo de compostos volateis
responsaveis por seu sabor promovem grande apreciacdo da fruta (DIAMANTI et al., 2012;
TODESCHINI et al., 2018).

Entretanto, sendo uma cultura extremamente demandante em termos nutricionais do
solo, a producdo de morangos €é baseada no uso extensivo de fertilizantes quimicos em vérios
estagios do ciclo, o que aumenta custos de producdo e pode causar impactos ambientais
(GLIESSMAN, 2000; PARDO et al., 2009).

Nesse contexto, o uso de bactérias promotoras de crescimento pode apresentar-se como
uma estratégia de producdo, sobretudo auxiliando na diminui¢cdo do uso de fertilizantes
quimicos (ESITKEN et al., 2010; LOVAISA et al., 2015; ANDRADE et al., 2019), devido a
capacidade desses organismos em produzir fitorreguladores, solubilizar fosfato, fixar
nitrogénio biologicamente e realizar outras fungcdes (PEREIRA et al., 2012; MARRA et al.,
2012; FELESTRINO et al., 2017; ANDRADE et al., 2019), como o estimulo do metabolismo
vegetal (BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2017).

Diferentes espécies bacterianas podem ser consideradas promotoras de crescimento de
morango, induzindo aumento de matéria seca de plantas (PEDRAZA et al., 2010;
TODESCHINI et al., 2018; MORAIS et al., 2019; ANDRADE et al., 2019). Entretanto, ainda
que o efeito desses microrganismos sobre o crescimento de morango seja bem descrito,
apenas trabalhos recentes evidenciam o efeito da inoculagdo dos mesmos sobre produtividade,
qualidade e composicdo de pseudofrutos, sobretudo no que tange caracteristicas sensoriais e
nutricionais/nutracéuticas do produto (FLORES-FELIX et al., 2015; BONA et al., 2015;
FLORES-FELIX et al., 2018; TODESCHINI et al., 2018; MORAIS et al., 2019).

De modo geral, bactérias promotoras de crescimento de plantas podem exercer efeito
sobre teores de vitamina C, composi¢do em fendlicos, sélidos sollveis e acidos organicos em
pseudofrutos de morango (FLORES-FELIX et al., 2015; TODESCHINI et al., 2018;
FLORES-FELIX et al., 2018; MORAIS et al., 2019).

Estudos indicam gque dogura e aroma sdo os indicadores de qualidade de morango mais
importantes para os consumidores (COLQUHOUN et al., 2012). AgUcares e &cidos organicos
sdo componentes determinantes para 0 aroma e o sabor dos pseudofrutos, regulando a dogura
dos mesmos (PEREZ et al., 1997; KALLIO et al., 2000). Além disso, 0 aroma do morango é
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determinado por uma mistura complexa de compostos organicos volateis, 0 que também
influencia diretamente o sabor dos pseudofrutos. Entre 0os compostos volateis predominantes
em morango, encontram-se ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas, furanonas e terpenoides (PRAT
et al., 2014; TODESCHINI et al., 2018).

Trabalhos evidenciam que a inoculagdo com microrganismos promotores de
crescimento pode induzir a mudancas no perfil de compostos volateis de pseudofrutos de
morango (TODESCHINI et al., 2018). Considerando-se que a percepcdo de consumidores
com relacdo & qualidade nutricional e caracteristicas sensoriais de frutas pode afetar as
escolhas que fazem em consumi-las ou ndo, torna-se importante avaliar o efeito da inoculacdo
de bactérias promotoras de crescimento vegetal sobre caracteristicas organolépticas de
pseudofrutos de morango, sobretudo em um contexto em que o0 uso dessas bactérias enquanto
inoculantes em campos produtivos apresenta grande potencial de aplicacao.

Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito de cinco isolados bacterianos oriundos
de folhas e raizes de morangueiro e selecionados in vitro e in vivo para a promocéo direta de

crescimento sobre a producéo e a qualidade de pseudofrutos de morango.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencdao e cultivo dos isolados

Os isolados utilizados neste trabalho foram obtidos em isolamento prévio a partir de
folhas e raizes de morangueiro da cultivar Aromas, como descrito por Andrade (2017) e
posterior selecdo in vitro para a producdo de auxina, fixacdo bioldgica de nitrogénio e
solubilizacdo de fosfato e in vivo para promocdo direta de crescimento de mudas de morango
(artigo/capitulo 1).

Os isolados bacterianos foram reativados em meio agar-nutriente (3gL™? de extrato de
carne, 5g L de peptona , 159 L™ de é&gar). Para a producdo de inoculantes, os isolados
foram cultivados em meio caldo nutriente (3g L™ de extrato de carne, 5g L de peptona).

Em todos os testes, os isolados foram mantidos a 30°C para o crescimento, sendo que,
quando cultivados em meio liquido, foram mantidos sob agitacdo constante de 120rpm em
shaker sob as mesmas condicdes citadas acima.

O pH dos meios de cultura foi ajustado, quando necessério, para 6,8 - 7 com solucao 1
mol L de HCI ou NaOH e, em seguida, os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.
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2.2 Avaliacédo da influéncia da inoculacdo sobre a produtividade de pseudofrutos de

morangueiro

Cinco isolados selecionados em testes de promocao direta de crescimento in vitro foram
avaliados quanto ao seu efeito sobre a producdo de morangueiro (com 10 repeticdes, sendo
cada repeticdo composta por um vaso contendo uma muda de morangueiro) e a qualidade de
pseudofrutos de morango (com 3 repeti¢cdes, sendo cada repeticdo composta por um vaso
contendo uma muda de morangueiro) a partir de um ensaio conduzido em casa de vegetacao
sob delineamento inteiramente casualizado. Para esses ensaios, cada isolado foi considerado
um tratamento, além dos tratamentos controle com adubacdo reduzida e sem inoculacdo de
bactéria, com adubacdo completa e controle com a inoculacdo de Azospirillum brasilense. Em
ambos os ensaios, mudas de morango da cultivar Aromas obtidas em cultura de tecidos foram
cultivadas em substrato inerte composto de areia e vermiculita na proporc¢do 1:1. Além disso,
foi adicionado fosfato natural de Argélia com 29% de P,Os e solubilidade igual a 2% em
acido citrico ao substrato em todos os tratamentos. Para tanto, o fosfato foi calculado para o
fornecimento de 260kg/ha de P20Os (SBCS, 2004). O substrato foi previamente esterilizado em
autoclave a 121°C durante 1 hora por trés vezes, com 24 horas de diferenca entre cada
esterilizacéo.

As mudas foram mantidas em vasos de volume igual a 5L de substrato e irrigadas a
cada 2 dias com agua destilada estéril. Além disso, a cada 5 dias foi aplicada solucdo nutritiva
de Hoagland e Arnon (completa para o controle positivo e com 30% de nitrogénio e fosforo
para os tratamentos com inoculacédo dos isolados bacterianos e controle negativo). A solugédo
completa de Hoagland e Arnon (1950) utilizada para o tratamento sem inoculacdo + adubacao
completa foi composta de ImLL™ de KH2PO4 (1mol/L), 5mLL™* KNOs (1mol/L), 5mLL™ de
Ca(NOs)2 (Imol/L), 2mLL? de MgSOs (1mol/L), 1mL de solucdo de micronutrientes
(2,86gL" de H3BOs, 1,81gL*MnCl;, 0,22gL* de ZnSO4.7H,0, 0,08 gL* de NaM00.4H-0) e
1mL de Fe-EDTA (24, 1gL* de FeS0O4.7H,0 e 25,1gL* de EDTA). A composicdo da solugio
com reduzida adicdo de nitrogénio e fosforo (30% da composicdo total) consistiu na
substituicdo de KH2PO., KNOs e Ca(NOs), por 5,7 mLL™* de KCI (1mol/L), 5mLL™* de CaCl,
(1mol/L), 0,3 mLL"* de KH2PO4 (1mol/L) e 3mLL"* de NH4NO3 (1,5mol/L) (HERNANDEZ,
2015).

O inoculo bacteriano foi previamente preparado pelo cultivo dos isolados selecionados
nos testes in vitro de promocao de crescimento em meio caldo nutriente a 30°C sob agitacéo

constante de 120 rpm durante 48 horas e posterior ajuste da concentragdo celular para 1 X 108
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celulas/mL (densidade oOptica de 0,5 a um comprimento de onda de 600nm mensurada em
espectrofotometro, de acordo com a escala de Mc Farland).

Ao final do ciclo da cultura (8 meses), foram avaliadas variaveis relacionadas a
producdo de morango, sendo elas matéria fresca de pseudofrutos produzidos/planta, nGmero
de pseudofrutos/planta, matéria fresca/pseudofruto, além da qualidade nutricional dos

pseudofrutos.

2.3  Avaliacdo da composicdo bioquimica de pseudofrutos oriundos de plantas

inoculadas e ndo inoculadas

Visando investigar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento na
qualidade de pseudofrutos de morango, foram realizadas avaliacdes de pH, acidez titulavel,
solidos soluveis, concentracdo de acido ascorbico (vitamina C), e de compostos fenolicos e
atividade antioxidante.

O teor de sélidos solaveis foi determinado em refratometro digital (Atago PR 101) e os
resultados foram expressos em porcentagem (AOAC, 2012).

A avaliacdo de acidez titulavel foi realizada a partir da diluicdo de homogenato de
pseudofruto (2g para cada planta) em agua deionizada (20mL). As amostras foram, entéo,
centrifugadas a 10000rpm. O sobrenadante foi utilizado para a determinacdo de pH por
titulacdo com NaOH a 0,01M até o alcance do pH 8,1 em titulacdo. Resultados foram
expressos em porcentagem de &cido citrico por unidade de matéria fresca e os resultados
foram expressos em gramas de &cido citrico por 100 gramas de polpa (AOAC, 2012).

O pH das amostras foi determinado a partir dos extratos utilizados para a determinacao
dos teores de solidos soluveis. Com essa finalidade, as medicdes foram realizadas com
potenciémetro (AOAC, 2012).

O teor de acido ascorbico foi quantificado em homogenato de 2 g da polpa diluido com
volume suficiente de acido oxalico a 5% e posterior titulacdo com reagente de Tillman (2,6
diclorofenolindofenol de sddio a 0,2%) (AOAC, 2012).

O teor de compostos fendlicos presentes na polpa foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau utilizando-se como referéncia o acido galico. Com
essa finalidade, as amostras foram extraidas em metanol e a leitura foi realizada a 720nm. A
quantificacdo do teor de fendlicos foi realizada pela comparacdo dos resultados com uma
curva padrdo contendo 5, 10, 15, 20, 30 e 40ug.mL-1 de acido galico (WHATERHOUSE,
2002).
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A atividade antioxidante foi avaliada pelo método DPPH, baseado na captura de radical
organico. A determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH
foi realizada a partir de extrato de 2g de polpa obtido com metanol e acetona e a quantificacéo
foi realizada por espectrofotometria a um comprimento de onda de 515nm e posterior
comparacdo a uma curva-padrdo com diferentes concentracdes de DPPH (RUFINO et al.,
2007).

2.4 Analise do perfil de fendlicos de pseudofrutos

Visando a analise do contetido de fendlicos em pseudofrutos de plantas inoculadas e ndo
inoculadas, extratos foram preparados de acordo com metodologia proposta por Ramaiya et al
(2013). Com essa finalidade, 2,59 de amostra foram homogeneizados em 20mL de metanol
grau HPLC 70% (v/v) durante 1 hora em banho ultrassonico, a temperatura ambiente. Em
seguida o extrato foi centrifugado a 1500 rpm durante 15 minutos a 4°C e filtrado em papel
filtro com porosidade de 14um. Antes da analise, as amostras foram novamente filtradas em
filtros de membrana com porosidade de 0,45um. Andlises para identificacdo e quantificacdo
dos compostos fenolicos foram realizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
usando um cromatografo Shimadzu (LC-10Ai, Shimadzu Corp., Japdo) equipado com um
sistema de deteccdo de UV (SPD-10A) a um comprimento de onda de 280 nm.
Cromatogramas foram produzidos a partir da injecdo de 20uL de amostra a um fluxo de
ImL/min em coluna C18, com fase movel composta por 2% de acido acético em agua
(solugdo A) e metanol/agua/acido acético (70:28:2%, v/v, solucdo B). O método de analise
foi realizado da seguinte forma: 0,01 min- 0%B; 5min-20%B; 25min-40%B; 43min — 45%B;
50min- 80%B; 55min-0%B; 65min-STOP. Fendlicos presentes nas amostras foram
identificados por comparacdo com curvas-padrdo dos fendlicos &cido galico, catequina, &cido
clorogénico, acido caféico, vanilina, acido p-cumarico, acido ferulico, acido m-cumarico,

acido o-cumarico, quercetina, acido trans-cinamico e rutina.

2.5  Analise do perfil de compostos volateis de pseudofrutos

Compostos volateis foram analisados a partir de extracdo em fase sélida (head space
phase microextraction — HS SPME GC-MS). Com essa finalidade, amostras de 4g de
pseudofrutos foram acondicionadas em tubos vials e volateis foram extraidos com fibra

PDMS/CAR/DVB (Polidimetilsiloxano/carboxeno/divinilbenzeno - Supelco, Pensilvania,
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EUA). A extracéo foi realizada a uma temperatura de 40°C durante 30 minutos. O material foi
dessorvido no cromatografo a uma temperatura de 220°C durante 2 minutos.

O sistema cromatogréafico foi equipado com uma coluna Rtx-5MS 30m x 0,25mm Xx
0,25um (fase ligada, 5% difenil, 95% dimetil polisiloxano). Hélio foi utilizado como gas
carreador a um fluxo de ImL/min. O material foi injetado no aparelho no modo split 1:5, com
uma rampa de temperatura variando de 40°C a 200°C a 4°C/minuto. A deteccdo do espectro

de massas foi realizada em modo full scan de 45 a 600 m/z com ionizag&o de elétrons a 70eV.

2.6 Analise estatistica

Resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia. As médias foram
comparadas no software R (R Core Team, 2019) pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Producédo de morango e qualidade de pseudofrutos

A producdo de pseudofrutos (g/planta) e respectiva qualidade (pH, acidez titulavel,
composicdo de fenolicos, percentual de sélidos sollveis, composicdo em vitamina C e
capacidade antioxidante) para cada tratamento foram avaliadas (tabela 1).

A producéo de frutas foi significativamente influenciada pelos tratamentos (p<0,05). Os
maiores valores para essa variavel foram observados no tratamento com adubacdo mineral
completa, com uma média de 351,83g fruta/planta. Plantas inoculadas com o isolado
MET12M2, apesar de apresentarem producao 78,36% menor do que as do tratamento com
adubacdo mineral completa diferenciaram-se de todos os outros tratamentos, com uma
produtividade de 197,26 g de fruta/planta, sendo este 0 melhor tratamento entre os isolados
bacterianos.  Os tratamentos com inoculacdo dos isolados MKC2M3, MZT10M1 e
MZT10M12 ndo diferiram do tratamento com 30% da composicdo em N e P da solucédo
nutritiva e sem inoculagéo.

O numero de frutas por planta foi significativamente influenciada pelos tratamentos
(p<0,05). Os maiores valores para essa variavel foram observados no tratamento com
adubagdo mineral completa, com um nimero meédio de pseudofrutos igual a 39,80/planta.
Plantas inoculadas com os isolado MET12M2, MKC2M3, MLT8M19, MZT10M1 e com a
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estirpe Ab-V5 (Azospirillum brasilense) apresentaram producéo média de 25,60, 21,40, 21,20,
20,20 e 22,40 frutas/planta, respectivamente, diferenciando-se do tratamento controle com
adubacdo reduzida e sem inoculagdo. O tratamento com inoculagdo do isolado MZT10M12
ndo diferiu estatisticamente do tratamento controle com adubagao reduzida e sem inoculag&o.

Na mesma espécie vegetal, trabalhando com inoculacdo de Bacillus e Pseudomonas,
Esitken et al (2010) observaram aumento muito expressivo da produtividade e no nimero de
pseudofrutos por planta.

O peso de frutas (gramas/pseudofruto) foi significativamente influenciado pelos
tratamentos (p<0,05). Os maiores valores para essa variavel foram observados no tratamento
com adubacdo mineral completa, com peso médio de 8,863g /fruta. Plantas inoculadas com o
isolado MET12M2 apresentaram uma média de 7,813g/ pseudofruto produzido,
diferenciando-se dos outros tratamentos com inoculagdo, porém sendo estatisticamente
diferente do tratamento com adubagdo mineral completa. A inoculagdo com a estirpe Ab-V5
promoveu aumento do peso médio dos pseudofrutos para 6,071g/pseudofruto. A inoculacéo
com os isolados MKC2M3, MZT10M1, MZT10M12 ndo promoveu diferenca estatistica em
comparagdo ao tratamento com adubacdo reduzida e sem inoculagdo, no qual pseudofrutos
apresentaram um peso medio de 3,306 g/pseudofruto para essa variavel.

Em trabalhos com inoculacdo de bactérias dos géneros Pedobacter e Bacillus em
morango, Morais et al (2019) observaram aumento no peso de pseudofrutos, bem como
diferencas no formato de pseudofrutos e no comprimento. Entretanto, esses resultados foram
observados apenas para bactérias do género Pedobacter. Bactérias do género Bacillus
induziram diminuicdo do peso de pseudofrutos e de sua espessura. Resultados muito
semelhantes foram observados no presente trabalho, quando diferentes isolados promoveram
diferentes respostas com relacdo a producdo de pseudofrutos, demonstrando que o efeito de
bactérias promotoras de crescimento sobre a producdo de pseudofrutos é estirpe-dependente.
Assim como Morais et al (2019), Todeschini et al (2018) também observaram que a
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento promoveu aumento na producdo e
tamanho de pseudofrutos.

No presente trabalho, com apenas 30% do fornecimento em nitrogénio e fosforo, a
inoculacdo do isolado MET12M2 induziu relevante aumento de producdo e numero de

pseudofrutos por planta, além do aumento do peso de frutos.
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Tabela 1 - Produtividade e qualidade de pseudofrutos oriundos de mudas de morango inoculadas ou ndo com bactérias endofiticas

selecionadas in vitro para a promocao direta de crescimento vegetal.

Producéo de pseudofrutos

Qualidade de pseudofrutos

) Atividade
Sélidos Acido VitaminaC  Fenolicos antioxidante (g polpa
Producéo NUmero de Peso soltveis citrico (mg/ 100g de  (mg/100g para reduzir 1g
Tratamento (9)* frutas/planta* (g)/fruta* pH* (%)* (%)* morango)*  morango)* DPPH)*
Adubacéo mineral

completa 351,83 a 39,80 a 8,863a 3,417a 9,333a 1,067 b 89,042 ¢ 252,012 d 220,081 b

30% deNeP 43,56 d 13,70 ¢ 3306e 3450a 7,00b 1,032 b 120,436 a 340,29 a 143,020 a
Azospirillum

brasilense 134,00 ¢ 22,40 b 6,071c 3,403a 9,00a 1,054 b 97,891 b 267,745 ¢ 228,811 Db

MET12M2 197,26 b 25,60 b 7,813b 3,317a 9,00a 1,084 b 90,703 c 268,846 ¢ 159,005 a

MKC2M3 76,05 d 21,40 b 3,653e 3463a 7,667b 1,037 b 42,436 d 316,696 b 122,651 a

MLT8M19 108,41 ¢ 21,20 b 5258d 3360a 7,333b 1,144 a 115,261 a 348,035 a 114,870 a

MZT10M1 55,92 d 20,20 b 283le 3,373a 9,333a 1,182 a 89,709 c 313,31 b 141,701 a

MZT10M12 55,71d 15,00 ¢ 3,707e 3,300a 8,00b 1,165 a 94,230 b 308,186 b 258,181 b

Legenda: * Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Scott Knott a 5%.
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3.2  Qualidade de pseudofrutos

A qualidade de pseudofrutos (Tabela 1) foi avaliada por diferentes métodos. O pH dos
pseudofrutos ndo foi influenciado pela inoculacdo ou pelo fornecimento de nitrogénio e
fosforo na forma mineral e soltvel (p<0,05).

Todeschini et al (2018) observaram uma faixa de pH de 3,34 a 3,54 em pseudofrutos de
morangueiro inoculado e ndo inoculado. Nesse trabalho, houve diminuicdo do pH de
pseudofrutos apds inoculacdo de plantas, assim como aumento da acidez titulavel, o que
somente foi observado no presente trabalho para os isolados MLT8M19, MZT10M1 e
MZT10M12.

O teor em solidos soluveis foi significativamente influenciado pelos tratamentos
(p<0,05). Os maiores valores para essa varidvel foram observados no tratamento com
adubacdo mineral completa, MET12M2, MZT10M1 e com a estirpe Ab-V5. Esses
tratamentos apresentaram valores de 9,33%, 9,00%, 9,00% e 9,33% de teores de sélidos
soluveis, respectivamente. Outros tratamentos ndo foram estatisticamente diferentes do
tratamento controle com adubacdo reduzida e sem inoculacdo, para o qual foi observado o
valor médio de 7%.

Todeschini et al (2018), observaram diferenca significativa entre os teores de sélidos
soluveis em pseudofrutos de plantas de morangueiro inoculadas e ndo inoculadas, variando
conforme as estirpes de Pseudomonas inoculadas, sendo uma evidéncia de que essa variavel é
estirpe-dependente. Resultados semelhantes foram observados por Morais et al (2019) apos
inoculacédo de bactérias dos géneros Pedobacter e Bacillus na mesma espécie vegetal.

O teor em acido citrico foi significativamente influenciado pelos tratamentos (p<0,05).
Os maiores valores para essa variavel foram observados nos tratamentos com inoculacdo dos
isolados MLT8M19, MZT10M1 e MZT10M12. Esses tratamentos apresentaram valores de
1,144%, 1,182%, 1,165%, respectivamente. Outros tratamentos ndo foram estatisticamente
diferentes do tratamento controle com adubacédo reduzida e sem inoculagdo, para o qual foi
observado o valor médio de 1,032%.

Aculcares e acidos organicos sdo 0s principais componentes sollveis dos pseudofrutos
de morango (TODESCHINI et al., 2018). A relacdo entre acuUcares e acidos organicos afeta
diretamente o aroma e o sabor dos mesmos (KALLIO et al., 2000). Acucares, de modo geral,
agem sobre a dogura do pseudofruto, podem ser precursores de compostos volateis, (PRAT et
al., 2014) ou estarem envolvidos na sintese de antocianinas (GOLLOP et al., 2002). No
presente trabalho, a inoculagcdo dos isolados MET12M2, MZT10ML1 e da estirpe Ab-V5, bem
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como a aplicagdo de adubacdo mineral completa favoreceram o aumento dos teores de sélidos
sollveis, mas ndo dos teores de &cido citrico, com excessdo do isolado MZT10M1 que
promoveu aumento dos dois parametros. Essas mudangas podem ter efeitos diretos no sabor
dos pseudofrutos.

No que tange o teor de vitamina C (&cido ascérbico) dos pseudofrutos, observou-se 0s
maiores valores para essa variavel nos tratamentos com adubacédo reduzida e sem inoculagdo e
com inoculagéo do isolado MLT8M19. Os valores encontrados nesses tratamentos foram de
120,436 e 115,261 mg de vitamina C/100g de morango. A inoculagdo com o isolado
MZT10M12 e com a estirpe Ab-V5 ndo foram diferentes entre si, apresentando valores de
94,230 e 97,891 mg vitamina C/100g morango. Os tratamentos com adubacdo mineral
completa e com inoculagéo dos isolados MET12M2 e MZT10M1 néo apresentaram diferenca
significativa entre si, com valores de 89,042, 90,703 e 89,709 mg de vitamina C/100g de
morango, respectivamente. A inoculagdo com o isolado MKC2M3 promoveu um conteudo
médio de 42,436 mg vitamina C/100g de morango, sendo este 0 menor valor observado entre
0s tratamentos.

Apos inoculacdo de morango com isolados de Pseudomonas, Todeschini et al também
(2018) ndo observaram diferencas nos contetdos de ascorbico entre pseudofrutos de plantas
inoculadas e ndo-inoculadas.

Aumentos do contetdo de &cido organico ja foram previamente descritos em morangos
inoculados com Rhizobium, (FLORES-FELIX et al., 2015; FLORES-FELIX et al., 2018),
mas o inverso também foi observado com 0 mesmo género bacteriano em pimenta (SILVA et
al., 2014), demonstrando que o efeito da inoculacdo de plantas sobre o contetdo de &cidos
organicos é muito variavel e estirpe-dependente.

O teor de fendlicos nos pseudofrutos foi significativamente influenciado pelos
tratamentos (p<0,05). Os maiores valores para essa variavel foram observados nos
tratamentos com inoculacdo do isolado MLT8M19 e com adubacdo reduzida e sem
inoculacdo. Os tratamentos com inoculacdo dos isolados MZT10M1, MZT10M12 e
MKC2M3 ndo foram estatisticamente diferentes entre si. Os tratamentos com inoculagdo do
isolado MET12M2 e da estirpe Ab-V5 ndo foram diferentes entre si. Os menores valores para
essa variavel foram observados para o tratamento com adubacdo mineral completa.

Todeschini et al (2018) ndo observaram diferencas no contetdo total de fendlicos entre
plantas inoculadas e ndo inoculadas. No presente trabalho, maiores teores de fendlicos foram
observados no tratamento com adubagdo reduzida e sem inoculagdo e no tratamento com
inoculagéo do isolado MLT8M19.
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Estima-se que a diminuicdo nos teores de acido citrico, vitamina C e fen6licos em
tratamentos que promoveram maior producdo deva-se a um efeito de diluicdo desses
componentes em pseudofrutos, sobretudo em tratamentos que promoveram maior peso de
pseudofrutos e maior produtividade de pseudofrutos por planta.

A capacidade antioxidante dos pseudofrutos (gramas de polpa necessarios para reduzir
1g de DPPH) foi significativamente influenciada pelos tratamentos (p<0,05). Pseudofrutos
dos tratamentos com adubacdo reduzida e sem inoculacdo, com inoculagédo dos isolados
MET12M2, MKC2M3, MLT8M19 e MZT10M1 apresentaram maior capacidade antioxidante
representada pela menor quantidade de polpa necesséria para reduzir 1g de DPPH. Para esses
tratamentos, observaram-se valores de 143,020, 159,005, 122,651, 114,870 e 141,701,
respectivamente. Os tratamentos com adubacdo mineral completa, com inoculagdo da estirpe
Ab-V5 e com inoculagido do isolado MZT10M12 ndo foram significativamente diferentes
entre si.

Resultados muito semelhantes foram observados por Rahman et al (2018), em que a
inoculacdo de Bacillus e Paraburkholderia em plantas de morango induziu o aumento da
capacidade antioxidante de pseudofrutos.

A mudanca da qualidade de pseudofrutos apos inoculagdo com bactérias promotoras de
crescimento ja tem sido amplamente relatada para as variaveis avaliadas neste trabalho.
Entretanto, efeitos sobre a qualidade dos frutos em morango variam muito conforme a espécie
bacteriana e mesmo a estirpe testada (ESITKEN et al., 2010; FLORES-FELIX et al., 2015;
FLORES-FELIX et al., 2018; TODESCHINI et al., 2018; MORAIS et al., 2019).

Plantas de tratamentos com inoculacdo receberam solucbes nutritivas com apenas 30%
da composicdo em nitrogénio e fosforo solivel. Frutos do tratamento MET12M2
apresentaram resultados semelhantes (para teor de solidos sollveis, teor de acido citrico,
vitamina C) ou melhores (para teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante) do que
frutos oriundos de plantas que receberam solucdo nutritiva completa, evidenciando seu

potencial para aplicacdo na cultura.

3.3 Perfil de fendlicos em pseudofrutos

O perfil de fendlicos de pseudofrutos foi significativamente (p<0,05) influenciado pelos
tratamentos (tabela 2). Entre os compostos, foram identificados acido galico, catequina, acido
clorogénico, acido caféico, vanilina, acido p-cumarico e resviratrol. Maiores valores de acido

gélico foram encontrados no tratamento com adubacdo reduzida/sem inocula¢do (1,77 x 10
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®mol/L), outros tratamentos ndo foram diferentes entre si. Concentragdes mais expressivas de
catequina foram observadas nos tratamentos com adubagdo completa (1,36 x10“*mol/L) e com
adubacdo reduzida/sem inoculagdo (1,082 x10*mol/L). Menores valores para a mesma
variavel foram observados nos tratamentos com inoculagdo do isolado MET12M2 e Ab-V5.
No que tange o &cido clorogénico, a maior concentracdo em pseudofrutos foi obtida no
tratamento com inoculagdo do isolado MLT8M19 (3,20 x10° mol/L). N&o foi observado
acido caféico na composicdo de pseudofrutos do tratamento com adubacdo reduzida/sem
inoculacdo e os maiores valores para essa variavel foram observados nos tratamentos com
adubagdo completa (1,94 x10“*mol/L) e com inoculagdo da estirpe Ab-V5 (2,21x10“*mol/L) e
dos isolados MET12M2 (2,13x10*mol/L) e MLT8M19 (2,22 x 10“*mol/L). Vanilina foi
encontrada apenas no tratamento com adubacgéo reduzida/sem inoculacdo na concentracdo de
6,58 x10° mol/L. Maiores concentracdes de acido p-cumarico foram observadas nos
tratamentos com inoculagdo dos isolados MKC2M3 e MLT8M19 (1,92x10°mol/L para
ambos). Resveratrol apenas foi obtido em pseudofrutos dos tratamentos com adubacéo
reduzida/sem inoculacdo e com inoculacéo dos isolados MET12M2, MLT8M19, MZT10M1 e
MZT10M12, entretanto as concentracfes observadas em pseudofrutos do tratamento controle
foram maiores (1,25 x 10 *mol/L) do que o observado para as concentragBes de pseudofrutos
oriundos de plantas inoculadas. Resultados de quantificacdo de fenolicos estdo de acordo com
0 observado neste trabalho para fenolicos totais.

Bacterias promotras de crescimento podem apresentar diferentes efeitos sobre o perfil
de fendlicos de pseudofrutos de morango. Trabalhando com a inoculacdo de Rhizobium e
Phyllobacterium em morango, Flores-Félix et al (2018) observaram aumento de &cido p-
cumarico e antocianina em pseudofrutos oriundos de plantas inoculadas com Phyllbacterium,
porém o inverso foi observado em pseudofrutos oriundos de plantas inoculadas com
Rhizobium. Nesse mesmo trabalho, a inoculacdo de bactérias promoveu significante

diminuicdo do contetido de catequina em pseudofrutos.
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Tabela 2 - Compostos fendlicos em morangos oriundos de plantas inoculadas e ndo inoculadas com bactérias promotoras de
crescimento

Composto T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Acido galico 88x10%b 1,77x10%°a  8,7x10%b  7,3x10%b  9,0x10%Db 8,6x10%b  8,1x10%b 1,03x10°b

Catequina 1,36 x10%a 1,082x10*b  1,18x10°e 1,12x10°e 1,82x10°d 2,85x10° ¢ 3,63x10°d 2,35x10°d
Clorogénico 48x10°c 9,8x10°c  50x10°c 4,7x10°c 8,8x10°c 3,20x10°a 1,51x10°b 6,7x10°c

Caféico 1,94 x 10* a - 2,21x10%a 2,13x10%a 1,73x10%Db 2,22x10*a 1,53x10*b 1,35x10*b
Vanilina - 6,58 x10%a - - - - - -
p-cumarico 1,53x 10°b 1,42x10°b 1,72x10°b 1,60x10°b 1,92x10%a  1,92x10%a 1,64x10°b 1,60x 10°b
Resveratrol - 1,25x10%a - 0,43x10°%¢c - 0,53x10%b 0,62x10°b 0,41x10° ¢

Legenda: T1= tratamento com adubacdo completa; T2 = tratamento com adubacéo nitrogenada e fosfatada reduzida em 70%/sem inocula¢do;
T3=inoculacdo do isolado Ab-V5; T4= inoculagdo do isolado MET12M2; T5 = inoculacéo do isolado MKC2M3; T6= inoculacdo do isolado
MLT8M19; T7 = inoculagdo do isolado MZT10M1; T8 = inocula¢do do isolado MZT10M12. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na
linha ndo se diferenciam entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.
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3.4 Mudancas no volatiloma de pseudofrutos

Anélise de volatiloma de pseudofrutos oriundos de plantas inoculadas com BPCP e nédo
inoculadas indicou a presenca de 56 moléculas (tabela 3), identificadas pela comparacao entre
0 espectro de massa experimental e o tedrico de compostos presentes na biblioteca Nist 2,0 e
entre o indice de retencdo obtido no trabalho e o indice de retengédo tedrico para as mesmas
moléculas em coluna DB-5. Essas moléculas pertencem a diferentes grupos quimicos, sendo
eles ésteres (39%), alcodis (22%), alcanos (11%), hidrocarbonetos aromaticos (9%), cetonas
(3,7%), acidos carboxilicos (3,7%), furanos (3,7%), aldeidos (3,7%),éter (1,8%) e amonio
quaternario (1,8%). O perfil de volateis em morango encontrado neste trabalho é comparavel
ao observado por Todeschini et al (2018) para a mesma espécie vegetal, com a predominancia
de ésteres e alcodis entre as moléculas identificadas.

Observa-se um perfil de volateis muito variados entre pseudofrutos dos diferentes
tratamentos. Em pseudofrutos do tratamento com adubacdo completa, foram observados 41
compostos volateis diferentes. Pseudofrutos inoculados com os isolados Ab-V5 e MET12M2
apresentaram ambos 32 compostos volateis. Pseudofrutos inoculados com outros isolados
apresentaram entre 19 e 22 compostos volateis e pseudofrutos do tratamento controle com
adubacdo reduzida e sem inoculacdo apresentaram 22 compostos volateis. Pseudofrutos
oriundos de plantas dos tratamentos com adubacdo completa e inoculacdo com os isolados
Ab-V5 e MET12M2 apresentaram maior percentagem de ésteres, alcoois e alcanos em sua
composicdo. Pseudofrutos dos tratamentos com adubacéo, inoculacdo da estirpe Ab-V5 e do
isolado MET12M2 apresentaram 53,14, 51,81 e 33,33% de sua composi¢cdo de volateis em
ésteres, respectivamente. Pseudofrutos dos tratamentos controle com adubacéo reduzida/sem
inoculacdo e dos tratamentos com inoculacdo de outros isolados apresentaram maior
representatividade de alcanos e alco6is em sua composicdo, sendo que pseudofrutos do
tratamento controle com adubacdo reduzida/sem inocula¢do apresentaram apenas 11,54% de
sua composicdo de volateis em ésteres.

O efeito de modulacdo da producdo de compostos volateis em resposta a inoculacao
de bactérias promotoras de crescimento ja €& descrito para a cultura do morango

(TODESCHINI et al., 2018), com resultados muito similares ao observado neste trabalho.



Tabela 3 - Volatiloma de morangos oriundos de plantas inoculadas e ndo inoculadas com bactérias promotoras de crescimento.

Composto Grupo quimico T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Etanol Alcool 2,39 585 1399 8,95 2,27 281 3,00 4,69
Acetona Cetona 1,39 346 161 1,10 1,41 192 184 2,04
Metiloxirano Eter 0,63

Diclorometano Alcano 2,61 2,56 2,37 430 352 366 251
Etano, 1,1'- oxibis- Eter 0,64 2,67 257 3,96
2-Metoxi-2-metilpropano Alcano 0,13 0,57 0,20 0,30 0,32 0,23
3-metilpropano Alcano 0,72 0,64 0,62
3,3-dimetil-2-butanol Alcool 0,36

Acido acético Acido carboxilico 0,62 0,60 0,42 1,00
Hexano Alcano 16,25 22,62 16,76 35,74 33,98 37,64 23,54
2-metilbutanal Aldeido 1,73 0,80 0,58 2,03 0,68

Etil éster de acido acético Ester 0,95 3,11 33,24 20,01 0,54 0,88 4,74 32,15
Triclorometano Alcano 7,22 7,23 0,70 8,02 27,51 17,23 23,07 13,87
4-metil-1-pentanol Alcool 0,38 0,33 0,93 0,66
Metil-ciclopentano Alcano 0,41 085 1,0 1,30 1,37 1,18
Pentanona Cetona 0,64 0,37

Etil éster de acido propandico Ester 12,17 0,50

Metilbutirato Acido carboxilico 3,98 150 2,67

Metil éster de acido butandico Ester 0,32 1,78 3,05 1,36 5,06 241 1,59

Legenda: T1 = tratamento com adubagdo completa; T2= tratamento com adubag&o nitrogenada e fosfatada reduzida em 70%/sem inoculacéo;
T3= inoculagdo do isolado Ab-V5; T4= inoculagdo do isolado MET12M2; T5= inoculag¢do do isolado MKC2M3; T6= inoculagdo do isolado

MLT8M19; T7= inoculacdo do isolado MZT10M1; T8= inoculado do isolado MZT10M12.
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Tabela 3 - Volatiloma de morangos oriundos

crescimento (continuagéo)

de plantas inoculadas e ndo inoculadas com bactérias promotoras de

Composto Grupo quimico T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Metil éster de acido butandico Ester 1,43
3-metil-1-butanol Alcool 8,60 094 1,70 0,97
Butil éster de acido cloroacético Ester 0,57
Hexano Alcano 0,50
Metil éster de acido 2-metilbutandico Ester 6,75 2,82
Hidrocarboneto
Metilbenzeno aromatico 2,30 3,13 556 9,29 6,05 5,22 1,40
Etil éster de 4cido butandico Ester 0,38 1,05 2,43 0,81 2,98 1,22 1,29
Butil ester de &cido acético Ester 0,93 0,36
1-metiletil ester de acido butandico Ester 2,69
Etil éster de acido 2-metil butandico Ester 1,55 0,75
2-hexenal Aldeido 0,82
2-Hexen-1-OL, (E)- Alcool 0,85 1,94
Ciclohexanol Alcool 0,41 38,14 1,33
Hexanol Alcool 063 1,16 1,38 2,11 1,85 0,82
3-metilbutil éster de acido acético Ester 6,07 0,61 7,70 1,38 1,48
Hidrocarboneto
Etenilbenzeno aromatico 0,24 11,52 10,01 7,71 9,25 5,20 2,56
Metil éster de acido hexandico Ester 0,66 1,05 2,46 1,37 4,60 3,66 0,76
Biciclo [3.1.0]Hex-2-eno, 2-metil-5-(1- Hidrocarboneto
metiletil)- aromatico 0,95 0,19 0,38 0,24
N-benzilideno-Dimetilamonio clorido Amdnio quaternario 1,57

Legenda: T1 = tratamento com adubacdo completa; T2= tratamento com adubacdo nitrogenada e fosfatada reduzida em 70%/sem
inoculacdo; T3= inoculagdo do isolado Ab-V5; T4= inoculacdo do isolado MET12M2; T5= inoculag¢do do isolado MKC2M3; T6=
inoculacédo do isolado MLT8M19; T7= inoculacdo do isolado MZT10M1; T8= inoculado do isolado MZT10M12.



Tabela 3 - Volatiloma de morangos oriundos de plantas inoculadas e ndo inoculadas com bactérias promotoras de

crescimento (continuagéo)

Composto

Grupo quimico

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Butilbutanoato
Butil éster de acido butandico
Etil éster de acido hexandico

2,5-Ciclohexadieno-1-acido carboxilico, 1-metil,

metil éster
Hexil éster de acido acético

Para-cimeno

L-limoneno
4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona
1-octanol

Benzenetanol
3,7-Dimetil-1,6-octadien-3-ol (Linalol)
Benzenetanol

Mirtenol

Octil éster de acido acético

Etil éster de acido decandico

Octil éster de acido 2-metilpropandico
Octil 2-metilbutanoato

2-metilbutil éster de acido butandico
5-Octildihidro-2(3H)-Furanona
Nerolidol

2-Etilhexil hexanoato

Ester
Ester
Ester

Ester
Ester
Hidrocarboneto
aromatico
Hidrocarboneto
aromatico
Furano
Alcool
Alcool terpénico
Alcool terpénico
Alcool terpénico
Alcool terpénico
Ester
Ester
Ester
Ester
Ester
Furano
Alcool terpénico
Ester

7,79
1,74
0,44

0,94

0,62
2,10

0,94

0,42
1,23

0,27
0,50
1,11

0,76

0,92
0,69

1,47
1,43

0,59

0,73

1,53

1,22
2,39

0,40

0,70
0,24

1,35
2,26 0,96 2,68 0,98 0,72

0,14
1,09 1,12 0,79

0,35

0,43

0,59

0,66

1,46 1,18 1,52 1,52 1,20
1,55

0,35 0,44

0,51

0,54 0,84
0,76

Legenda: T1 = tratamento com adubacdo completa; T2= tratamento com adubagdo nitrogenada e fosfatada reduzida em 70%/sem
inoculacdo; T3= inoculac¢do do isolado Ab-V5; T4= inoculagdo do isolado MET12M2; T5= inoculag¢do do isolado MKC2M3; T6=

inoculacédo do isolado MLT8M19; T7= inoculac¢do do isolado MZT10M1; T8= inoculado do isolado MZT10M12.
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Esteres contribuem para notas de sabor frutado e fresco em morangos (LATRASSE,
1991). Esses compostos sdo 0s mais importantes em termos qualitativos para caracteristicas
de docura e sabor frutado e floral em pseudofrutos dessa espécie vegetal (FORNEY et al.,
2001). Em ensaios de Todeschini et al (2018), a inoculacdo de bactérias do género
Pseudomonas promoveu aumento da concentracdo de ésteres em pseudofrutos, sugerindo que
ha efeito dos tratamentos com inoculacdo sobre o sabor doce-frutado em morango. Os
mesmos resultados foram encontrados neste trabalho, em que se observou maior presenca de
ésteres em pseudofrutos dos tratamentos inoculados com os isolados MET12M2 e Ab-V5 e
com adubacdo completa. Entretanto, no trabalho de Todeschini et al (2018), a inoculacdo de
bactérias promotoras de crescimento induziu aumento significativo do éster 3-metil-1-butil-
acetato em pseudofrutos, o que ndo foi observado no presente trabalho.

Entre os esteres, metil butanoato (metil éster de acido butandico), etil butanoato (etil
éster de acido butanoico), metil hexanoato (metil éster de acido hexandico), etil hexanoato
(etil éster de acido hexanoico), etil 2-metilbutanoato (etil ester de acido 2-metil butandico),
hexil acetato (etil éster de acido hexanoico) e (E)-hex-2-enil acetato sdo considerados 0s mais
importantes para o sabor verde e frutado de morango (HIRVI; HONKANEN, 1982;
AZODANLOU et al., 2003). No presente trabalho, a excessdo do (E)-hex-2-enil acetato,
todos os outros compostos volateis citados foram observados em pseudofrutos. Pseudofrutos
do tratamento com adubacdo completa ndo apresentaram em sua composicdo etil-2-
metilbutanoato. Ao contrério, entre os ésteres citados, pseudofrutos oriundos do tratamento
com adubacdo reduzida/sem inoculacdo apresentaram apenas etil-2-metilbutanoato.
Pseudofrutos dos tratamentos com inoculacdo da estirpe Ab-V5 e do isolado MET12M2
apresentaram proporcoes consideraveis desses ésteres, a excessdao do etil-2-metilbutanoato.
Tratamentos com inoculacdo de outros isolados apresentaram todos 0s ésteres, a excessao de
hexil acetato, etil-2-metilbutanoato e metil butanoato, os quais variaram entre os isolados.

Aldeidos podem contribuir para o sabor fresco de morango (ULRICH et al., 1997).
Observa-se a presenca de dois compostos pertencentes a esse grupo: 2-hexanal e 2-
metilbutanal. Esses compostos foram observados em todos os tratamentos, a excessdo dos
tratamentos com inoculacdo dos isolados MKC2M3, MZT10M1 e MZT10M12. O mesmo foi
observado por Todeschini et al (2018), em que aldeidos foram observados em pseudofrutos de
todos os tratamentos, incluindo com e sem inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento. Apenas o tratamento com adubacgéo reduzida/sem inoculagéo apresentou em sua
composicdo 2-hexanal, relacionado com o sabor verde fresco de pseudofrutos (PRAT et al.,
2014).
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Alcodis também tém sido descritos como uma classe de grande importancia entre
compostos volateis de morango (TODESCHINI et al., 2018). Pseudofrutos dos tratamentos
com adubacdo completa e com inoculagcdo da estirpe Ab-V5 e do isolado MET12M2
apresentaram 14,35, 23,49 e 14,9% de sua composicdo de volateis em alcodis,
respectivamente. Pseudofrutos do tratamento com adubagdo reduzida/sem inoculacdo
apresentaram 45,95% de sua composicdo em volateis de alcoois. Entretanto, o sabor de
pseudofrutos de morango € conferido principalmente por alcodis terpendides. Mais
especificamente, o monoterpeno linalol e o sesquiterpeno nerolidol influenciam o sabor por
aumentarem a presenca de notas doces, florais, citricas e verdes e 0 monoterpeno mirtenol
confere sabor amadeirado a fruta (AHARONI et al., 2004; BIANCHI et al., 2014). Neste
trabalho, somente foi observada a presenca de nerolidol em pseudofrutos dos tratamentos com
inoculagdo dos isolados MET12M2 e Ab-V5. Mirtenol foi observado em pseudofrutos dos
tratamentos com adubacdo completa, com inoculacdo do isolado MET12M2 e do isolado
MKC2M3; e linalol foi encontrado em todos os tratamentos, com excesséo do tratamento com
adubacdo reduzida/sem inoculacdo. Além disso, hexanol, relacionado ao sabor verde fresco de
pseudofrutos (PRAT et al., 2014), somente foi observado em tratamentos com inoculacéo de
bactérias promotoras de crescimento. Todeschini et al (2018) também observaram que a
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento esté diretamente relacionada a presenca
de alcoois flavorizantes em pseudofrutos.

Apesar dos possiveis efeitos benéficos ao volatiloma de pseudofrutos, a inocula¢do com
todos os isolados testados induziu a auséncia de 4-Metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona em
pseudofrutos, sendo essa molécula relacionada a notas de sabor caramelo em pseudofrutos
(PRAT et al., 2014).

O presente trabalho € uma das poucas e recentes evidéncias de que a concentracao de
algumas moléculas em pseudofrutos de morango, sobretudo compostos volateis, pode ser
afetada pela inoculacao de bactérias.

O uso de microrganismos testados neste trabalho em campos produtivos de morango
pode contribuir para a diminuicdo da utilizacdo de fertilizantes quimicos e manutencdo da

producdo, amenizando efeitos econdmicos e ambientais dessa pratica.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que a inoculagdo de morangueiro com os isolados MET12M2, MKC2M3,
MLT8M19, MZT10M1 e MZT10M12 induz mudancas na producdo de morango e na

qualidade dos pseudofrutos.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS
CONTROLE BIOLOGICO DE Botrytis cinerea L. POR BACTERIAS PROMOTORAS
DE CRESCIMENTO ISOLADAS DE MORANGUEIRO

RESUMO

O morango (Fragaria ananassa, Duch.) é um pseudofruto de importancia no mundo todo.
Entretanto, muitos dos resultados de producdo nacional da fruta tém sido alcancados pela
aplicacdo de grandes quantidades de agrotdxicos para o controle de fitopatdgenos, como o
fungo Botrytis cinerea (mofo cinzento). Essa pratica pode ocasionar muitos problemas
ambientais e de satde publica a médio e longo prazo, além de aumentar os custos de producéo
da fruta. Nesse contexto, bactérias promotoras de crescimento vegetal tém apresentado
potencial de aplicacdo na producdo agricola porque possuem a capacidade de estimular o
crescimento de plantas atraves de variados mecanismos, entre eles o controle biologico de
fitopatdgenos (mecanismo indireto de promocdo de crescimento). Objetivou-se com esse
trabalho, avaliar in vitro e in vivo o potencial de promoc¢édo indireta de crescimento de
bactérias isoladas a partir de folhas e raizes de morangueiro. Foram realizados testes de
antagonismo ao fungo B. cinerea pela técnica de confrontacdo direta e de producdo de
compostos antifungicos volateis pela técnica de placas invertidas. O efeito de seis isolados
bacterianos que apresentaram maior potencial de controle biolégico in vitro sobre o
crescimento fungico foi avaliado por microscopia eletronica de varredura. Seis isolados foram
selecionados para testes de inibicdo do mofo cinzento em pseudofrutos de morango. Dos
isolados obtidos, 132R, 44R, 69R, MET16M10R e MXT16M13R (obtidos a partir de raizes
de morangueiro) e os isolados 26F, 29F, 47F, 65F, MQT16M1F, MTTOM2F (obtidos a partir
de folhas de morangueiro) foram capazes de inibir mais de 65% do crescimento micelial do
fungo por antagonismo direto e por compostos antifingicos volateis. Imagens obtidas a partir
de microscopia eletronica de varredura evidenciaram a intensa degradacdo de hifas fungicas
quando na presenca dos isolados bacterianos testados. Os seis isolados testados in vivo
permitiram reducdo da incidéncia de mofo cinzento em pseudofrutos de morango em pds-
colheita. Conclui-se que os isolados 24, 26, 29, 65, 132 e MQT16M1 apresentam potencial de
aplicacdo para o controle bioldgico de Botrytis cinerea em morango, destacando-se o isolado
29.

PALAVRAS-CHAVE: Bactéria promotora de crescimento de planta; microscopia eletronica
de varredura; antagonismo



136

ABSTRACT

Strawberry (Fragaria x ananassa, Duch.) is an important fruit worldwide. However, many of
the results of national fruit production have been achieved by the application of large amounts
of agrochemicals in the productive fields for the control of phytopathogens, such as the
fungus Botrytis cinerea (gray mold). This practice can lead to many environmental and public
health problems in the medium and long term, as well as increasing the costs of fruit
production. In this context, plant growth-promoting bacteria have potential applications in
agricultural production because they have the capacity to stimulate the growth of plants
through different mechanisms, among them the biological control of phytopathogens (indirect
mechanism of growth promotion). The aim of this work was to evaluate in vitro and in vivo
the potential of indirect growth promotion of bacteria isolated from leaves and roots of
strawberry. Tests of antagonism to the fungus Botrytis cinerea were carried out by the
technique of direct confrontation and production of volatile antifungal compounds by inverted
Petri dish technique. The effect of six bacterial isolates that had the greatest potential for
biological control in vitro on fungal growth was evaluated by scanning electron microscopy.
Six isolates were selected for gray mold inhibition tests on strawberry fruits. From obtained
isolates, 132R, 44R, 69R, MET16M10R and MXT16M13R (from strawberry roots) and 26F,
29F, 47F, 65F, MQT16M1F, MTTOM2F (from strawberry leaves) were able to inhibit more
of 65% of fungal mycelial growth by direct antagonism and by volatile antifungal
compounds. Images from scanning electron microscopy evidenced the intense degradation of
fungal hyphae related to the presence of all tested bacterial isolates. All isolates tested in vivo
allowed a decrease in the gray mold incidence in strawberry fruits. We conclude that 24, 26,
29, 65, 132 and MQT16M1 isolates present potential of application for biological control of
Botrytis cinerea in strawberry, especially the 29 isolate.

KEYWORDS: Plant growth promoting bacteria; scanning electron microscopy; antagonism.
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1 INTRODUCAO

O morango € uma fruta apreciada no mundo todo por suas caracteristicas organolépticas
e nutracéuticas (TACO, 2011; COELHO JUNIOR, 2016). Dados mais recentes da FAO
indicam que a producéo dessa fruta no mundo ultrapassa 9 milhdes de toneladas, em uma érea
cultivada proxima a 400 mil hectares, sendo a mesma dispersa em zonas tropicais,
subtropicais e temperadas (FAO, 2019).

Entretanto, a fruta é altamente suceptivel a fungos de pds-colheita. De todo o alimento
produzido no mundo, 25 a 50% pode ser perdido durante esse periodo, principalmente devido
a presenca de microrganismos fitopatogénicos e condi¢Ges de estocagem (NUNES, 2012). O
fungo Botrytis cinerea tem sido apresentado como 0 segundo mais importante patdgeno de
plantas, sendo que as despesas para seu controle ja ultrapassam 1 bilhdo de euros por ano no
mundo (DEAN et al., 2012).

Botrytis cinerea (teleomorfo: Botryotinia fuckeliana (de Barry) Whetzel) é um fungo
filamentoso que pode acometer e causar perdas em mais de 230 espécies vegetais pelo mundo.
Os sintomas mais comuns estdo relacionados a flores e frutos, mas podem ocasionar
apodrecimento de brotos, tombamento e podridées em bulbos, colmos e raizes. Em frutos,
como é o caso do morango, a patologia inicia-se com o0 aparecimento de manchas marrons,
que se expandem até tomar o fruto, o qual apresenta uma coloracéo acinzentada com o tempo,
bem como a cobertura caracteristica do mofo-cinzento. (JANAKA et al., 1997; MAAS, 1998;
ELAD; STEWART, 2007).

Produtos com diferentes principios ativos tém sido utilizados para o controle de Botrytis
cinerea. Entretanto, ja tem sido reportada a selecao e rapido desenvolvimento de gendtipos de
Botrytis cinerea resistentes a esses fungicidas (LEROCH et al., 2011; LEROCH et al., 2013;
GRABKE et al., 2014; LOPES et al., 2017; AVENOT et al., 2018).

Com relacdo a esse tipo de produto, tem-se observado que grande parte dos agrotdxicos
¢ perdida, sendo carreados para corpos d’dgua e para o solo, ocasionando contaminacio
ambiental, além de efeitos sobre organismos ndo-alvos e desbalancos no equilibio ecolégico
das espécies desses ecossistemas. Além disso, é importante ressaltar que esses produtos
podem elevar os niveis de residuos de agroquimicos no produto final (GLIESSMAN, 2000;
GOULSON et al., 2015; PERSHINA et al., 2015; STUART; STUART; PIMENTEL, 2018;
ESTEVE-TURRILLAS et al., 2018; CANG et al., 2018).

Portanto, o controle bioldégico de B. cinerea utilizando microrganismos tem se

apresentado como uma alternativa interessante aos métodos de controle quimico, sobretudo
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devido aos efeitos mais brandos ao ambiente e a natureza ndo toxica da fonte de controle
(FERREIRA-SAAB et al., 2018; VICENTE-HERNANDEZ et al., 2018; JIANG et al., 2015;
BOLIVAR-ANILLO; GARRIDO; COLLADO, 2019).

A rizosfera € uma zona localizada na interface entre raiz e solo que se encontra sob
influéncia de exsudatos radiculares, o que também a torna uma zona de intensa atividade,
concentracdo e diversidade microbiana (VALE et al., 2005; BAIS et al., 2005). Nesse
ambiente, € possivel observar condi¢des muito favordveis ao crescimento das chamadas
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) (VESSEY, 2003; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006), um grupo de microrganismos capaz de desenvolver interacdes benéficas
com as plantas, podendo modular seu metabolismo e estimular a produtividade vegetal
(BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2017; TODESCHINI et al., 2018; MORAIS et al.,
2019).

Em geral, esses microrganismos podem controlar fitopatdgenos por diversos
mecanismos, o0s quais envolvem producéo de -1,3-glucanase, quitinase, celulase e pectinase
(QUECINE et al., 2012; GEORGE et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016), espécies reativas
de oxigénio (ESMAEEL et al., 2019), &cido cianidrico (RODRIGUES et al., 2016), além de
antibioticos e outros metabolitos antifungicos (FERNANDO et al., 2005; ZHAO et al., 2017,
ZHAO et al, 2018; BOLIVAR-ANILLO; GARRIDO; COLLADO, 2019), sider6foros
(GEORGE et al.,, 2013; FELESTRINO et al., 2017) e da inducdo da defesa vegetal
(QUECINE et al., 2012; DU et al., 2016; ZHAO et al., 2018; VICENTE-HERNANDEZ et al.,
2018; JIANG et al., 2018).

Especificamente no caso do fungo B. cinerea, muitas espécies de bactérias e promotoras
de crescimento tém sido testadas com a finalidade de controle bioldgico, como as dos géneros
Pseudomonas (GAO et al.,, 2018) e Bacillus (KIM et al.,, 2013; JIANG et al., 2018;
VICENTE-HERNANDEZ et al., 2018 ; ESMAEEL et al., 2019). Entretanto, mais pesquisas
sdo necessarias visando o eficiente controle bioldgico do mofo cinzento, sendo a utilizacdo de
bactérias uma potencial alternativa a aplicacdo de fungicidas.

Objetivou-se com esse trabalho a selecdo de bactérias endofiticas de morangueiro para o

controle bioldgico do mofo cinzento.



139

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Cultivo microbiano

Bactérias promotoras de crescimento utilizadas neste trabalho foram obtidas em
isolamento prévio a partir de folhas e raizes de morangueiro da cultivar Aromas, como
descrito por Andrade (2017).

Os isolados bacterianos foram reativados em meio agar-nutriente (3gL™* de extrato de
carne, 5g L de peptona , 15g L™ de é4gar). Para a producdo de inoculantes, os isolados
foram cultivados em meio caldo nutriente (3g L™ de extrato de carne, 5g L de peptona).

Em todos os ensaios, os isolados foram mantidos a 30°C para o crescimento, sendo que,
quando cultivados em meio liquido, foram mantidos sob agitacdo constante de 120rpm em
shaker sob as mesmas condicdes citadas acima.

Visando a realizacdo dos testes de antagonismo e de producdo de compostos volateis
contra B. cinerea, o fungo fitopatogénico foi cultivado em meio BDA (4g L™ de infuséo de
batata desidratada, 20gL™ de dextrose e 15gL™ de &gar para um pH final de 5,6 +- 0,2)
durante 7 dias a uma temperatura controlada de 25°C e fotoperiodo de 12 horas de luz diaria
em estufa BOD.

O pH dos meios de cultura foi ajustado, quando necessario, com solucdo 1 mol L™ de
HCI ou NaOH e, em seguida, os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15

minutos.

2.2  Teste de antagonismo

A capacidade de produzir metabdlitos antifingicos foi avaliada em placas de Petri, pelo
método de competicdo dualizada/enfrentamento direto (adaptado de JASIM et al., 2016) em
experimento contendo 6 repeticdes por tratamento, sendo cada placa de Petri considerada uma
repeticéo.

O isolado fuangico foi cultivado em meio BDA por 7 dias antes da montagem do
experimento, ao passo que 0s isolados bacterianos foram cultivados em meio caldo nutriente,
2 dias antes da montagem do experimento.

Apos a incubacdo (48 horas), foi ajustada a densidade Optica dos isolados bacterianos
em espectrofotbmetro para 0.5 a um comprimento de onda de 600nm e 10uL da suspensdo
bacteriana foram inoculados em placas de Petri contendo meio BDA. A suspensdo foi

espalhada em forma de uma linha central, a 4cm de cada extremidade da placa. Um disco de
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aproximadamente 6 mmz2 do micélio fungico previamente preparado foi adicionado em cada
extremidade da placa, a 2 cm das mesmas.

Além das placas contendo os isolados bacterianos, foram cultivadas placas-controle
contendo somente o fungo em meio BDA. Todos os tratamentos continham 6 repetices. As
placas foram incubadas a 25°C e o halo de inibicdo do crescimento fangico em direcdo a
bactéria foi mesurado com paquimetro digital no momento em que o micélio das placas-

controle atingiu a extremidade da placa.

2.3  Teste de inibicdo do crescimento micelial de Botrytis cinerea por compostos

volateis

A metodologia utilizada para a avaliacdo da capacidade de producdo de compostos
antifangicos volateis foi adaptada de Fernando et al (2005). Com a finalidade de avaliar os
efeitos de possiveis compostos volateis produzidos pelos isolados bacterianos sobre o fungo
Botrytis cinerea, as bactérias foram cultivadas em meio caldo nutriente a 30°C sob agitacéo
constante de 120 rpm durante 48 horas e a densidade dptica foi ajustada em espectrofotémetro
para 0,5 a um comprimento de onda de 600nm.

Uma aliquota de 100uL da suspensdo bacteriana foi adicionada em placas contendo
meio de cultura agar-nutriente e espalhada. Simultaneamente, discos de aproximadamente
6mmz2 do micélio fungico foram adicionados ao centro de outras placas contendo meio BDA.
Placas de Petri contendo meio agar-nutriente + bactérias repicadas foram invertidas
imediatamente as placas contendo meio BDA+disco de micélio fungico e as placas foram
seladas rapidamente uma contra a outra com filme plastico.

As placas foram incubadas a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas de luz
diaria, até que o micélio fungico das placas contendo o fungo sem bactéria (controles) tocasse
na extremidade da placa de Petri, momento no qual o didmetro das coldnias fungicas foi
mesurado com paquimetro digital em dois eixos ortogonais utilizando duas medidas
diametralmente opostas. Todos os tratamentos foram compostos por 3 repeticdes, sendo cada

placa considerada uma repeticéo.
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2.4  Avaliacdo da inibicdo do crescimento fungico por microscopia eletrénica de

varredura

A partir dos testes in vitro de producdo de compostos que possuem acdo antifungica,
foram realizadas analises de microscopia eletronica de varredura para verificar os efeitos
desses compostos sobre o micélio fangico. Discos de 5mm de diametro foram coletados nas
bordas da colénia fungica em placas dos testes citados acima.

As analises de microscopia eletronica foram conduzidas de acordo com protocolo
sugerido por Bozzola e Russel (1999). Os discos coletados foram imediatamente fixados em
solucdo Karnovsky modificada (Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampé&o cacodilato
de sddio 0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001M), por um periodo minimo de 24 horas. Para o preparo
das amostras os discos fixados foram transferidos para uma solugdo-tampédo de cacodilato
(0,05M) e lavados por trés vezes durante 10 minutos. Em seguida, os mesmos foram lavados
em agua destilada por trés vezes e desidratados em solu¢bes com concentragcdes crescentes de
acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%). Posteriormente, os discos foram levados a secagem
ao ponto critico com CO, liquido em aparelho Balzers CPD 030; para posterior montagem em
suportes de aluminio (stubs), quando foram cobertos com ouro (em evaporador Balzers SCD
050) para observacdo em microscopio eletrénico de varredura (LEO EVO 40). As imagens
geradas foram gravadas e processadas no software Corel Photopaint de pacote Corel Draw

X7, para preparacao das pranchas.

2.5  Avaliacdo da inibicao de Botrytis cinerea em pseudofrutos de morango

Além dos testes in vitro, foram realizados testes da capacidade de controle biolégico de
Botrytis cinerea pelos isolados bacterianos em pseudofruto. Nesses ensaios, 0s tratamentos
utilizados foram os isolados bacterianos selecionados para a capacidade de controle biologico
de Botrytis cinerea nos testes in vitro e um tratamento controle contendo somente 0 meio de
cultura no qual as bactérias foram cultivadas.

O fungo Botrytis cinerea foi previamente cultivado em meio BDA a 25°C por 7 dias. Os
isolados bacterianos foram crescidos em meio caldo nutriente durante 48 horas a 30°C sob
agitacdo constante de 120rpm, como descrito na se¢do “cultivo microbiano”. A concentracao
de células bacterianas foi posteriormente ajustada para 1x10® células/mL em
espectrofotometro (densidade dptica de 0,5 em comprimento de onda de 600nm, de acordo

com a escala de Mc Farland).
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Em seguida, 4 pseudofrutos de morango por repeticdo foram desinfetados exteriormente
pela imersdo em hipoclorito de sddio 2% durante 30 segundos e trés posteriores lavagens em
agua destilada estéril. Os pseudofrutos de 3 cultivares diferentes (Albion, San Andreas e
Monte Rey) foram, entdo, imersos nas suspensdes de celulas bacterianas por 30 minutos e
adicionados a papéis-filtro previamente esterilizados (a 121°C por 30 minutos) para a
secagem. Posteriormente, foi adicionado um disco de 5mm de diametro do crescimento
fungico em cada pseudofruto e os mesmos foram mantidos em cAmara Umida a 25°C e 80 a
90% UR até que os pseudofrutos do tratamento controle fossem completamente tomados pelo
fungo fitopatogénico. Nesse momento, foi realizada a avaliagdo da incidéncia e severidade
(em escala de notas) da doenca, sendo que cada tratamento foi composto por 3 repeticdes. A
escala de notas adotada para a avaliagdo da severidade da doenca em pseudofrutos foi
conduzida da seguinte forma: pseudofrutos sem sintomas da infec¢do fungica receberam a
nota 0, fungos com até 25% do pseudofruto tomado pelo fungo receberam a nota 1,
pseudofrutos com cerca de 50% do pseudofruto tomado pelo fungo receberam a nota 2,
pseudofrutos com cerca de 75% do pseudofruto tomado pelo fungo receberam a nota 3 e
pseudofrutos completamente tomados pelo fungo receberam a nota 4. Os resultados foram

expressos em indice de doenca através da formula adaptada de Camili et al (2007):

ID (%) = {[(n1 x1)+...+(n4 x4)] X (4xN)} x 100

Onde:
nl...4 = n° de pseudofrutos infectados com a respectiva nota

N = n° total de pseudofrutos inoculados

2.6 Analise estatistica

Experimentos in vitro foram conduzidos em um desenho completamente casualizado
com seis (experimento de antagonismo) e trés repeticdes (ensaio de producdo de compostos
volateis) por tratamento (isolado). Um tratamento sem inoculacdo (sem bactérias) foi incluso
em cada experimento como controle negativo. A inibicdo do crescimento micelial (%) foi
calculada em relacdo ao tratamento controle. Isolados bacterianos foram comparados no
software R (R Core Team, 2019) e diferenciados com base no teste Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Em ensaios de inibigdo de B. cinerea pds-colheita, como os dados ndo atenderam aos
pressupostos de homocedasticidade e normalidade da analise de variancia, foram realizados
testes ndo paramétricos. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar efeitos Unicos dos
tratamentos. Um teste pareado posthoc Dunn (5% de significancia) usando um ajuste de
Bonferroni foi realizado para determinar quais niveis da varidvel independente diferem um do
outro. Todas as analises estatisticas foram realizadas no ambiente de computacdo estatistica
R. Todos os processamentos e analises de dados, assim como os gréaficos, foram executados
no software R versédo 3.4.3 (R Core Team 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados obtidos em testes de antagonismo evidenciam a capacidade dos isolados
bacterianos em controlar o fungo Botrytis cinerea (Figura 1). Observou-se grande variacdo no
crescimento fungico quando na presenca dos diferentes isolados, sendo que a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial de Botrytis cinerea variou entre 4,02 (para o isolado
MTT16M8R) e 82% (para o isolado 29F). Os maiores valores de inibi¢cdo do crescimento
micelial foram observados nos tratamentos com os isolados 29F, 65F e 151R.

Bacterias promotoras de crescimento vegetal podem apresentar capacidade de controle
biologico de diferentes microrganismos. Em ensaios in vitro com bactérias do género
Pseudomonas, George et al (2015) observaram capacidade de controle biolégico por
antagonismo direto in vitro e também inibicdo do crescimento micelial de Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus tubingensis, Candida albicans,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Penicillium expansum, Rhizoctonia
solani e Trichophyton rubrum pelo extrato clororférmico dos mesmos isolados bacterianos.

A inibicdo do crescimento micelial de Botrytis cinerea por bactérias promotoras de
crescimento em ensaios in vitro de confrontamento direto tem sido amplamente descrita (KIM
et al., 2013; ILHAN; AKGUN; KARABULUTA, 2013). A inibicdo de até 50% da incidéncia
de mofo cinzento ap6s a inoculacdo de bactérias das espécies Bacillus megaterium,
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas vesicularis foi relatada por llhan, Akgun e
Karabuluta (2013).
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Figura 1 - Percentual de inibicdo do crescimento micelial de Botrytis cinerea em teste de antagonismo por enfrentamento direto com

bactérias promotoras de crescimento isoladas de folhas e raizes de morangueiro.
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Donmez et al (2011) observaram que isolados dos géneros Acinetobacter, Bacillus,
Brevibacterium, Brevibacillus, Brevundomonas, Enterobacter, Erwinia, Kurthia, Pantoea,
Paenibacillus e Pseudomonas foram todos capazes de inibir o crescimento de Botrytis cinerea
em diferentes niveis. Nesse mesmo trabalho, melhores resultados foram obtidos em ensaios
com bactérias dos géneros Enterobacter e Bacillus.

Ainda com bactérias do género Bacillus, Shternshis et al (2015) observaram controle de
até 85,5% do crescimento de Botrytis cinerea in vitro. O mesmo foi observado por Andreolli
et al (2019) com relagéo ao efeito de Pseudomonas sobre o crescimento de Botrytis cinerea in
vitro e in vivo em ensaios com videiras.

Isolados de outros géneros, como Lysinibacillus, Microbacterium, Pantoea,
Pseudoxanthomonas e Rhizobium também tém sido relatados como eficientes para o controle
do crescimento de Botrytis cinerea in vitro (ANDREOLLI et al., 2015).

Com base em outros trabalhos realizados visando o controle bioldgico de B. cinerea,
observa-se a grande diversidade de bactérias que apresentam efeito sobre esse fitopatdgeno.
No presente trabalho, diferentes niveis de inibicdo do fitopatdgeno foram observados e
variaram conforme isolado, indicio de que essa € uma caracteristica estirpe-dependente.

De acordo com Gao et al (2018), a inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos
por bactérias promotoras de crescimento pode estar relacionada a inibicdo da germinacéo de
conidios, do alongamento do tubo germinativo e efeitos diretos sobre o crescimento micelial.
Com relacédo a esse ultimo efeito, esses autores observaram forte relagdo com danos intensos
causados por bactérias ha membrana plasmatica dos fungos.

Visualmente, observou-se inibicdo direta ao crescimento micelial em direcdo aos
isolados bacterianos (Figura 2). Nao foi observada a inibi¢cdo do crescimento da colénia do
fungo na direcdo oposta do microrganismo. Esse resultado pode sugerir que a inibicdo
crescimento micelial do fitopatdgeno estd associada a proximidade do patégeno ao isolado
bacteriano, reforcando a possibilidade de producdo de compostos inibitorios pelos isolados
bacterianos testados.

Além disso, como ilustrado na Figura 2, o antagonismo desenvolvido pelos isolados
bacterianos selecionados nos testes in vitro esta associado a formacdo de uma linha de
coloracdo marrom na extremidade do crescimento micelial que se encontra em dire¢do a
bactéria. 1sso pode sugerir a excre¢do de compostos antifingicos pelas bactérias, os quais

afetam o crescimento do micélio em suas extremidades.
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Figura 2 - Avaliacdo in vitro da producéo de compostos antifingicos por bactérias promotoras
de crescimento isoladas a partir de raizes e folhas de morangueiro.

Microrganismos endofiticos possuem a habilidade de sintetizar uma gama muito
diversificada de moléculas bioativas com efeitos sobre outros organismos, como inseticidas
ou antibacterianos (DUTTA et al., 2014; HARDOIM et al., 2015).

A producédo de compostos antifungicos ja é descrita para diferentes géneros de bactérias
promotoras de crescimento (ZHAO et al., 2017; ZHAO et al., 2018; BOLIVAR-ANILLO;
GARRIDO; COLLADO, 2019). A partir do extrato livre de células de Bacillus, Jasim et al
(2016) descreveram a capacidade de bacterias desse género em exsudar polipeptideos como
gentamicina, bacilomicina, iturina, fengicina e surfactina, todos com efeito antifingico
comprovado. Genes responsaveis pela producdo desses metabdlitos foram descritos no
genoma de bactérias do género Bacillus por Koumoutsi et al (2004) e Toral et al (2018).

Além de polipeptideos, a abordagem metabolémica permitiu a identificacdo e
classificagdo de muitos compostos bacterianos antifungicos (volateis e ndo volateis) nos mais
diferentes grupos quimicos, como hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas, alcoois, compostos
aromaticos/benzenos, alquil, &cidos organicos, ésteres e éteres (FUJIMOTO, 2017; JASIM et
al.,, 2016; GEORGE et al., 2015; YUAN et al., 2012; WANG et al., 2012; ZHANG et al.,
2008; VESPERMANN; KAI; PECHULLA, 2007; FERNANDO et al., 2005).

Ensaios de placas sobrepostas também evidenciaram a capacidade dos isolados
bacterianos em controlar o fungo Botrytis cinerea por compostos antifingicos volateis (Figura
3). Nesse ensaio, observou-se grande variacdo no crescimento flngico quando na presenca
dos diferentes isolados (Figura 4). A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de
Botrytis cinerea variou entre 17,64% (para o isolado 121F) e 90,107% (para o isolado 26F).
Os maiores valores de inibicdo do crescimento micelial foram observados nos tratamentos
com os isolados 26F, 24F e 137R, MXT16M13R, 44R, MXT12M4F e 139R.
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bactérias promotoras de crescimento isoladas de folhas e raizes de morangueiro.
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Ensaios in vitro de producdo de compostos volateis evidenciaram inibicdo do
crescimento de B. cinerea de mais de 90% e ensaios de antagonismo evidenciaram uma
maxima inibi¢do do crescimento de B. cinerea igual a 82%. Esses resultados podem indicar a
ocorréncia de uma interacdo diferente entre os microrganismos a nivel metabélico nos dois
ensaios, podendo a mesma ocorrer por rotas diferentes, inclusive.

Além disso, é possivel que metabdlitos volateis exsudados tenham niveis diferentes de
eficiéncia de controle em relacdo aos ndo volateis e que a exsudacdo de volateis seja
aumentada ou que a exsudacdo de outros volateis ndo induzidos nos testes de antagonismo
seja estimulada devido a interacdo metabdlica durante os ensaios de inibigdo de B. cinerea por
compostos volateis.

Bacterias tém sido descritas como produtoras de antimicrobianos volateis, entre eles
benzeno, alquil, cetona, alcodis (YUAN et al., 2012; JASIM et al., 2016). O controle de
Botrytis cinerea por bactérias promotoras de crescimento vegetal através da producdo de
compostos volateis também ja é relatado na literatura (VICENTE-HERNANDEZ et al.,
2018), evidenciando a importancia da selecdo in vitro de isolados bacterianos capazes de
expressar essa caracteristica.

No entanto, a natureza dos compostos volateis exsudados provavelmente ¢ um fator
determinante para a atividade antifingica dessas moléculas. Por exemplo, sabe-se que
aldeidos alifaticos sdo muito eficientes para o controle de mofo cinzento em pds-colheita
(ARCHIBOLD et al., 1997). A natureza dos compostos exsudados por diferentes isolados
bacterianos pode ser determinante para as diferencas de capacidade de controle de B. cinerea
entre 0S mesmos.

Os isolados que tiveram capacidade de controle de Botrytis cinerea in vitro foram
selecionados para ensaios posteriores. Primeiramente, selecionou-se apenas isolados que
tenham inibido mais do que 65% do crescimento micelial in vitro em ambos os testes. Além
disso, alguns isolados pertenciam a géneros de patdgenos humanos (ANDRADE, 2017) e,
portanto, visando a aplicacdo desses isolados no controle de B. cinerea em morango, foram
descartados. Finalmente, os isolados 24F, 29F, 65F, 132R, 26F e MQT16M1 foram
selecionados para ensaios posteriores.

O efeito dos metabdlitos antiflngicos exsudados pelas bactérias sobre a morfologia de
hifas terminais de Botrytis cinerea foi avaliado por microscopia eletrbnica de varredura
(Figuras 4 e 5). A partir dessa analise, intensa destruicdo dos micélios foi observada nos
tratamentos com as bactérias selecionadas in vitro para o controle do fitopatdgeno. Observou-

se encolhimento e desintegragéo das hifas.
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Figura 4. Analise em microscopia eletronica de varredura do efeito dos isolados bacterianos
obtidos a partir de folhas e raizes de morangueiro sobre alteragdes morfoldgicas em hifas de
Botrytis cinerea em teste de antagonismo direto.

Legenda: Efeitos dos tratamentos em teste de antagonismo. A: Controle; B: isolado 24; C: isolado 26;
D: isolado 29; E: isolado 132; F: isolado MQT16ML1 e G: isolado 65.
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Figura 5 - Anélise em microscopia eletronica de varredura do efeito dos isolados bacterianos
obtidos a partir de folhas e raizes de morangueiro sobre alteragdes morfoldgicas em hifas de
Botrytis cinerea em teste de producdo de compostos antiflngicos volateis.

Legenda: A:controle; B: isolado 24; C: isolado 26; D: isolado 29; E: isolado 132; F: isolado
MQT16M1le G: isolado 65.
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As imagens obtidas no presente trabalho evidenciam clara ruptura das hifas fungicas,
com aspecto ressecado das mesmas, sendo 0s mesmos resultados observados em testes de
antagonismo e de producdo de antifungicos volateis. Esses resultados foram visivelmente
distinguiveis aos observados no tratamento controle, no qual ndo foi observado dano visivel
as hifas (Figuras 4 e 5).

Danos a hifas de fitopatdgenos ocasionados por bactérias promotoras de crescimento
também foram relatados por Jasim et al (2016) em ensaios com Rhizoctonia sp. e Pythium sp..
Nesse trabalho, imagens de microscopia eletrénica de varredura evidenciaram destruicdo da
matriz micelial, lise, rompimento e desintegracdo de hifas, além da supressdo da formacao de
novo micélio.

Em ensaios realizados com Botrytis cinerea, analises microscopicas tambem tém
evidenciado modificacfes na estrutura das hifas, sobretudo com espessamento das hifas,
coagulacdo do citoplasma, formacdo de vesiculas na parede celular e quebra de organelas
quando o fitopatdgeno encontra-se na presenca de bactérias promotoras de crescimento
(BARKA et al., 2002). Ainda sobre a mesma espeécie fungica, ensaios de Kilanifeki e Jaoua
(2011) demonstraram que filtrado livre de células de bactérias da espécie Burkholderia
cepacia induziram mudangas morfologicas em hifas, evidenciando que o efeito dessas
bactérias pode estar relacionado a exsudacdo de compostos bioativos.

Straus e Hancock (2006) relatam que os danos causados por bactérias sobre hifas
fungicas estao principalmente relacionados a rapida despolarizacdo da membrana ocasionada
por metabdlitos exsudados pelas bactérias, favorecendo a translocacdo de moléculas bioativas
pela membrana e resultando em perda de componentes intracelulares e rompimento da parece
celular.

Especificamente nos testes de antagonismo direto in vitro, observou-se crescimento da
colénia bacteriana do isolado 29 em direcdo ao fungo. Imagens de microscopia eletronica de
varredura evidenciam a acao dessas bactérias sobre B. cinerea e a colonizacdo das hifas deste
fungo (Figura 6).

Além da producdo de compostos antifingicos, bactérias podem realizar parasitismo,
pelo qual sdo capazes de colonizar e inviabilizar estruturas do patdgeno (HIRPARA et al.,
2017). Esse fenbmeno foi observado no presente trabalho.

Resultados observados neste trabalho evidenciam o fato de que alguns microrganismos
podem apresentar mais de um de mecanismo de controle biolégico de fitopatdgeno,

aumentando ou permitindo a eficiéncia da interac&o.
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Figura 6 - Andlise em microscopia eletrénica de varredura do efeito do isolados bacteriano 29
sobre hifas de Botrytis cinerea em teste antagonismo.

Legenda: Detalhe da colonizacdo de hifas de Botrytis cinerea por bactérias promotoras de
crescimento (A e B sdo referentes a colonizagdo das hifas pelo isolado 29).

O tratamento de pseudofrutos de morango com os isolados bacterianos selecionados in
vitro para o controle de Botrytis cinerea mostrou-se efetivo em reduzir a severidade de doenca

durante os primeiros 3 dias de p6s-colheita do pseudofruto com a inoculacdo do fitopatégeno

(Figura 7).

Figura 7 — Incidéncia de Botrytis cinerea em morangos ap06s 3 dias de tratamento

Legenda: Nomes abaixo de cada placa contendo pseudofrutos sdo referentes aos tratamentos. De cima
para baixo, a partir da esqueda: controle (sem inoculagdo), inoculacdo do isolado MQT16M1,
inoculacédo do isolado 65, inoculagéo do isolado 132, inoculacdo do isolado 24, inoculagéo do isolado
26 e inoculagéo do isolado 29. A direta inferior de cada imagem, variedades em que os isolados foram
testados. De cima para baixo, a partir da esquerda: var. Albion, var. San Andreas e var. Monte Rey.
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Para pseudofrutos da variedade Albion, um potencial de controle de até 70,84% do
desenvolvimento da doenca foi observado com a aplicacdo de bactérias para o controle
biolégico nos pseudofrutos. O tratamento de pseudofrutos das cultivares San Andreas e
Monte Rey, menos suceptiveis a doenca, com isolados bacterianos selecionados in vitro levou
ao controle de mais de 90% do crescimento de Botrytis cinerea em pds-colheita (Tabela 1). O
isolado 29 apresentou-se como o mais efetivo para o controle do crescimento micelial de
Botrytis cinerea em morango em pos-colheita para a cultivar Albion, mais suceptivel. Outros
isolados apresentaram valores intermediarios de controle do mofo cinzento, a excessdo do
isolado 24 que ndo foi significativamente diferente do controle sem inoculagdo. Para a
cultivare San Andreas, o isolado 29 também foi mais eficiente no controle de mofo cinzento
em pos-colheita. Para a cultivar Monte Rey, os tratamentos com os isolados 29 e MQT16M1
ndo foram significativamente diferentes entre si. Outros isolados apresentaram valores

intermediarios de controle do mofo cinzento.

Tabela 1 — Indice de doenca (%) em pseudofrutos de morango das cultivares Albion, San
Andreas e Monte Rey inoculados com bactérias endofiticas de morango
selecionadas in vitro para a promocao indireta de crescimento.

Tratamento Cultivares
Albion San Andreas Monte Rey
Controle 93,75b 95,83 b 87,50b
24 89,58 b 10,41 ab 10,42 ab
26 64,58 ab 14,58 ab 10,42 ab
29 29,16 a 6,25 a 8,33 a
65 58,33 ab 22,91 ab 16,67 ab
132 68,75 ab 22,91 ab 12,5 ab
MQT16M1 50,00 ab 14,58 ab 6,25 a

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Dunn
a 5% de probabilidade.

Ensaios in vivo evidenciam o controle de mofo cinzento por bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Em plantas de videira, Andreolli et al (2019) observaram reducéo de até
88% da intensidade da doenca. Donmez et al (2011) observaram diminuicdo do crescimento
micelial de Botrytis cinerea e da germinacdo de conidios da mesma espécie em pseudofrutos
de morango apds inoculacdo de bactérias do género Bacillus.

Em experimentos in vivo com pepino e morango, Kim et al (2013) observaram que
diferentes isolados bacterianos expressaram diferentes potenciais de controle de Botrytis

cinerea, chegando a 62,5 e 84% para pepino e morango, respectivamente. Nesse mesmo
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trabalho, o controle de mofo cinzento observado em tratamentos com inoculacdo de bactérias
foi equiparado ao controle da doenca no tratamento com aplicagéo de fungicida.

Outros trabalhos evidenciam que a exposicdo de plantas de morangueiro a compostos
volateis de bactérias da espécie Bacillus methylotrophicus ocasionou atraso na infeccdo de
plantas por Botrytis cinerea, bem como a diminui¢do do tamanho de lesdes ocasionadas pelo
fungo em peciolos e diminui¢cdo do numero de peciolos necrosados em plantas (VICENTE-
HERNANDEZ et al., 2018).

Gao et al (2018) relatam que o controle de Botrytis cinerea em folhas e frutos esta
principalmente relacionado a danos a integridade da membrana plasmatica do fitopatégeno.
Além da alteracdo da permeabilidade e integridade da membrana plasmatica, Zhao et al
(2018) descrevem o controle de B. cinerea por outros microrganismos como resultante da
fragmentacdo do DNA, desintegracdo da estrutura celular, despolarizacdo da membrana
mitocondrial e aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio nas células.

Entretanto, além da producdo de compostos antifungicos, bactérias promotoras de
crescimento podem controlar o crescimento de fungos fitopatogénicos in vivo por outros
mecanismos, 0s quais envolvem competicao por espaco e nutrientes (HAIDAR et al., 2016),
producdo de [-1,3-glucanase, quitinase, celulase, pectinase e outras enzimas liticas
(QUECINE et al., 2012; GEORGE et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016), acido cianidrico
(AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008; RODRIGUES et al., 2016), sider6foros (FELESTRINO
et al., 2017).

Ensaios futuros visando o controle bioldgico de mofo cinzento em pseudofrutos pela
inoculacédo de bactérias promotoras de crescimento em mudas e na fase de floracdo devem ser
realizados. Nesse caso, é possivel que, aléem dos mecanismos citados, bactérias sejam capazes
de induzir a defesa vegetal, como ja relatado em outros ensaios (QUECINE et al., 2012; DU
et al., 2016; VICENTE-HERNANDEZ et al., 2018; ELIAS et al., 2018). Du et al (2016),
observaram mudancas no proteoma de plantas de pepino apos a inoculacdo com Paenibacillus
polymyxa, sendo as mesmas relacionadas a sintese de proteinas relacionadas a tolerancia a
estresse oxidativo, estimulo ao metabolismo energético (provavelmente para estimulo do
crescimento vegetal e resisténcia ao patdgeno) e estimulo a sintese de jasmonato,
normalmente relacionado a resposta de defesa das plantas quando interagem com
fitopatdgenos. Quecine et al (2012), observaram a sintese de enzimas quitinases e
endoglucanases por tecidos radiculares de plantas ap6s a inoculagdo com bactérias promotoras
de crescimento. Experimentos de evolugdo experimental de bactérias que desenvolvem

interac6es harménicas com plantas tém demonstrado que muitas, ainda que apresentem genes
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relacionados a promocdo de crescimento, ainda incitam reacfes de defesa da planta. Esses
mesmos experimentos tém demonstrado que ao longo da evolugdo desses microrganismos, a
inducdo de respostas de defesa das plantas no momento da infecgdo torna-se apenas mais
branda e regulada, ndo sendo perdida (MARCHETTI et al., 2010; MARCHETTI et al., 2014).

4 CONCLUSAO

Conclui-se que isolados de bactérias promotoras de crescimento em plantas, obtidos a
partir de folha e raiz de morangueiro apresentam diferentes potenciais de controle de Botrytis
cinerea, destacando-se os isolados 24, 26, 65, 132, MQT16M1, sobretudo, o isolado 29, tanto

in vitro quanto in vivo.
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