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RESUMO

ROZO, Fernando Antonio Moreno, Bk, Universidade Federal de Vicosa, novembro de
2017. Isolamento, caracterizacdo e selecdo de bactérias diazotroficas em tomateiro
Orientadora: Lilian Estrela Borges Baldotto. Coorientadores: Adilson de Castro Antdnio e
Marihus Altoé Baldotto.

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e dentro deste grupo as
diazotroficas, tém sido testadas para diversas culturas, tendo diferentes resultadasudeente
influéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas, os resultados podem ser positivos,
negativos ou nao ter resposta com significancia estatistica. Dentro dos efeitos mais procurados
estdo a influéncia destas no fornecimento de nutrientes. O tomateiro € uma cultura
amplamente plantada no Brasil e no mundo, seu consumo faz parte da dieta didria da maioria
da populacéo e para sua producéo é necessario elevado aporte de fertilizantes. A producao de
mudas é uma etapa importante do cultivo de tomate e hipotetiza-se que as BPCP possam
auxiliar no crescimento e nutricdo dos tomatgiEste trabalho objetivou isolar, caracterizar

e selecionar bactérias promotoras de crescimento de plantas que tenham sinergia como a
cultura do tomateiro. Os trabalhos foram conduzidos na Universidade Federal de Vigosa,
CampusFlorestal. Para o isolamento das bactérias amostras de 10g de cada érgéo da planta
(raiz, caule, folha) foram coletadas de tomateiro, trituradas emL9@e solucdo salina e
realizado diluicdo seriada de 1@ 10°. De cada uma das diluicdes, aliquotas de 100 pL
foram colocadas em triplicata em frascos de penicilina de vidro contendo 0s meios
semissolidos isentos de nitrogénio: NFb, JNFb, JMV, JVMM, JMVL, LGI e LGIP, NFbM e
LGIM. A quantificacdo das bactérias presentes nos meios de cultivo foi realizada pela técnica
do numero mais provavel (NMP). As colbnias resultantes foram caracterizadas de acordo com
a morfologia das células (forma e coloracdo de Gram) e as caracteristicas das colénias (forma
cor, tamanho, elevacdo, bordo, superficie, mucosidade). Para identificacdo do carater
solubilizador de fosfato, os isolados cresceram em meio de cultura sélido contendo fosfato de
calcio. A avaliacao da solubilizacéo de fosfato foi feita por meio do valor do halo translucido
que se forma em torno das colénias bacterianas solubilizad®aas.identificacdo do
potencial de sintese de compostos inddlicos as bactérias foram crescidas em placas de Petri
contendo meio sdlido de triptona de soja suplementado com triptofano, e cobertas por
membrana de nitrocelulose. A membrana foi coletada, e posteriormente adicionado reagente
Salkoswski e incubadas no escuro. A formacao do halo rosa no local onde havia col6nia foi 0
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indicador da sintese de indol. A avaliacdo das bactérias com potencial de solubilizagdo de
oxido de zinco foi realizada por meio do crescimento bacteriano em placas de Petri com meio
de cultura sélido contendo 6xido de zinco e posterior avaliacdo do halo de solubilfzacéo.
promocado do crescimento de plantas pelos isolados foi avaliada por meio da inoculagédo em
mudas de tomateiro do cultivar San Marzano, senseaaabandejas de plastico de 128
células com substrato fibra de coco. A inoculagdo das mudas foi feita 17 dias apds semeadura,
cada planta recebeu 1 mL de meio DYGS contendo as bactérias selecionadas e o controle
recebeu apenas o mesmo meio autoclavado. A adubacédo das mudas foi feita com solucao de
Hoaglan a 75%. As mudas foram colhidas aos 35 dias ap6s semeadura e feita a medicao das
variaveis volume da raiz, diametro do caule, altura de inser¢cdo dos cotilédones, altura da
muda, relacao altura da muda e diametro do caule, nimero de folhas, matéria fresca e seca da
raiz, da parte aérea e total. Foi calculado o indice de qualidade de Dickson. O® teores
conteudos de N, P e K das mudas de tomateiro foram determinados. No total, foram obtidos
29 isolados de bactérias diazotroficas dos tecidos de plantas de tomate do cultivar Grazianni
com o uso de diferentes meios de cultivo isentos de nitrog@nilistribuicdo de bactérias
diazotréficas mostrou-se equitativa no corpo da planta sendo 45% isolado na parte aérea e
55% na raiz. Dos 29 isolados, 12 solubilizaram fosfato de calcio, 23 solubilizaram 6xido de
zinco e dois sintetizaram indol, molécula precursora das auxinas. Nas mudas de tomateiro, 12
isolados incrementam o teor de P e 6 aumentaram o conteudo de K. Comparadas as média
das variaveis numero de folhas, volume da raiz, matéria fresca da raiz, matéria seca da raiz,
matéria fresca totad altura da muda, ndo apresentaram diferencas estatisticas para o teste de
Scott Knott & 5% de probabilidade. Para as varidveis matéria fresca da partenatiea

seca da parte aérea e matéria seca total as analises ematiststraram diferencas
significativas entre as médias, entretanto o controle estava contido dentro do grupo com
melhor desempenho, indicando que as bactérias ndo tiveram efeito no acréscimo destas
variaveis nas condicdbes do ensaio. Conclui-se que diferentes estirpes de bactérias
diazotroficas habitam naturalmente plantas de tomate, sdo capazes de solubilizar fosfato de
calcio, oxido de zinco, sintetizar indol, e promover incrementos nos teores de P e K em mudas

de tomateiro.
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ABSTRACT

ROZO, Fernando Antonio Moreno, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2017.
Isolation, characterization and selection of diazotrophic bacteria in tomato plants
Advisor: Lilian Estrela Borges Baldotto. Co-advisers: Adilson de Castro Antdnio and Marihus
Altoé Baldotto.

Plant growth promoting bacteria (BPCP) and within this group the diazotrophic, having
different results in view of their influence on plant growth and development, the results may
be positive, negative or have no response with statistical significance. Among the most sought
after effects are their influence on nutrient supply. The tomato is a widely cultivated crop in
Brazil and in the world, its consumption is part of the daily diet of the majority of the
population and for its production it is necessary a high supply of fertilizers. The production of
seedlings is an important step in the cultivation of tomatoes and it is hypothesized that BPCP
can assist in the growth and nutrition of tomato plants. This work aimed to isolate,
characterize and select plant growth promoting bacteria that have synergy as the tomato crop.
The works were conducted at the Federal University of Vicosa, Campus Florestal. For the
isolation of the bacteria samples of 10g of each organ of the plant (root, stem, leaf) were
collected from tomato, ground in 90 mL of saline solution and serial dilutions“folD0°.

From each of the dilutions, 1QQ. aliquots were placed in triplicate in glass penicillin flasks
containing the nitrogen-free semi-solid media: NFb, JNFb, JMV, JVMM, JMVL, LGI, LGIP,
NFbM and LGIM. Quantification of the bacteria present in the culture media was performed
by the most probable number technique (MPN). The resulting colonies were characterized
according to the cell morphology (shape and color of Gram) and the characteristics of the
colonies (shape, color, size, elevation, border, surface, mucus). To identify the phosphate
sdubilizing character, the isolates were grown in solid culture medium containing calcium
phosphate. The evaluation of the phosphate solubilization was done through the diameter of
the translucent halo that forms around the bacterial solubilizing colonies. To identify the
potential for synthesis of indole compounds, the bacteria were grown in Petri dishes
containing tryptican-supplemented soybean tripticasein solid and covered with nitrocellulose
membrane. The membrane was collected, and subsequently added Salkoswski reagent and
incubated in the dark. The formation of the pink halo at the colony site was the indicator of
indole synthesis. The evaluation of bacteria with zinc oxide solubilization potential was
carried out by means of bacterial growth in Petri dishes with zinc oxide-containing solid
culture medium and subsequent evaluation of the solubilization halo. The promotion of plant

growth by the isolates was evaluated by inoculation in tomato seedlings of the cultivar San
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Marzano, seeded in plastic trays of 128 cells with substrate coconut fiber. The inoculation of
the seedlings was done 17 days after sowing, each plant received 1 mL of DYGS medium
containing the selected bacteria and the control received only the same autoclaved medium.
The fertilization of the seedlings was done with Hoaglan solution at 75%. The seedlings were
harvested at 35 days after sowing and the variables were measured: root volume, stem
diameter, height of cotyledon insertion, height of seedling, height of seedlings and stem
diameter, number of leaves, fresh matter and dry root, shoot and total dry matter. The Dickson
quality score was calculated. The contents and contents of N, P and K of the tomato seedlings
were determined. In total, 29 isolates of diazotrophic bacteria from the tissues of tomato
plants of the Grazianni cultivar were obtained with the use of different nitrogen - free culture
media. The distribution of diazotrophic bacteria was shown to be equal in the body of the
plant being 45% isolated in the aerial part and 55% in the root. Of the 29 isolates, 12
solubilized calcium phosphate, 23 solubilized zinc oxide and two synthesized indole, the
auxin precursor molecule. In the tomato seedlings, 12 isolates increased the P content and 6
increased the K content. Compared to the mean number of leaves, root volume, root fresh
matter, root dry matter, total fresh matter and seedling height, did not present statistical
differences for the Scott Knott test at 5% probability. For the variables fresh matter of aerial
part, shoot dry matter and total dry matter the statistical analyzes showed significant
differences between the means, however the control was contained within the group with
better performance, indicating that the bacteria had no effect in the addition of thakkesa

under test conditions. It is concluded that different strains of diazotrophic bacteria naturally
inhabit tomato plants, are able to solubilize calcium phosphate, zinc oxide, synthesize indole,
and promote increases in the levels of P and K in tomato seedlings.
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1. INTRODUCAO

Estimase que a demanda por alimentogdtam incremento de 50%m 2050 (FAO, 2009),
sendo necessaria a inclusdo de novas tecnologias na producdo de alimentos que possam

permitiraproducéo sustentavel frente a demanda crescente (BUAINAIN et al., 2016).

A produtividade das culturas tem aumentado devido as melhorias no ambito genético, seja
com a tolerancia a pragas e doencas ou com o incremento da capacidade produtiva. Com o
aumento da produtividade acontece na mesma direcdo o incremento do uso de fertilizantes,
especialmente os nitrogenados, cujo acréscimo é estimado ethkg Jor and SCHMER,

2014). No entanto, cerca do 60% do fertilizante nitrogenado sintetizado ndo € absorvido pelas
plantas, a maior parte disso lixisapara as aguas subterraneas (TKACZ & POOLE, 2015).

A interagdo entre plantas e microrganismos tem sido estudada para diferentes mecanismos de
acdo. Os microrganismos podem disponibilizar nutrientes (nitrogénio, fésforo, potassio, zinco
entre outrosk sustancias promotoras de crescimento como fitohorménios ou desfavorecer o
crescimento de patégenos, assim como permitir o correto desempenho das culturas em
ambientes desfavoraveis como baixas temperaturas, altos conteldos de sais entre outros
(ANTOUN, 2012; KUMAR; MANIGUNDAN; AMARESAN, 2017.

Estes tipos de interacdes permitem melhor desempenho dos agroecossistemas, conseguindc
produzir alimentos com menor demanda de fertilizantes e outros agroquimicos (BASHAN,
2014; CHEN et al., 2014). Além disso, diminui a demanda energética para a producao de
alimentos e assim, aumenta a sustentabilidade no aproveitamento dos recursos naturais
(GYANESHWAR, 2002).

O efeito das bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) tem sido testado para
diferentes culturas de interesse agricola. Diferentes autores relatam o efeito dasaBPCP n
cultura de tomateiro, tendo resultado positivo no desenvolvimento desta (SZILAGYI-
ZECCHIN et al.,, 2015; ABDALLAH et al., 2016; SANCHEZ, 2012; BARRETTI et al,
2008).

A cultura de tomate é amplamente difundida no mundo e plantada em pelo menos 20 paises.
A producdo mundial foi registrada pela FAO entre os anos de 2013 e 2014 perto de 110
milhdes de toneladas. No Brasil, estima-se que 57 mil hectares sejam plantados com esta
cultura. Segundo SECRETARIA DE ESTADO DE AGRICULTURA, PECUARIA E
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ABASTECIMENTO DE MINAS GERAIS (2016) a producao superou 4 milhdes de toneladas
em 2014, sendo os estados de S&o Paulo e Goias os principais produtores.

Segundo Deleo, De Souza e Paranhos (2016) o custo de producdo de um hectare de tomateirc
para consumo em mesa, pode chegar aos 100 mil reais no Brasil, e o custo dos fertilizantes
pode chegar a 14% do total do investimento. Sendo o nitrogénio, potdssio e fosforo os
nutrientes de maior demanda por parte da cultura e constituem 84% do teor total dos
elementos na planta necessarios para o correto crescimento e obtencéo de alta produtividade
(MACHADO, 2014).

O nitrogénio é um nutriente essencial para o desenvolvimento das plantas, faz parte da
estrutura das proteinas e da estrutura de muitos metabolitos primarios e secundarios. E o
nutriente de maior demanda dentro da planta e sua deficiéncia ocasiona perdas na
produtividade das culturas (DE ARAUJO & DE CARVALHO, 2009). No tomateiro

inadequado suprimento deste nutriente ocasiona diminuicdo no crescimento, susceptibilidade

a doencas e quedas no processo fotossintético (ABBAMONDI et al., 2016).

O fésforo € um dos nutrientes limitantes na producédo de culturas em solos tropicais, devido
sua alta taxa de fixacdo no sistema solo (PASTOR et al.,.280ptpducao de fertilizantes
fosfatados tem como fonte principal o processamento industrial das rochas, cujo processo
possui restricdes ambientais devamuso de diferentes produtos quimicos residuais, assim
comoasustentabilidade para seu abastecimento (GRUEN et al., 2014).

Sao multiplos os trabalhos desenvolvidos com sucesso entorno do descobrimento de novos
microrganismos que formam sinergias positivas com as plantas de interesse agronémico no
fornecimento de foésforo e nitrogénio. Porém, poucas sédo as espécies de microrganismos que
solubilizam formas complexas de fosfatos (BASHAN et al., 2013), incrementado o interesse

por trabalhos que possam aportar conhecimento nestes aspetos.

Em diferentes trabalhos autores relatam a identificagdo de bactérias que awxiliam
incremento da produtividade no tomateiro, detectando melhoria no incremento do nimero de
frutos, na area fa@r, namaéria seca e numero de folhas, assim evidenciando a capacidade de
consorcio do tomateiro com as BPCP (CERQUEIRA et al.,, 2015; CHEN et al., 2014;
DAMASCENO, 2011; ENYA et al., 2007).



O presente trabalho pretende contribuir com informagdes sobre novos isolados de bactérias
promotoras de crescimento de plantas do tomateiro, identificando sinergias entre o tomateiro e

estirpes de bactérias que melm@crescimento da planta e o acumulo de nutrientes.

2. HIPOTESES

Bactérias diazotréficas habitam eventualmente a parte aérea e raizes de terpatstem
habilidade de solubilizar fosfato, solubilizar 6xido de zinco e sintetizar indol. Quando essas
bactérias sdo isoladas e inoculadas em mudas de tomate podem promover o crescimento,

assim como acréscimos nos teores e contetdos de nitrogénio, fosforo e potassio.



OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Isolar, caracterizar e selecionar bactérias promotoras de crescimento de plantas de

tomate.

3.2. Objetivos especificos

Isolar bactérias fixadoras de nitrogénio de plantas de tomate.

Avaliar a solubilizacdo de fosfato, 6éxido de zinco e sintese de indol pelos ssolado
bacterianos.

Caracterizar a morfologia celular e das col6nias dos isolados bacterianos.

Avaliar o crescimento e nutricdo das mudas de tomateiro em resposta a inoculacédo dos

isolados bacterianos.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. A Cultura do Tomateiro

O tomate $olanum lycopersicuiin) € uma planta perene originaria do continente americano
O tomate pertence a familia Solanaceae, desta familia fazem parte outras culturassde inte
para humanidade como as bataslgnum tuberosumpimentdo Capsicum annuujnentre
outras (SELEGUINI; SENO; JUNIOR, 2007; CERQUEIRA et al., 2015). Segue abaixo a
classificacdo botanica do tomateiro (SANCHEZ, 2012):

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem Tubiflorae

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Espécie Solanum lycopersicum (Sindnimos:Lycopersicon esculentym
Nome comum: tomate, tomateiro

O tomateiro € amplamente cultivado no mundo, sendo a China o principal produtor, com uma
producdo de 160 milhdes de tonekdsn 2012 (FAO, 2015)0 Brasil, no mesmo ano

produziu 3,9 milhdes de toneladas do tomate (IBGE, 2016). O estado de Sdo Paulo contribuiu
com 20,1 % da producéao total de tomate, seguido pelo estado de Minas Gerais comd7,7 % e

regiao Centro Oeste com 16,1 % do total da producéo para o ano 2015 (IBGE, 2016

O tomate faz parte da dieta alimentar diaria da maioria da populacao brasileira sendo uma das
hortalicas mais industrializasiausado na producdo de molhos, Ketchup e extratos, além de
empregar grandes contingentes de mao de obra (DAMACENO, 2011). A composi¢cao
nutricional do tomate pode ser observada na tabela 1 (SANCHEZ, 2012



Tabela 1.Composicao da matéria fresca do tomate por 100 gramas de tomate fresco.

Elementos Quantidade
Agua 93¢
Proteina 0,99
Gordura 0,19
Calorias 23Kcal
Carboidratos 3,39
Fibras 0,89
Faosforo 19mg
Calcio 7 mg
Ferro 0,7mg
Vitaminas A 1,100 UI
Vitaminas B1 0,05 mg
Vitaminas B2 0,02 mg
Vitaminas C 20mg
Niacina 0,6mg

Fonte: Sachez (2012)

Segundo Sanchez (2012) a planta apresenta dois tipos de crescimento: determinado e
indeterminado. No tipo indeterminado, o caule das plantas atinge mais de 2,5 m de altura,
acontece na maioria das cultivares apropriadas para a producdo de frutos para mesa,
necessitando de tutoramento e poda. Neste tipo de planta, a dominancia da gema apical ocorre
sobre as gemas laterais que tem menor desenvolvimento. J4 o crescimento no tipo de habito
determinado, as hastes atingem no maximo 1 metro de altura, o desenvolvimento € menos
vigoroso que o tipo indeterminado. Os cultivares de habito determinado geralmente séo
destinados a producdo de matéria prima para a agroindistria (SELEGUINI; SENO; JUNIOR,
2007).

Para o correto desenvolvimento da cultura do tomateiro e para assegurar a completa
maturacdo dos frutos, necesstade temperaturas diurnas entre 20 a 25 °C e no periodo
noturno entre 11 a 18 °C. Temperaturas acima de 35 °C e temperaturas muito baixas acarretam
problemas na frutificacdo, como diminuicdo da fecundacédo e queda acentuada de flores e
frutos (MEDEIROS et al., 2013).

A producao de mudas € uma das principais etapas da cultura de tomate, pois o desempenho
final das plantas no campo depende do uso de propagulos de qualidade, uma vez que esse
fator influencia positivamente a precocidade, producéo total e tamanho dos frutos (OVIEDO,

2007 MEDEIROS et al., 2013). O sistema de producdo de mudas pode reduzir o tempo para
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a formacéo das mesmas e proporcionar maior controle sobre alguns aspetos como fertilizagéo,

controle de doencgas e pragas (OVIEDO, 2007).

Dentre os fatores que afetam diretamente a qualidade das mudas estdo o tipo de recipiente
(SILVEIRA et al., 2002), substrato (COSTA et al., 2015) e qualidade da aguagdedo
(MEDEIROS et al., 2013).

Alguns dos principais critérios usados para a escolha de bandejas multicelulares na producgéo
de mudas de tomate sdo o volume do recipiente, tipo e qualidade do substrato, idade de
transplante e controle ambiental, estes critérios tém influéncia direta no desenvolvimento da
muda (MEDEIROS et al., 2013).

Na primeira etapa da producdo de mudas tem a semeadura que consiste no processo de
colocar as sementes dentro das células das bandejas de producdo que ja contém o substratc
Para esta parte é importante ter em conta os processos fisiol6gicos relacionados com o vigor
germinacao da semente (SILVEIRA et al., 2002).

A qualidade da agua esta relacionada com os conteudos de sais, microrganismos e solidos
soltveis. Os diferentes contetdos descritos devem ser analisados na etapa inicial da producéo

ja que a &gua é o insumo mais usados durante a producdo de mudas (GUSMAO et al., 2006).

Outro fator importante durante a producéo de mudas de tomate é o substrato, responsavel pelo
sustento da raiz e fornecimento de nutrientes para o correto desenvolvimento da planta. Os
aspectos fisicmdo substrato como a capacidade de retencdo de agua e a permeabilidade, em
conjunto com o0s aspectos quimicos e biolégicos sdo avaliados para proporcionar adequado
crescimento das mudaSAMPAIO et al., 2008).

Com os altos custos das sementes de tomate, os agricultores esperam que cada semente s
converta em uma muda, para que isto seja possivel o produtor deve adotar diferentes acdes
como, por exemplo, verificar a qualidade das sementes da agua, a qualidade do substrato

manter a temperatura dentro dos parametros 6timos para a cultura (OVIEDO, 2007).

Os nutrientes minerais podem influenciar os niveis de alguns compostos organicos nas plantas
devido a influéncia que exercem sobre 0s processos bioquimicos ou fisiol6gicos, tais como
atividade fotossintética e taxa de translocacao de fotoassimilados (FERREIRA, 2006). Desta
forma uma inadequada adubacdo ocasiona queda na capacidade produtiva da planta, assim
como baixa capacidade de resposta dos mecanismos de defesa e seu relacionamento con

microrganismos benéficos (BAIS et al., 2006).



O nitrogénio é o elemento de maior demanda metabdlica na planta, no processo de adubacgéo
deve se levar em conta as formas moleculares que sao disponibilizadas para a cultura para
evitar perdas (ZUBA, 2011). Segundo Ferreira (2013), a qualidade dos frutos do tonmeateiro e
maior eficiéncia fotossintética influenciada pela disponibilidade de nitrogénio durante o

desenvolvimento da cultura.

Leite et al. (2003), em um ensaio com diferentes doses de nitrogénio e potassio encontrou que
as aplicacOes destes elementos em doses superiores a 200 mg do elemento por quilograma de
solo, tem um efeito positivo sobre a area foliar, nimero de cachos e niamero de flores. Assim,
0 nitrogénio tem relacdo estreita com o desenvolvimento da altura da planta, area foliar e

maior producéo de frutos.

O tomateiro pode ser atacado por diversos tipos de fungos, bactérias e nematéides que
restringem sua producdo. As principais pragas e doencas do tomate sdo: Nematoides
Meloidogyne incognita, M. javanicayl. arenaria, M. hapla.Fungos:Alternaria solanj
Phytoptora infestansSeptoria lycopersiciStephylium solaniLeveillula taurica anamorfo
Oidiopsisi haplophilli, O. sicula- anamorfoOidum lycopersiciouQ. neolycopersigiBotrytis

cinérea, Fusarium osisporum f.sp Lycorpersici, Verticillum albo-atrum, Verticilliem dahliae,
Sclerotium rolfsii. Bactérias: Ralstonia solanacearum, Pectobacterium ,spickeya spp
Clavibacter michiganensis subps. Michiganeng@nthomonas sppPseudomonas syringae

pv. tomatoe Pseudomonas corruga{@&IORINI et al., 2010; LOOS et al., 2004IDA et al.,

2004; SILVA et al., 2007).

4.2. Inoculantes

A definicdo de inoculante para o Brasil foi feita pela lei 6.894 de dezembro de 1980: produto
que contém microrganismos com atuacdo favoravel ao crescimento de plantas. As
caracteristicas desejaveis do inoculante sdo: abranger o crescimento do microrganismo,
abranger o numero de células microbianas necessarias em condi¢cOes fisiologicas otimas
durante o tempo a ser armazenado, ndo ser toxico para a planta e ndo ser toxico para 0 meio
ambiente (BASHAN et al., 2014).

No mercado sdo encontrados inoculantes do tipo solido, liquido ou oleoso, sendo a turfa o

veiculo de inoculacdo solido mais usado pelas caracteristicas que esta oferece, como
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capacidade de retencdo de umidade, atoxidade, facil manipulacdo, tamponamento do pH e
baixo custo (BASHAN et al., 2014; SILVA, 2000

No Brasil, os métodos para avaliar a qualidade dos inoculantes consideram o0s critérios
estabelecidos nas instru¢6es normativas numero 30 de 12 de novembro de 2010 e numero 13
de 24 de marco de 2011 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, MAPA. Os
principais critérios estabelecidos dentro da normativa estdo: que os produtos contenham
organismos fixadores de nitrogénio para simbiose com leguminosas sejam quantificados pela
técnica de contagem em placa por espalhamento em meio de cultura 79 e presente na
concentracdo minima de 1,0 x°1fnidades Formadoras de Col6nia (UFC). Para os demais
inoculantes formulados com microrganismos promotores de crescimento e bactérias

associativas, a concentracao devera ser infiautharante o processo de registro.

No caso da avaliagdo de produtos que contenham numero elevado de contaminantes, a
contagem de UFC pode ser feita em meio 79 acrescidos com antimicrobianos
(actidione/cilcohexamida), que permitem o crescimento de rizobios e inibem o crescimento de
contaminantes (BARBOSA, 2014).

A sobrevivéncia das bactérias no inl@ote pode ser afetado por fes@como a umidade, pH

e temperatura, 0s quais sao ou estdo ligados com as caracteristicas quimicas e fisicas do
veiculo de inoculacdo. Além disso, a sobrevivéncia das bactérias pode ser afetada pela
presega de metais como molibdénio que entrando em contato com o0 inoculante pode
incrementar a viabilidade o numero de células das BPCP no inoculante, assim como a
nodulacdo e a fixacdo biologica de nitrogénio (GUIMARAES; BALDANI; JACOB-NETO
2014).

4.3. Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) estdo presentes no solo e nas
plantas, podem ser do tipo endofiticas ou epifitas, tem a condi¢cdo de ndo patogénicas e atuam
com diferentes mecanismos que ajudam a promover o crescimento das plantas de forma direta
ou indireta (ADESEMOYE; OBINI; UGOJI, 2008; AHEMAD & KIBRET, 2014; ANTOUN

2012; BASHAN et al., 2014; BASHAN et al., 2013; BEHERA et al., 2014).



A condicdo de bactéria endofitica ou epifitica esta relacionada com agardsesrganismo

dentro ou nédo, dos tecidos da planta sem ocasionar dano visivel, de tal maneira quepara
organismos endofiticos posam ser isolados dos tecidos vegetais, com desinfecdo previa
superficial (HALLMANN et al., 1997).

As BPCP possuem dois tipos de mecanismos de acdo quanto a promog¢édo do desenvolvimento
nas plantas: direto e indireto. Segundo Barretti (2008) o estimulo do crescimento das plantas é
direto quando o microrganismo produz fitaménios ou substancias analogas destes

reguladores de crescimento capazes de estimular o ganho de massa na planta.

Para Dos Santos et al., (2017) o efeito direto esta relacionado com a melhoraria na absorcéo
assimilacdo dos nutrientes, devido a producdo de sustancias como sideréforos que podem

incrementar o fésforo disponivel na regido radicular, assim como outros nutrientes.

Quando o efeito € indireto, o crescimento é promovido pela reducdo na populacdo de
microrganismos patogénicos, ou seja, pelo controle biolégico destes inimigos naturais das
plantas, por meio da produgcdo de antibidticos, bem como de outros mecanismos de
competicdo (DAMASCENO, 2011; ENYA et al., 2007).

Os efeitos positivos no crescimento das plantas tém sido estudados, sdalgles séo:
aumento da area foliar, altura da planta, diametro do caule, nimero de folhas e matéria seca
da parte area e das raizes, reducdo do tempo de aclimatizacdo e maior solared@genc
mudas, controle de doencgas, aumento de produtividade, aumento no teor de nutrimentos como
nitrogénio, fosforo e potassio (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015).

As principais BPCP sdo encontradas nos gércimgetobacter, Acetobacter, Agrobacterium,
Azospirillum, Azomonas, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Enterobacter,
Flavobacterium, Herbaspirilum, Klebsiella, Mesorhizobium, Ochrobactrum, Paenibacillus,
Proteus, Pseudomonas, Psychrobacter, Ralstonia, Rhizobium, Rhodococcus, Serratia,
Stenotrophomonas, Streptomyces, Variovorax, Xanthomoeasge outros (SOUZA,
AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015; AHEMAD & KIBRET, 2014).

No conceito de eficiéncia na utilizagdo de nutrientes, Barf2®08) identifica como o
processo ou processos nos quais as plantas absorvem, translocam, acumulam e utilizam
melhor um nutriente paraes desenvolvimento. As BPCP tem sido testadas procurando
incrementar a assimilacdo de nutrientes em quanto estas se consorciam com diferentes
culturas (WARWATE et al., 2017; BEHERA et al., 2014).

10



4.3.1. Bactérias promotoras de crescimento de plantas no tomateiro

As BPCP promovem a maior concentracdo de elementos nutricionais nas plantas de
tomateiro, Barretti (2008) verificou que BPCP incrementaram as concentracdes de nitrogénio

fésforo, potassio, calcio, magnésio, cobmnco na parte area de plantas de tomate.

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento tem sido testado no incremento de teores
de clorofilaa e b obtendo bons resultados em mudas de tomateiro e uma relacdo direta entre a
concentracdo (UFC panL) e o incremento das clorofilas (SZILAGYI-ZECCHIN et al.,
2014).

Abdallah et al., (2016) isolaram 7 cepas de bactérias endofitidisat@na glaucaas quais

foram testadas para o controle da doenga ocasionada por Fudanganym oxysporum f.

sp. Lycopersigi e promogédo do crescimento em mudas de tomate. Dois isolados tiveram
resposta estatistica significativa no incremento da matéria fresca da raiz e da parte aérea
comprimento da planta e controle da severidade da doenca quando comparados com o

controle.

Sanchez (2012) observou aumento no numero dadeltle frutos, além da concentracdo de
fésforo com uso de BPCP isoladas $i@lanum tuberosura Nicotiana glauca As BPCP
foram testadas previamente no meio seletivo com fosfato tricalcio como Unica fonte de

fosforo.

Bactérias endofiticas foram testadas por Barretti et al., (2008), para a inibigéim de
Ralstonia solanacearunma cultura de tomate, os autores verificaram que dois isolados

promoveram o crescimento das plantas de tomate, além da inibicdo do patégeno.

Adesemoye; Obini; Ugoji, (2008), avaliando cepasPdeudomonas aeruginogaBacillus

subtilis na promoc¢édo do crescimento de tomateiro observaram reducdo do numero de dias
para a obtengdo do primeiro fruto, bem como nas varidveis matéria fresca e comprimento da
raiz em comparagdo ao controle. Os autores ndo encontraram diferenca estatistica nessas
variaveis entre os génerddseudomonag Bacillus concluindo que para as condi¢cdes
experimentais esses géneros promovem o crescimento do tomateiro de maneira

indiferenciada.

11



Enya et al., (2007) ao isolar bactérias das folhas de tomateiro em dois ambientes de producao
estufa e campo - encontraram dif@y@estatisticas no tamanho das populacdes de bactérias

em relacdo com a idade das folhas, assim como, diferenca do tamanho das populacfes de
bactérias entre as plantas de tomate plantadas em estufa e em campo. Os tamanhos da:s
populacdes de bactérias foram maiores nas plantas semeadas em campo quando comparada
com as plantadas em estufa agricola. Os géneros de bactérias mais encontrados nas folhas d
tomate tanto na estufa como no campo foBacillus, Pseudomonas, Curtobacteriten

Sphingomonas.

Avaliacédo deBacillus subtilisna promoc¢éo do crescimento de tomat&irgealizada por De
Araujo & Carvalho (2008 encontrando quB. subtilisconseguiu incrementar a biomassa d
parte aérea, massa total de frutos e nimero de frutos maduros, quando comparado com a

testemunha.

A diminuicdo nos impactos do estresse por baixas temperaturas (6 e 9 graus @Igus -°
salinidade em tomateiro, como efeito da reducdo na acumulacdo de peroxido de hidrogénio
(H202) e malonaldeido (MDA) moléculas relacionadas com a atividade oxidativa dos tecidos
em condicdes de estresse, foram relacionados com acédo de BPCP e com a cagstatade d
na producdo de ACC (1-aminociclopropano-1l-carboxjildeaminase (CHEN et al., 2014;
MAYAK et al., 2004).

4.4. Fixacao biologica de nitrogénio (FBN)

O nitrogénio compde 78% da atmosfera, o qual pode ser fixado e disponibilizado para as
plantas usando os mecanismos do processo bioldgico conhecido como Fixacéo Biolégica do
Nitrogénio (FBN) (DIVITO & SADRAS, 201%

A FBN é um evento natural que se caracteriza pela transformagéo do nitrogénio atmosférico
gue esta na forma deem NH, este processo permite passar de uma forma néo assimilavel
para as plantas a uma forma de nitrogénio assimilavel. Essa transformacao € possivel pelo fato
gue alguns microrganismos do solo -entre eles as bactérias- possuem mecanismos que
permitem o rompimento da tripla ligacdo do nitrogénio atmosférico por meio da acdo da
enzima nitrogenase, produzindo amom&i§) (HOFFMAN et al., 2013).
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A nitrogenaseé uma enzima presente nos microrganismos diazotréficos, principalmente
associada a reducdo de nitrogénio atmosférico a aménia, além disso, a nitrogenase pode

reduzir outras moléculas como acetileno (HOFFMAN et al., 2013).

A nitrogenase é composta por duas subunidades de proteinas, chamadas metal-proteinas
(moliproteina, vanadioprotein@ ferrroproteina) pelas caracteristicas quimicas e suas

dependéncias com os metais molibdénio, vanaftéao, respetivamente (EADY, 2003).

A presenca dos tipos de nitrogenase e sua atuacdo depende da auséncia dos metais. En
auséncia de ferro, as proteinas dependentes de molitel&aimadio estardo presentes e o
processo se repete para os diferentes cenarios. A atividade da nitrogenase pode ser inibida
pela concentracdo de oxigénio, presete nitrogénio na forma de amodnia, a disponibilidade

de energia na célula e idade fisiologica da célula (REBELEIN et al., 2014).

Os genes envolvidos na fixagcdo do nitrogénio sdo conhecidos como geregragen

fixing) responséveis pela transcricdo do complexo da enzima nitrogenase. Os mais conhecidos
sdao niD, nifK, nifH (SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013). No caso das bactérias
noduliferas os genes codificam para o complexo do nodo, e sdo conhecidos como genes nod,
dependendo do género da bactéria os genes poderdo ser genéricos ou especificos para ¢
reconhecimento hospedeiro-bactéria (DIXON & KAHN, 2004).

A fixacdo biolégica do nitrogénio pode ser efetuada pelas bactérias de vida livre ou
consorciadas chamadas também endofiticas, estes tipos de bactérias podem se associar con
plantas mono e dicotileddneas e promover o crescimento destas (SANTI; BOGUSZ,
FRANCHE, 2013). A FBN pode ser realizada por diferentes espécies de bactérias de forma
especifica para algumas plantas ou de forma livre sem ter uma relacdo estreita entre um tipo
de bactéria e uma planta, ou seja, estabelecendo diferentes graus de especificidade (IKEDA et
al., 2013).

A FBN precisa de energia inicial na forma de ATP (adenosina trifosfato) para que os
microrganismos possam desenvolver o processo em sistemas nao simbioticos, ou as bactérias
podem colonizar tecidos das plantas como ocorre no caso dos organismoscesdbste
processo de colonizacdo ocorre pela conducdo das bactérias ao rizoplano, atraidas pelos

exsudados da regido da rizosfera das plantas hospedeiras (DIXON & KAHN, 2004).
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4 .5.Bactérias solubilizadoras de fosfato

O fosforo € um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas, sua
disponibilidade nos solos geralmente € baixa devido aos diferentes processos de imobilizacao
que ocorrem neste. Para suprir as necessidades das plantas € necessério colocar grande
quantidades de fosforo no solo (SILVA & VIDOR, 2000). Depois do nitrogénio, o fosforo € o
segundo elemento mais requerido pelas plantas para seu crescimento e producao. O fosforo
faz parte das moléculas essenciais para a vida das plantas e animais como adenosina trifosfatc

(ATP), &cido desoxirribonucleico (DNA)fosfolipideos ANTOUN, 2012).

O fosforo (P) tem um ciclo complexo no ambiente terrestre, composto por alta diversidade de
formas. O cicloé compreendido pelas adicbes e perdas; as adicbes podem ocorrer de
diferentes formas: 1) pela via do P que esté presente nas plantas e animais liberado na matéria
organica, 2) pela liberacdo das rochas ao solo e 3) pelas adi¢cdes feitas com adubactes
(GONZALEZ et al., 201%

O fésforo no solo se encontra de diversas formas, as formas organicas dependem do teor de
matéria organica e a maior parte das formas inorganicas encontra-se como acido ortofosférico
(HsPQy) (KHAN et al.,, 2014). A presenca de uma espécie de fosfato no solo depende de
muitos fatores, como o pH, por exemplo: o acido indissociado s6 predomina em meios com
pH baixo, menor que 2,14 e o anion trivalenRGrdtem maior presara em valores de pH
superiores a 12,3. Por outro lado, as espécies mono e bivalentes sdo as que predominam nos
ambientes mas naturais, com valores de pH intermediarios (POSSO & DE PRAGER, 2017).

Dentro das diversas sinergias que acontecem no solo, alguns microrganismos dispdem as
formas inorgénicas (Ca-P, Al-P e Fe-P) de fosforo que podem ser aproveitadas pelas planta
no desenvolvimento do ciclo da vida, essas sinergias proporcionam melhores condi¢cdes para o
incremento da produtividade (SILVA & VIDOR, 2000). A acdo de solubilizar tem sido

associada principalmente a modificagdo do pH, que pode ser pela produgdo de &cidos

organicos ou incremento de prétons no meio (GYANESHWAR et al., 2002).

Além do anterior, o0 mecanismo de solubilizacdo de fosforo pode ser agrupado em: a)
utilizacdo de &cidos organicos como glucdnico, isovalérico, oxalico, tartaricanisa,
citrico, fumarico e butirico, diminuindo o pH do meio ou processos de quelacdo; b)

mecanismo de extsdo de protons H resultantes da assimilagdo defpelo mecanismo de
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translocacdo do Hoela enzima HATPase no processo de producédo de energia pela hidrélise
do ATPR, ¢) producédo de exopolissacarideos por microrganismos do solo e d) producéo de
sideroforos por microrganismos com alta afinidade por ferro (POSSO & DE PRAGER, 2017
BASHAN et al., 2013; SANCHEZ, 2012).

Muitas pesquisas sdo desenvolvidas procurando encontrar novas espécies de bactérias que
possam solubilizar formas complexas de fosforo (KHAN; ZAIDI; AHMAD, 2014). Sharon et

al., (2016) encontraram no processo de isolamento de bactérias de raizes de tomateiro, efeito
positivo na solubilizacéo de fosforo. Destas bactérias, duas conseguiram solubilizaiiriésforo
vitro, mas ndo tiveram resposta estatistica significativa no incremento da matéria seca das

plantas de tomate aos 56 dias depois de semeadas.

As estirpes de bactérid@antoea agglomerane Burkholderia anthinaforam testadas no
incremento na absorcdo de fosforo por parte do tomateiro em estufa agricola, obtendo
resposta estatistica significativa no incremento da matéria seca e nos contetdos de fosforo,
guando comparadas com plantas semeadas em solo (testemunha) com adubacédo de fosfato tr
calcico sem nenhum tipo de bactéria. Além disso, foram avaliados a producao de AlA (acido
indolacético), producdo de sideroforesatividade de ACC deaminase (WALPOLA &
YOON, 2013).

Pseudomonas putidama estirpe isolada de raizes de tomateiro mostrou efeito postivo n
solubilizacdo de GEQw)2 em culturain vitro, além disso, também incrementau
comprimento das raizes do tomateiro e a matéria seca da parte area quando comparado com ¢
controle (PASTOR et al., 2014). Por outro lado, a adicdo de L-triptofano (0,25nM-0,75nM)
junto com a inoculacdo d@®. putida demonstrou efeito negativo na matéria seca

comprimento da parte area das mudas tratadas (PASTOR et al., 2014).

4.6. Potencial de sintese de compostos indélicos por parte das BPCP

A producéo de fitohondnios é uma das caracteristicas identificadas como responsavel pela
promocao do crescimen&m plantas por parte das BPCP (DUCA et al., 2014; SCAGLIOLA,

et al.,, 2016). Cinco classes de fitamonios sdo descritos como 0s principais dentro das
acOes das BPCP em sua relacdo com as plantas: auxinas, giberelinas, citocininas e o etileno.
(CASSAN; VANDERLEYDEN & SPAEPEN, 2014). Dentro das diversas funcbes que
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desempenham os fitohormoniossmdantas, estdo: desenvolvimento das raizes e da parte
area, amadurecimento de frutos, tolerancia estresses abidtico e biotico, dentre outros
(SMEKALOVA et al., 2014; SCHALLER; BISHOPP; KIEBER, 2015).

Dentro dos hormdnios identificados como produzidos pelas BPCI® ésido indol acético

(AIA), como um dos mais estudados dentro da promoc¢do da relacdo entre as bactérias
diazotroficas e as plantas hospedeiras (MOHITE, 2013). O AIA € um tipo de horménio do
grupo das auxinas, produzido no meristema apical e transportado pelas células do parénquima
até as raizes (ADAMOWSKI & FRIML, 2015). O AlA esta relacionado com os gsosede

alongamento, divisdo e diferenciacdo das células no meristema.

A producéo de AIA por parte das BPCP tem sido relatada por muitos estudos (MOHITE,
2013; ABBAMONDI et al., 2016; LATIF et al., 2016) procura das bactérias que posam
produzir estes hormonios, se consorciando com culturas alvo. A producéo de AlA tem sido
relatada para duas vias: dependente e ndo dependente de triptofano (ADAMOWSKI &
FRIML, 2015.

Para as rotas dependentes de triptofano foram propostos diferentes caminhos: via3lo indol-
aceimida (IAM), via do acido indol-3-piravico (AIP), via triptamina (TAM), e a via indol-3-

acetaldoxima (IAOx), as mais relatadas s&o as vias IAM e AIP (DUCA et al., 2014).

A via indol-3-acetamida (IAM) ocorre em duas etapas, ha primeira parte o triptofano é
convertido no inicio a IAM pela enzima triptofano monooxigenase, na segunda parte o AIM é

convertido para AlA pela acdo da encima indol-3-acetamida hidrolase (KHAN et al., 2014).

A via do acido idol -3-piruvico (AIP) o triptofano no inicio € desaminado a AIP pela enzima
aminotrasferase, posteriormente uma enzima descarboxilase converte em AIP a indol-3-

acetaldeido, o qual é oxidado a IAA pela enzima aldeido desidrogenase (TIAN et al., 2017).

Latif et al., (2016), encontraram que as BPGPhingomonas spMethylobacterium
radiotolerans Bacillus subtilis tinham a capacidade de produzir AIA, além de promover o
crescimento em mudas de tomateiro, encontrado resposta no incremento do comprimento e da

matéria seca da raiz e do caule.

As BPCP Rhizobium sp.e Rhodococcus spisoladas de raizes de tomateiexibiram
producdo de AIA e mudas de tomateiro inoculadas mostraram maiores valores no
comprimento de raizes laterais (ABBAMONDI et al., 2016).
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4.7. Bactérias solubilizadoras de 6xido de zinco

O zinco (Zn) é um nutriente essencial para o desenvolvimento das culturas, € considerado um
micronutriente e tem relacdo direta com o desenvolvimento e funcdo dos reguladores de
crescimento de plantas que influenciam o alongamento dos internds, assim como o

desenvolvimento do cloroplasto (XU et al., 2013).

O Zn é necessario para a sinteses de proteinas e enzimas na planta, faz parte do processo d
sintese do triptofano, percursor do acido indole acético (AlA), por isso sua presenca ha planta
€ relacionada com esse horménio (WENG et al., 2015). Plantas de tomate podem ter
comprometido seu desenvolvimento e produtividade, assim como os conteludos de auxinas,
em condicao de deficiéncia de Zn (TSUI, 1948; WENG et al., 2015).

Os processos de resposta de plantas de tomateiro frente a condicdes de estresse causado p
excesso de sais, foi relacionado com as proteinas estruturais chatimed&nger (ZIF)
(DAVLETOVA et al., 2005). No caso do tomate os SIZF2 foram relacionados com a resposta
da planta a condi¢cdes néo favoraveis de salinidade, nesta condicdo, auséncia ou deficiéncia de
Zn pode estar relacionada com a capacidade da planta frente a uma melhor resposta a
condicOes de estrese salino (HICHRI et al., 2014).

As BPCP dos géneros Bacillus e Pseudomonas ao serem avaliadas na capacidade de
solubilizar zinco, produziram halos de solubilizacéo de 2,80 e 3,30 cm, respectivamente, em
placas de Petri contendo 6xido de zinco, essa habilidade foi atribuida a producdo de acidos
organicos (SARAVANAN; SUBRAMONIAM; RAJ, 2004).
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5. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos nos Setores de Floricultura e OlericultuGampus
Florestal, da Universidade Federal de Vigosa, situados no municipio de Florestal, estado de
Minas Gerais, Brasil, com posi¢do geografica determinada pelas coordenadas Latitude: 19°
53' 22" S Longitude: 44° 25' 57" W. Os ensaios dos experimentos foram conduzidos durante o
periodo compreendido entre Junho do 2016 a Junho do 2017. O experimento em estufa foi
desenvolvido durante o periodo compreendido entre os meses de abril e maio de 2017.
Durante este periodo foi registrada a temperatura dentro da estufa, com leitura maxima média
durante o dia de 4428 e durante a noite de 152 umidade relativa maxima media

durante o dia de 80+1% e durante a noite de 16+2%.

5.1. Isolamentoe quantificagdo de bactérias diazotroficas

O isolamentee quantificacéo das bactérias diazotréficas foram realizados segobéoeiher

et al.,, (1995). As amostras foram coletadas de tomateiro cultivar Grazianni no Setor de
Olericultura doCampusFlorestal da Universidade Federal de Vigcosaostras de 10g de

cada 6rgdo da planta (raiz, caule, folha) foram trituradas com 90 mL de solucédo salina (8,5
gL de NaCl), e realizado diluicdes seriada d&® 2010°. De cada uma das diluicdes,
aliquotas de 100 pL foraoolocadas em triplicata em frascos de penicilina de vidro contendo
0S meios semissolidos isentos de nitrogénio: NFBEpJBIMV, JMVL, LGl e LGIP. Também

foram usados os mesmos meios com modificagdo do pH: JMV modificado (JMVM) com pH
6,5, NFb modificado (NAd) com pH 4,5 e LGl modificado (LGIM) com pH 4,6. A
formacgao de uma pelicula aerotaxica tipica na superficie do meio depois de 7 di@s #@i30

considerado como resultado positivo.

A gquantificacdo das bactérias presentes nos meios de cigdtivealizada pela técnica do
namero mais provavel (NMP) descrito pobld@reiner et al., (1995), usando a tabela de
McCrady para trés réplicas para cada diluicdo. Os resultados foram transformados para o
logaritmo e depois foram calculados a média e o desvio padrdo da média para cada

tratamento.
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5.2. Caracterizacdo morfologicas das bactérias isoladas

ApoOs crescimento das bactérias nos diferentes meios de cultivo, essas foram tiradas dos
frascos de penicilina com o auxilio de al¢a bacteriolégica e colocadas em tubos de ensaio com
5 mL de meio liquido DYGS durante 24 horas com temperatura igual a 30 °C e com agitacao
permanente a 120 rpm. Em seguida, foram transferidas para placas de vidro tipo Petri com o
mesmo meio de cultura suplementado com agar (19.dAs placas foram mantidas em

estufa bacterioldgica a 30 °C durante 7 dias e as coldnias resultantes caracterizadas de acordc
com a morfologia das células (forma e coloracdo de Gram) e as caracteristicas das coldnias

(forma, cor, tamanho, a elevacéo, bordo, superficie, mucosidade).

Cada isolado bacteriano recebeu um cédigo de acordo com a sequéncia: UFV, seguido de
nameros que informam o nome da planta hospedeira, o 6érgao da planta de onde fa isolada

bactéria, 0 meio de cultura usado no isolamento e a dilui¢ao.

5.3. Identificacdo de bactérias solubilizadoras efosfato de célcio

A avaliacdo das bactérias com potencial de solubilizacdo de fosfatos foi realizada como
descrito por Baldotto (2010), para isto as bactérias foram crescidas em meio liquido DYGS
por 24 horas, a 30 °C e 120 rpm. Aliquotas de 10 pL das solucbes bacterianas foram
colocadas em placas de Petri com meio de cultura sélido contendo' tié glicose, 5 gt

de cloreto de amonio (Nigl), 1 gL! de cloreto de sédio (NaCl), 1 glde sulfato de
magnésio heptahidratado (MgSTH;0), 1 gL de fosfato de calcio (GEPQy)s0H), 15 gLt

de agar em 1L de agua destiladaHofpi ajustado para 7,0 e as placas incubadas a 28 °C por

7 dias. Foram colocados 6 isolados por placa e trés repeticbes para cAdavaiacéo da
solubilizagéo de fosfato foi feita por meio da obtencdo da média das trés repeticdes e o desvio
padrdo do valor do halo translicido que se forma em torno das col6nias bacterianas
solubilizadoras. O valor do halo foi medido com auxilio de um paquimetro digital e calculado
por meio da férmula: diametro do halo (mm) = didmetro total- diametro da col6nia. O
potencial solubilizador dos isolados foi calculado por meio do indice de Solubilizagcdo, com a
formula: didmetro do halo / didametro da colénia (MASSENSSINI et al., 2016).
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5.4. Identificagdo do potencial de sinteses de compostos indélicos

A identificacdo do potencial de sinteses de compostos indélicos foi feito segundo metodologia
proposta por Baldotto et al., (2010). As bactérias foram crescidas em tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio DYGS por 24 horas, &30 120 rpm. Aliquotas de 10upL foram
transferidas para placas de Petri contendo meio sdlido de agar triptona de soja (TSAg a 10%,
adicionado15gt: de agar suplementado com 10,021 gle triptofano, em seguida as placas
foram cobertas por membrana de nitrocelulose. As placas foram colocadas em estufa
bacteriol6gica por 24h, a 30. A membrana foi coletada, e posteriormente se adicionado 10
mL do reagente Salkoswski (1 mL de tricloreto de ferro hexa-hidratadoz@eQ)) - 0,5

mol L, em 50 mL de &cido perclérico (HGG 35 % em agua) e incubada no escuro por 10
min. A formac&o do halo rosa no local donde havia colbnia, foi o indicador da sintese de
indol. Foram feitas trés repeticdes para cada estirpe de bactéria e foram colocados 16 isolados

por placa.

5.5. Identificacdo de bactérias solubilizadoras de 6xido de zinco

A avaliacdo das bactérias com potencial de solubilizacdo de 6xido de zinco foi realizada
como descrito por Baldotto (2010), para isto as bactérias foram crescidas em meio liquido
DYGS por 24 horas, a 30 °C e 120 rpm. Aliquotas de 10 pL das solu¢Bes bacterianas foram
colocadas em placas de Petri com meio de cultura sélido contendo' 12 gjlicose, 1 gt
de sulfato de aménio (N§2SQu), 0,2 gl de cloreto de potassio (KCl), 0,1-§lde fosfato
de potassio dibasico, 0,2 glde sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgB®0), 1 gLt
de 6xido de zinco (ZnO), 15 dide agarem 1 L de HO destilada, ajustando o pH para 7
as placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias. Foram colocados 6 isolados por placa e trés
repeticbes por cada um. A avaliacdo da solubilizacdo de zinco foi feita por meio d@@bten
da média das trés repeticdes e o desvio padrédo do didmetro do halo transltcido que se forma
em torno das col6nias bacterianas solubilizadoras. O didmetro do halo foi medido com auxilio
de um paquimetro digital e para calcular o valor foi usada a férmula: diametro do halo (mm)

= diametro total- diametro da col6nia.

20



5.6. Avaliagéo da promocéo do crescimento de mudas de tomateiro

O semeio de sementes de tomate cultivar San Marzano, foefeib@ndejas plasticas com
célulascom as dimensdes: externa de 545mm x 280 mm, boca de 23 mm, profundidade de 40
mm e volume de 34,6n°, colocando duas sementes em cada célula. Como substrato foi
usado fibra de coco ®AMAFIBRA, previamente lavada e deixada imersa em agua durante 6
horas, em seguida foi retirada a agua e a fibra colocada nas bandejas. Aos 15 dias apds o

plantio, foi feito desbaste, com o objetivo de deixar uma muda por célula.

A inoculacdo das mudas com os isolados foi feita 17 dias apés semeadura. Para obtencédo do
inoculo, as bactérias foram crescidas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio DYGS
liguido por 24 horas a 30C e 120 rpm. Depois, foram transferidas para frascos de
Erlenmeyer contendo 100 mL de meio DYGS liquido, crescidas durante 24 hof&s,e30

120 rpm. Cada planta recebeu 1 mL de inéculo contendo as bactérias selecionadas por meio

de uma pipeta automatica (aproximadamente 8 KHT).

A adubacdo das mudas foi feita com solucdo de Hoagland (HARMANPREET et al., 2016
LUNA et al., 2012), depositando 120 mL de solucédo a 75% por repatigita 48 horasde

forma manual. As mudas foram colhidas aos 35 dias apds semeadura e feitas as medicfes das
variaveis de crescimento e nutricionais, bem como quantificado o ndmero mais provavel

(NMP) de bactérias diazotroficas.

O crescimento das mudas de tomateiro foi avaliada por meio da medi¢cdo das variaveis
volume da raiz (R), medido pelo método de deslocamento de volume de 4gua conhecido em
proveta diametro do caule (DC), medido na parte inferior a inser¢cdo dos cotilédones com
auxilio do parquimetro; altura de insercéo dos cotilédones (AC), medida com régua do colo a
regido de mudanca de cor; altura da muda (AM), medida com régua do colo ao ponto de
crescimento apical; relacéo altura da muda e diametro do caule (AM/DC); numero de folhas
(NF), contando o numero de folhas expandidas; matéria fresca da rdR), (Mfido pela
pesagem de raizes da amostra, matéria fresca da parte aérea (MFPA), obtidsspgkpe

do caule e folhas das mudas da amostra e matéria fresca toigl (MR soma da matéri

fresca da parte aérea e da raiz. Para a obtencédo da matéria seca da pdNESB&)eas

folhas e caules das mudas de tomateiro foram cuidadosamente acondicionadas em sacos de

papel e secas em estufa (70°C) até atingir peso constante. O mesmo procedimento de secagen
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foi empregado para as raizes. Depois foi feita a pesagem do material, tanto da parte aérea
quanto para as raizes (MSR) e a suma (MST).

Para estabelecer uma relacdo entre alguns dos parametros que expressam o crescimento d
muda, foi calculado o indice de qualidade de Dickson (IQD). O calculo do IQD foi feito de
acordo com a formula: 1QD = MST/[ (AM/DC) + (MSPA/MSR) ]. Onde temos materia seca
total (MST), altura da muda (AM), didametro do colo (DC), matéria seca da parte aérea
(MSPA) e da raiz (MSR) (DOS SANTOS et al., 2016).

Para a determinacéo do teores de N, Hoieita a pesagem e a trituracdo do material, tanto

da parte aérea quanto das raizes, separadamente. Para a determinac&do do nitrogénio foi usad:
o método de Kjeldahl, uma amostra de 0,1 g de tecido foi colocada em tubos de ensaio com
acido sulfarico junto com mistura digestora composta por sulfato de cobre e sulfato de sédio
durante 12 horas, depois foi feita a digestdo a 3B0até atingir a cor verde claro,
posteriormente foi feita a destilacdo em preaele hidroxido de sédio (NaOH), aguax(®) e

acido boricoH3:BOs) a 4%, para posteriormente fazer a titulagdo com HCI (VACCARO et al.,
2004).

Para P e K foi feita digestdo nitroperclérica segundo descrito no protocolo de analeses de
rotina do laboratério de nutricdo mineral de plantas da tHfwpusVicosa: amostras de 0,5

g de tecido foram colocadas em tubos de ensaio e agregado 4 mL de &cido nitrico deixando 12
horas em repouso. Depois os tubos foram levados para bloco digestor até athgr &5
matéria parcialmente digerida, seguidamente foram colocados 2 mL de acido perclorico e
aumentada a temperatura para 16Gaté atingir cor clara. Os tubos foram retirados do bloco

e em seguida, para cada tubo foi acrescentado 23 mL de agua destilada. De cada um dos tubos
foi retirada aliquotas de 5 nd.foram levadas para tubos de ensaio chamado extrato 1, usado

para fazer as solucdes de leitura de P e K.

Para P foi feita solucdo de leitura foi feita com 5 mL do extradéoiam completados para

25 mL, desta solucdo foram tomadas aliquotas de 1 mL e levadas para tubos de ensaio
contendo 2,5 mL de solugdo 725 e 1 mL de vitamina C a 2%, a leitura foi feita em
espectrofotdmetro a 725 nm. Para K, 5 mL do extrato 1 foi completado para &fquotas

de 1 mL desta solucdo foram levadas para tubos de ensaio e feita a leitura em

espectrofotdmetro a 725 nm.
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Para quantificagdo do NMP de bactérias diazotréficas foram usadas trés mudas de cada
tratamento. Amostras de 10g (contendo tecidos da raiz, caule, folha) foram trituradas com 90
mL de solucéo salina (8,5g'Lde NacCl), e realizadas diluicbes seriadas dédao0®. De

cada uma das diluicbes, aliquotas de 100 pL foram colocadas em triplicata em frascos de
penicilina de vidro contendo 0os meios semi-sdlidos isentos de nitrogénio: NFb, JNFb, JMV,
JMVL, LGI e LGIP. Também foram usados os mesmos meios com modificacdo do pH: IMV
modificado (JMVM) com pH 6,5; NFb modificado (NFbM) com pH 4,5; LGl modificado
(LGIM) com pH 4,6. A formacdo de uma pelicula aerotéxica tipica na superficie do meio

depois de 7 dias a 30 °C, foi considerado como resultado positivo.

5.7.Avaliacéo estatistica

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
repeticdes por tratamento, a unidade experimental consistiu de 20 mudas, das quais 6 foram a
unidade util. O numero de tratamentos foi definido de acordo com o numero de cepas
bacterianas isoladas (29) mais o controle composto por mudas sem inoculacdo de bactérias

diazotréficas e com a aplicacdo de 1mL de DYGS autoclavado.

Os dados foram submetidosagalise de variancia (ANOVA) e para agrupar as médias dos
tratamentodoi usado o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade, os célculos foram feitos

com o auxilio do programa R Development Core Team (2015).
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6. RESULTADOS

6.1. Quantificacdo e isolamento de bactérias diazotroficas de tomateiro

O resultado do numero mais provavel (NMP) de bactérias estimado com o auxilio da tabela de
McCrady (DOBEREINER et al., 1995), transformado ao logaritmo, para os meios de cultivo
usados na identificagdo da condicdo de fixacdo biologica de nitrogénio, para a parte area
(folhas e caule) e da raiz de plantas de tomateiro coletadas n€&ipus-lorestal no Setor

de Olericultura.(Gréfico 1)

Encontrou-se maiores concentracfes de bactérias diazotréficas nos tecidos da raiz quando
comparado com os tecidos da parte aérea nos diferentes meios usados. Os meios modificados
NFbM e JMVM nédo apresentaram crescimento bacteriano na parte aérea, assim como 0s

meios LGl e LGIP.

Os valores das concentragdes encontradas para os tecidos da raiz estdo entre os vdlores de 1(
a 1@ e para os tecidos da parte area entreal@d. Os meios com maior concentragio
encontrados foram o NFb (6,76 &)16 o JNFb (4,5 a fppara os tecidos da parte aérea e

para os tecidos da raiz foram o JNFb (4,7%4® JMV (5,7 a 19).

Logaritmo do nimero mais provavel de bactérias diazotroficas
isoladas de plantas de Tomateiro

JIMVM JMVL NFbM LGIM LGIP INFb

L B T TV ~ R ¥y B« L B R+

Log nimero mais provavel

Meios de cultura

M Raiz Parte aérea

Grafico 1. Numero mais provavel (NMP) de bactérias nos tecidos de parte aérea (folhas,
caule) e raiz de plantas coletadas de tomateiro do cultivar Grazianni, no Setor de Olericultura
da UFV Campus Florestal. Dados transformados com Log do NMP encontrado para cada
meio. Fonte: dados experimento.
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Foram obtidos 29 isolados de bactérias dos tecidos de plantas de tomate que apresentaram &
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. A distribuicdo de bactérias diazotroficas isoladas
foi equitativa entre os tecidos da planta, 55% das bactérias foram isoladas da parte aérea e
45% da raiz (Tabela 2).

Os isolados foram nomeados de acordo com o cdédigo usado na bacterioteca do Setor de
Floricultura da UFV-CAF que contém: a identificacdo UFV seguido de numeros que
informam: a planta de onde foi isolada a bactéria - tomateiro (8); o tecido de onde foi isolada
a bactéria - parte aérea (2), raiz (1); o meio de cultivo usansty/-(1), IMVL (2), NFb (3),

JNFb (4), LGI (5), LGIP (6), IMVM (7), LGIM (8), NFbM (9); o niumero da diluicdo usado

para o isolamento (dentre 2 até 7) e por ultimo o nimero do isolado bacteriano (Tabela 2).
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Tabela 2 Descrigcédo da codificacdo dos isolados bacterianos diazotroficos obtiokdam lycopersicuin cultivar Grazianni.

Cadigo de identificacao Planta Tecido vegetal Meio de cultura Diluicdo Numero da bactéria
UFV81133 Solanum lycopersicuin Raiz JMV 3 3
UFV81164 Solanum lycopersicun. Raiz JMV 6 4
UFV81165 Solanum lycopersicun. Raiz JMV 6 5
UFVv81221 Solanum lycopersicuin. Raiz JMVL 2 1
UFV81243 Solanum lycopersicun. Raiz JMVL 4 3
UFV81361 Solanum lycopersicuin. Raiz NFb 6 1
UFV81452 Solanum lycopersicuin. Raiz JNFb 5 2
UFV81631 Solanum lycopersicuin. Raiz NFbM 3 1
UFV81651 Solanum lycopersicun. Raiz NFbM 5 2
UFV81725 Solanum lycopersicun. Raiz JMVM 2 5
UFV81736 Solanum lycopersicuin. Raiz JMVM 3 6
UFV81737 Solanum lycopersicun. Raiz JMVM 3 7
UFV81741 Solanum lycopersicun. Raiz JMVM 4 1
UFV81921 Solanum lycopersicuin. Raiz NFbM 2 1
UFV82126 Solanum lycopersicuin. Parte aérea JMV 2 6
UFV82131 Solanum lycopersicun. Parte aérea JMV 3 1
UFV82132 Solanum lycopersicuin. Parte aérea JMV 3 2
UFV82222 Solanum lycopersicuin. Parte aérea JMVL 2 2
UFV82234 Solanum lycopersicun. Parte aérea JMVL 3 4
UFV82322 Solanum lycopersicun. Parte aérea NFb 2 2
UFV82323 Solanum lycopersicuin. Parte aérea NFb 2 3
UFV82334 Solanum lycopersicun. Parte aérea NFb 3 4
UFV82335 Solanum lycopersicutn. Parte aérea NFb 3 5
UFV82431 Solanum lycopersicun. Parte aérea JNFb 3 1
UFV82433 Solanum lycopersicun. Parte aérea JNFb 3 3
UFV82521 Sdanum lycopersicun. Parte aérea NFbM 2 1
UFV82722 Solanum lycopersicuin. Parte aérea JMVM 2 2
UFV82723 Solanum lycopersicuin Parte aérea JMVM 2 3
UFV82724 Solanum lycopersicuin. Parte aérea JMVM 2 4

Cdédigo usado na bacterioteca do Setor de Floricultura da UFV-CAF: UFV setpudoco nimeros que informam: a planta de onde foi isolada a bactéria toi@teiro
tecido de onde foi isolada a bactéria parte aérea (2), raiz (1); o meidtide usado JMV (1), IMVL (2), NFb (3), JNFb (4), LGI (5), I&5(6), IMVM (7), LGIM (8),
NFbM (9); o nimero da diluigdo usado para o isolamento (dentre 2 até 7)jleérpo o nimero da bactéria.
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6.2. Caracterizacdo morfoldgica dos isolados

No processo de caraterizagdo das colbnias e das células das bactérias, foram identificados 29
isolados. Destes, 55% foi isolado da parte aérea (folhas e caule) e 45% da raiz. No meio JMV
foram identificados 6 tipos diferentes de col6nias de bactérias, no meio JNFb foram obtidos 3,
para o meio JMVL 4, para o meio JIMVM 7, para o meio NFb 5, para o meio NFbM 1, para o
meio LGl 1 e para o meio LGIP 2 (Tabela 2).

As colonias no item forma, tiveram a caracteristica circelar 90%, o restante 10%
apresentaram forma irregular. Para o item coloracdo, 62% tiveram a coloracéo branco leitoso,
14% coloragdo amarelo, 17% amarelo claro, 3,5% para amarelo leitoso e 3,5 % para branco
claro (Tabela 3).

Para o item tamanho da colbnia, 83% das coldnias fora observado tamanho maior que 1 mm,
14% igual a 1 mm e o restante 3% menor que 1 mm. Para elevacdo, 21% das colbnias
apresentaram elevacgéo convexa, 38% tipo lente e 41% tipo pulvinada. Para a carateristica do

bordo, 86% dos isolados exibiram bordo inteiro, 11% lobado e 3% ondulado (Tabela 3).

Para a caracteristica superfi®d&% das coldnias tiveram superficie tipo lisa, o restante 3%
apresentara superficie rugosa. A condicdo de mucosidade nas coldnias, 72% né&o apresentarar
muco e o restante 28% apresentaram. Na colénia do isolado UFV82234 observou-se uma
maior condicdo de mucosidade relacionada com a producéo de biofilme, condicdo que pode

inferir em sua capacidade para competir por espacio com outros microrganismos (JTabela 3

Para a caracteristica forma das células, 97% apresentaram forma tip@ oomstante 3%
apresentaram forma de bastonete. No teste de coloragdo de Gram, 93% exibiram o carater
positivo e 7% o carater negativo (Tabela 3).
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Tabela 3.Caracterizagéo celular e das coldnias dos isolados bacteriaBokdam lycopersicuin. cultivar Grazianni.

Identificacdo Caracterizacao das Células Caracterizacao das col6nias

Cédigo Forma Coloracdo Gram Forma  Coloragéo Tamanho Elevacdo Bordo Superficie Mucosidade
UFV82131 Cocos Negativo Circular Amarela 1mm Lente Ondulado Lisa -
UFV82132 Cocos Negativo Circular BrancaClara > 1mm Convexo Inteiro Lisa -
UFV81133 Cocos Positivo Circular Amarelo claro > 1mm Convexo Inteiro Lisa -
UFV81164 Bastonete Positivo Irregular Branco leitoso > 1mm Lente Lobado Lisa +
UFV81165 Cocos Positivo Circular Amarelo > 1mm Convexo Inteiro Lisa +
UFV82126 Cocos Positivo Circular Amareloclaro > 1mm Lente Inteiro Lisa -
UFV82431 Cocos Positivo Circular Amarelo leitoso > 1mm Convexo Inteiro Lisa +
UFV81452 Cocos Positivo Circular Branco leitoso > 1mm Convexo Inteiro Lisa -
UFV82433 Cocos Positivo Circular Branco leitoso > 1mm Lente Inteiro Lisa -
UFV81221 Cocos Positivo Irregular Branco leitoso 1 mm Lente Lobado Lisa +
UFV82222 Cocos Positivo Circular Amareloclaro 1 mm Lente Inteiro Lisa +
UFV81243 Cocos Positivo Circular Amareloclaro >1 mm Lente Inteiro Lisa -
UFV82234 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Lente Inteiro Lisa ++++
UFV81741 Cocos Positivo Circular Amarelo >1 mm Convexo Inteiro Lisa +
UFV82722 Cocos Positivo Circular Amareloclaro <1 mm Lente Inteiro Lisa +
UFV82723 Cocos Positivo Irregular Amarelo >1 mm Lente Lobado Lisa -
UFV82724 Cocos Positivo Circular Branco leitoso 1 mm Lente Inteiro Lisa -
UFV81725 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFV81736 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFV81737 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFV81361 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFV82322 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFV82323 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFV82334 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Rugosa -
UFV82335 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFV81921 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFVv82521 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -
UFV81631 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -

UFV81651 Cocos Positivo Circular Branco leitoso >1 mm Pulvinada Inteiro Lisa -




6.3. Avaliacdo da solubilizacéo de fosfato de calcio

Dos 29 isolados obtidos, 12 apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato de calcio
(Cas(PQy)20H), os 17 restantes ndo apresentaram o halo caracteristico que identifica a
condicao de solubilizacédo do fosfato. Os maiores valores para o indice de solubilizacdo foram
apresentados pelos isolados UFV81221, UFV81165, UFV82B84/81651 (Tabela 4).

Tabela 4.Isolados bacterianos de tomateiro que apresentaram halo de solubilizacdo de fosfato
de célcio.

Isolado Valor do halo (mm) *  indice**
UFV81221 10+0,6 3+1,2
UFV81165 10+4,5 3+2,3
UFV81164 11+3,1 2+0,1
UFV82234 1245,0 2+0,2
UFV82323 12+7,1 2+0,5
UFV82431 13+6,4 20,4
UFV82334 17+3,6 31,1
UFV81133 810,6 2+0,1
UFV82322 8+2,1 2+0,6
UFV81243 9+2,1 240,1
UFV81651 71,7 3+0,4
UFV82126 542 2+0,2

*Valor do halo: diametro do halo transparente - diametro da col6nia, segelidalesvio padrdo da media
resultante das trés repeticdes. **Indice: didmetro da colénia dividido pelo didmetro do halo

Os 12 isolados que conseguiram solubilizar o fosfato de célcio, foram testadas no meio de
cultura contendo como fonte de fosfato, rocha de Araxad. Nenhum dos isolados conseguiu
formar o halo caracteristico que identifica a solubilizacdo do fosfato no meio contendo como

Unica fonte de P o fosfato de rocha de Araxa.
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6.4. Avaliacdo da solubilizagédo de 6xido de zinco

Dos 29 isolados obtidos, 23 foram identificados com capacidade de solubilizar 6xido de zinco
(Zn0O), os restantes 6 ndo presentaram o halo caracteristico que identifica a condicdo de
solubilizacdo. Os maiores valores foram apresentados pelos isolados: UFV81921, UFV82521
UFV82431, UFV82334e UFV81133. A tabela 5 contém os resultados do teste de
solubilizag&o para todos os isolados.

Tabela 5.Valor do halo dos isolados que solubilizaram 6xido de zinco

Isolado Valor do halo (mm) *
UFV81921 18,315
UFV82521 17,3+3,2
UFV82431 16,3+3,1
UFV82334 13,3£3,5
UFV81133 10,0 £3,5
UFV81361 9,3+3,2
UFV82131 9,0+2,0
UFV81651 8,7+1,5
UFV82723 8,3+1,2
UFV81221 8,0+1,0
UFV82234 8,0+1,0
UFV81725 7,3+0,6
UFV81741 7,0£1,0
UFV81631 7,0£2,0
UFV81452 7,0+3,0
UFV81165 6,0+1,0
UFV81736 5,3+0,6
UFV81243 57+2,1
UFV81737 5,0+2,0
UFV82722 4,3+0,6
UFV82724 4,7+1,2
UFV82222 3,0+1,0
UFV81164 1,3+0,6

Dados do teste de solubilizagdo de 6xido de zinco *Valor do halo: diametro dadmsiparente - diametrad
colénia, seguido pelo desvio padrdo da média resultante das trés repeticdes.

6.5. Identificagédo do potencial de sinteses de compostos indélicos

O teste de identificacde vitro do potencial dos isolados bacterianos para sintetizar
compostos indolicos foi feito segundo Baldotto et al., (2010), a identificacdo do halo rosa no
ponto identificado de crescimento do isolado na membrana de nitrocelulose, foi considerado
como resultado positivo para o potencial de sintese de compostos inddlicos. Dos 29 isolados

samente dois isolados apresentaram a cor carateristica para as trés repeticdesnotteste
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o isolado UFV81631 e o isolado UFV81651 apresentaram halo rosa no ponto de crescimento
(Tabela 6).

Tabela 6. Identificacdo do potencial dos isolados bacterianos de tomateiro em sintetizar
compostos indodlicos

Isolado Sintese de Indol
UFV82131 -
UFV82132 -
UFV81133 -
UFV81164 -
UFV81165 -
UFV82126 -
UFV82431 -
UFV81452 -
UFV81221 -
UFV82222 -
UFV81243 -
UFV82234 -
UFV81741 -
UFV82722 -
UFV82723 -
UFV82724 -
UFV81725 -
UFV81736 -
UFV81737 -
UFV81361 -
UFV82334 -
UFV81921 -
UFV82521 -
UFV81631 +
UFV81651 +

Dados do teste de sintese de indol: -, auséncia do halo rosa; +, presengaaahalo r

6.6. Avaliagao da promocéo do crescimento de mudas de tomateiro

Nas tabelas 7, 8 e 9 apresentsares dados: altura da muda (AM), altura da insercéo do
cotilédone (AC), diametro do caule (DC), numero de folhas (NF), volume da raiz (VOL),
matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria fresca da raiz (MFR), matéria fiadsesan tot
gramas (MFT), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca
total (MST), contetdo de potassioK), teor de potassiarK), conteudo de fosfordCP), teor

de fésforo TP), conteudo de nitrogéni@), teor de nitrogéniol(N), indice de qualidade de

Dickson (IQD) em resposta a inoculagéo dos isolados bacterianos diazotréficos.

As meédias das variaveis numero de folhas (NF), altura da muda (AM), diametro do colo
(DC), volume da raiz (VOL), matéria fresca da raiz (MFR), matéria seca da raiz (MSR)
matéria fresca total (MFT), conteudo de fosforo (CP) e teor de nitrogénio (TN) né&o

apresentaram diferenca estatistica para o teste de Scotakfotie probabilidade.
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Para as variaveis MFPA, MSPA, MST, @K, as analises estatistimostraram diferega
significativa entre as médias. Entretanto, o controle ficou contido dentro do grupo com melhor
desempenho, indicando que as bactérias néo tiveram efeito no acréscimo destas variaveis nas

condicfes do ensaio (Tabela 7).

12 tratamentos apresentaram diferenca estatistica para a variavel teor de fosforo e tiveram
incrementos relativos quando comparados com o tratamento controle @BMB1133 de

26%, UFV81243 de 24%, UFV82222 de 23%, UFV81452 de 22%, UFV82131 de 20%,
UFV82234 de 19%, UFV82431 de 18%, UFV81921 de 17%, UFV81165 de 17%, UFV81221
de 16%, UFV82126 de 16% e o UFV82433 de 16% . Isolados que apresentaram condi¢cédo de
solubilizar fosfato de célcio (UFV81133, UFV81165, UFV81221, UFV81243, UFV82234,
UFV82431) no test vitro, também apresentaram diferenca estatigtivazo comparado ao

controle(Tabela 9).

A variavel teor de potassio apresentarou diferenca estatistica entre os tratamentos. Os isolados
tiveram incrementos relativos quando comparados com o controle assim: UFV81133 de 14%,
UFV81164 de 9%, UFV82131 de 9%, UFV82234 de 8%, UFV81736 de 7%, UFV81165 de
6%, UFV81361 de 5%, UFV81452 de 4%, UFV82322 de 4%, UFV82431 dee 4%
UFV81725 de 3%.

Como parte da andlise estatistica da variavel IQD foi necessaria sua transformagfo para
normalizagdo dos dados, para ifed usada a expressdo IGR Com a transformacéo
aritmética proposta, os dados com melhor desempenho ficaram com os valores menores da
média respectiva. Para uma melhor interpretacdo do IQD na tabela 7, os valores das média

com a letra “b” apresentaram melhor desempenho que as que acompanham letra “a”.

O tratamento testemunha ficou no grupo com melhor desempenho, indicando que as bactérias
usadas nao tiveram interferéncia no indice de qualidade uSadulice de qualidade de
Dickson (IQD) é uma variavel que permite ter uma referéncia da qualidade de mudas
(GOMES et al., 2002; COVRE et al., 2013; COSTA et al., 2015).

O 1IQD é uma relacdo entre o peso da massa seca total (MST) e a soma das relacdes entre
altura da muda (AM) e o diametro do colo (DC), somado com a relagédo entre o peso da massa
seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSTW&RST/ (AM/DC) + (MSTA/MSTR) (DOS
SANTOS et al.,, 2016). Assim, este indice mostra a robustez da planta juntando as
caracteristicas de ganho de massa e sua distribuicdo (ELOY et al., 2013; COSTA et al., 2015).

32



Tabela 7. Crescimento das mudas de tomateiro cultivar San Marzano em resposta a
inoculagdo com bactérias diazotroficas.

Tratamento 1QD® NF (ud) DC (mm) AM (cm) AC(mm) AM/DC VOL (mL)

Controle 82b 5ns 3,2ns 18,4 ns ba 58,0 a 6,7ns
UFV81133 135a 5ns 2,9ns 18,3 ns 5a 615a 6,3ns
UFV81164 12,2 a 5ns 3,0ns 21,2 ns 5a 69,3 a 6,3ns
UFV81165 106 a 5ns 3,4ns 18,5 ns 5a 56,0b 7,0ns
UFV81221 10,0b 5ns 3,4ns 16,8 ns 4b 499b 7,7ns
UFV81243 109a 5ns 3,1ns 15,9 ns 4b 515b 7,3ns
UFV81361 89b 5ns 3,3ns 16,9 ns 4b 516b 6,7ns
UFV81452 10,9a 5ns 2,9ns 17,4 ns 4b 60,1 a 9,3ns
UFV81631 9,4b 5ns 2,9ns 18,6 ns 4b 63,8 a 6,7ns
UFV81651 85hb 5ns 3,3ns 17,9 ns 5a 55,0b 6,7ns
UFV81725 75b 5ns 3,6 ns 17,7 ns 4b 49,2 b 7,0ns
UFV81736 86Db 5ns 3,3ns 17,0 ns 4b 52,7b 6,3ns
UFV81737 9.2b 5ns 3,5ns 17,9 ns 5a 515b 6,0ns
UFV81741 95b 5ns 3,2ns 17,3 ns 4b 549b 7,0ns
UFV81921 82b 5ns 3,6ns 17,5 ns ba 4900b 7,0ns
UFV82126 11,0a 5ns 3,5ns 17,4 ns 5a 50,6 b 7,0ns
UFV82131 125a 5ns 3,0ns 18,8 ns 5a 62,4 a 7,0ns
UFV82132 11,8 a 5ns 3,0ns 19,4 ns 5a 64,8 a 6,7ns
UFVv82222 10,1b 5ns 3,3ns 15,6 ns 4b 476 Db 6,3ns
UFV82234 9,4b 5ns 3,2ns 16,0 ns 4b 49.8b 7,0ns
UFV82322 80b 5ns 3,4ns 16,9 ns ba 48,8 b 6,0ns
UFV82323 86Db 5ns 3,3ns 17,1 ns 4b 52,3b 6,7ns
UFV82334 79b 5ns 3,7ns 18,2 ns 5a 50,0b 7,0ns
UFV82335 9.2b 5ns 3,3ns 17,9 ns 4b 55,7b 7,3ns
UFV82431 8,8b 5ns 4,1ns 17,9 ns ba 43,6 b 8,0ns
UFV82433 12,1a 5ns 3,1ns 16,6 ns 5a 54,3 b 6,7ns
UFV82521 76b 5ns 3,7ns 16,8 ns 4b 456 Db 5,3ns
UFV82722 9,1b 5ns 3,4ns 17,7 ns ba 53,1b 7,0ns
UFV82723 96b 5ns 3,4ns 18,2 ns 5a 54,2 b 6,7ns
UFV82724 8,3b 5ns 3,2ns 17,4 ns 5a 54,7b 7,7ns
QMR 3,14 0,067 0,13 1,34 0,11 34,8 1,43
CV(%) 18,3 5,21 11,01 6,55 7,32 10,91 17,41

As médias com letras iguais ndo tém diferenca estatistica pelo teste de ScotERadé probabilidade, QMR:
quadrado médio do residuo, CV: coeficiente de variacdo, Unidades da vdddvéidice de qualidade de
Dickson, IQD”-1,5; niumero de folhas, NF; diametro na altura do colo, DC; aétunsetcdo do cotilédone, AC;
altura da muda, AM; relagdo altura da muda e didametro do caule, AM/DC; volumazd&OL, Ns: nédo

significativo.
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Tabela 8 Matéria fresca e seca das mudas de tomateiro da cultivar San Marzano em resposta
a inoculacao com bactérias diazotroficas.

Tratamento MFPA (g) MFR (g) MFT(g) MSPA(g) MSR(g) MST (g)

Controle 158 a 7,1ns 22,8ns 19a 0,5ns 2,4 a
UFV81133 134b 5,7ns 19,1ns 1,4b 0,3ns 18b
UFV81164 150 a 6,1ns 21,1ns 1,7a 0,4ns 2,1a
UFV81165 145 a 5,9ns 20,4 ns 15b 0,4ns 19b
UFV81221 129b 6,9ns 199ns 1,4b 0,4ns 18b
UFV81243 128b 5,7ns 185ns 1,4b 0,3ns 18b
UFV81361 137b 5,9ns 19,6 ns 16b 0,4ns 20a
UFV81452 145 a 6,3ns 18,7 ns 15b 0,4ns 20b
UFV81631 16,3 a 5,6ns 21,9ns 19a 0,4ns 2,4 a
UFV81651 151 a 6,2ns 21,3ns 1,7a 0,4ns 2,2a
UFV81725 14,7 a 6,8ns 21,5ns 1,8a 0,4ns 2,2a
UFV81736 144 a 57ns 20,1ns 1,7a 0,4ns 2,2a
UFV81737 14,1 a 6,0ns 20,2ns 1,7a 0,4ns 2,1a
UFV81741 135b 6,3ns 19,8ns 15b 0,4ns 20b
UFV81921 14,7 a 6,6ns 21,2ns 16a 0,4ns 2,1a
UFV82126 131b 5,9ns 19,0ns 15b 0,3ns 1,8b
UFV82131 155 a 5,9ns 21,3ns 16b 0,3ns 20b
UFV82132 143 a 6,2ns 20,5ns 16b 0,4ns 20b
UFV82222 125b 5,8ns 184 ns 1,3b 0,4ns 1,7b
UFV82234 132b 6,0ns 19,2ns 1,4b 0,4ns 18b
UFV82322 144 a 6,5ns 209ns 1,7a 0,4ns 2,2a
UFV82323 138b 5,6ns 195ns 16b 0,4ns 20a
UFV82334 14,8 a 6,7ns 21,5ns 1,7a 0,4ns 2,2a
UFV82335 14,7 a 6,4ns 21,1ns 1,8a 0,4ns 2,2a
UFV82431 137b 7,6ns 21,3ns 15b 0,4ns 19b
UFV82433 123 b 5,3ns 17,7ns 1,3b 0,3ns 1,7b
UFV82521 145 a 5,2ns 19,6 ns 1,7a 0,4ns 2,2a
UFV82722 14,7 a 5,7ns 20,4 ns 1,7a 0,4ns 2,2a
UFV82723 150 a 5,4ns 20,4 ns 1,7a 0,4ns 2,1a
UFV82724 149 a 6,6ns 21,5ns 1,7a 0,4ns 2,2a
QMR 1,48 0,79 352 0,030 0,004 0,040
CV(%) 8,55 14,42 9,24 10,65 14,72 9,85

As médias com igual letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Scotb%rust@obabilidade.
QMR: quadrado médio do residuo. CV: coeficiente de variddatéria fresca da parte aérea (MFPA); matéria
fresca da raiz (MFR); matéria fresca total, (MFT); matéria seca da parte aérea (MSPA); seatéda raiz
(MSR); matéria seca total (MST). ns: ndo significativo.
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Tabela 9.Teores e conteddos dos nutrientes de mudas de tomateiro do cultivar San Marzano
em resposta a inoculacdo com bactérias diazotroéficas.

Tratamento TN (g Kg?') TP (gKg?l TK(gKg? CN (g/planta) CP (g/planta) CK (g/planta)

Controle 14,0 ns 1,41 b 271b 336a 3,39 ns 651 a
UFV81133 16,0 ns 1,77 a 30,9 a 286 b 3,17 ns 552 a
UFV81164 14,2 ns 1,57b 296 a 297b 3,27 ns 61,7 a
UFV81165 14,9 ns 1,65a 288 a 289b 3,22 ns 56,1 a
UFV81221 14,2 ns 1,64 a 260b 252b 2,92 ns 46,1 b
UFV81243 14,2 ns 1,75a 255b 250b 3,06 ns 447 b
UFV81361 151 ns 1,60b 285 a 30,7 a 3,24 ns 579 a
UFV81452 14,5 ns 1,72 a 281a 283 b 3,34 ns 54,7 a
UFV81631 14,0 ns 1,42 b 260b 330a 3,31ns 61,1a
UFV81651 15,7 ns 1,49b 26,3 b 346 a 3,28 ns 579 a
UFV81725 14,1 ns 1,51b 279 a 319a 3,37 ns 62,7 a
UFV81736 14,4 ns 1,58 b 291a 31,2a 3,41 ns 63,1a
UFV81737 139 ns 1,58 b 26,8 b 290b 3,27 ns 559 a
UFV81741 13,4 ns 1,52b 26,8 b 26,3 b 2,98 ns 528 a
UFV81921 16,6 ns 1,65a 275b 350 a 3,45 ns 579 a
UFV82126 14,3 ns 1,63 a 277b 26,4 b 3,01 ns 510b
UFV82131 15,1 ns 1,69 a 296 a 294 b 3,32 ns 57,7 a
UFV82132 16,8 ns 1,56 b 268b 337a 3,13 ns 538 a
UFV82222 153 ns 1,73 a 26,3 b 26,1b 2,96 ns 450b
UFV82234 129 ns 1,68 a 294 a 236b 3,07 ns 535a
UFV82322 14,6 ns 1,56 b 283 a 31,8a 3,41ns 619 a
UFV82323 15,8 ns 1,55b 275b 321a 3,17 ns 56,1 a
UFV82334 151 ns 1,57b 272 b 327a 3,37 ns 58,8 a
UFV82335 131 ns 1,34 b 277b 295b 3,02 ns 624 a
UFV82431 14,2 ns 1,67 a 281a 273 b 3,23 ns 54,3 a
UFV82433 15,0 ns 1,64 a 259b 253b 2,76 ns 438Db
UFV82521 14,5 ns 1,42 b 275b 321a 3,14 ns 60,8 a
UFV82722 13,8 ns 1,51b 279b 294 b 3,23 ns 59,7 a
UFV82723 14,5 ns 1,58 b 270b 30,8 a 3,33 ns 57,3 a
UFV82724 14,8 ns 1,58 b 270b 327a 3,48 ns 59,7 a
QMR 1,71 0,011 11,55 11,58 0,092 30,39
CV(%) 8,94 6,7 451 11,42 9,47 9,79

As médias com a mesma letra ndo apresentam diferestatistica @lo teste de Scott Knott &% de
probabilidade. QMR: quadrado médio do residuo. CV: coeficiente de varie@ode nitrogénio (TN), teor de
fésforo (TP), teor de potassio (TK), conteldo de nitrogénio (€Nipteddo de fosforo (CP), conteldo de
potéassio (CK ns: nao significativo.

35



6.7. Identificacdo da ocorréncia de bactérias diazotroficas nas mudas de tomateiro
do cultivar San Marzano inoculadas

A técnica do NMP foi usada para a identificagcdo da ocorréncia de bactérias diazotroficas

dentro dos tecidos das mudas de tomateiro cultivar San Marzano e confirmar a possivel

presenca dos isolados inoculados nas mudas. Para isso foi comparado o valor do NMP
encontrado no tecido das mudas inoculadas com os isolados de bactérias diazotréficas e o
NMP encontrado no controle, para cada um dos meios de cultura usados no isolamento inicial
(Gréfico 2).

O valor encontrado do NMP de cada um dos isolados foi em uma diluicdo maior que aquele
obtido para o controle. Exceto paras as mudas dos isolados UFV81133, UFV82431,
UFV81452, UFV81921 que apresentaram valor igealiluicdo comparada ao controle.

A concentracdo de células de bactérias diazotréficas variou ehtmeé1). Os isolados com
valores dentro da diluicdo T0foram: UFV82126, UFV82433, UFV81741, UFV81736,
UFV82323 e UFV82335.

Valores dentro da diluicio P0oram encontrados para os isolados: UFV81243, UFV82724,
UFV81725, UFV81737, UFV82334, UFV81651, para a diluicio® foram obtidos os
isolados: UFV81164, UFV82222, UFV82234, UFV82723, UFV81361, UFV82322,
UFV82521e UFV81631.

Os valores para a diluicdo 4@oram apresentados pelos isoladd&Vv82131, UFV82132,
UFV81165, UFV82431, UFV81452, UFV81221, UFV82722, UFV81921 e para a diluicdo
10° foi apresentada pelo isolado UFV81133. As mudas do controle apresentaram valores
dentro das diluicbes entre1@ 10* nos diferentes meios de cultura.
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Logaritmo do nimero mais provavel de bactérias diazotroficas em mudas inoculadas de

tomateiro da cultivar Grazianni
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7. DISCUSSAO

A producdo de mudaé parte fundamental da cultura de tomateiro, j& que desta condigédo
depende o éxito no desenvolvimento da cultura nos aspetos nutricionais e produtivos, a
melhoria no sistema de producdo destas se traduz em acréscimos na produtdvidade.
identificacdo de novos isolados de BPCP ¢é alvo de muitas pesquisas que procuram identificar
estirpes que promovam o desenvolvimento das plantas (HASSEN & LABUSCHAGNE,
2010; IKEDA et al, 2013; MOHITE, 2013EDRINHO, 2010). Procurando novas estirpes

que ajudem na mitigacdo dos diferentes problemas que sdo enfrentados na producdo de
alimentos (SCAGLIOLA et al., 2016).

Séao conhecidos diferentes mecanismos pelos quais as BPCP interferem no desenvolvimento
do simbionte: fornecendo ou melhorando a disponibilidade dos nutrientes, aumentando a
protecdo aos inimigos naturais, dentre outros (ADESEMOYE; OBINI; UGOJI, 2008;
AHEMAD & KIBRET, 2014; ANTOUN, 2012; BASHAN et al., 2014; BASHAN et al.,

2013; BEHERA et al., 2014).

Neste trabalho foram obtidos 29 isolados de bactérias diazotréficas nos diferentes meios de
cultura isentos de nitrogénio, algumas espécies de bactérias isoladas em outras pesquisas no:
mesmos meios foram: meio JNRethylobacterium radiotolerans, Bacillus pumiluseio

NFb, Azospirillum lipoferumAzospirillum brasilenséDA SILVA et al., 2015REIS et al.,

20195. As bactérias diazotroficaschromobacter xylosoxidansArthrobacter tumbaee
Micrococcus luteugonseguiram crescer no meio JMV (KAPLAN et al., 2013; BENSON et

al., 2014). Em cana de acucar foi reportado o uso dos meios LGIP, LGI, NFb e Jalleb par
isolamento das bactéridcetobacter diazotrophicusHerbaspirillum sppgue apresentaram

efeito positivo no incremento da matéria seca em mudas de cana de acgucar (GIRIO et al.,
2015; DOS REIS JUNIOR et al., 2000).

Dos Reis Junior et al., (2000) no processo de isolamento de bactérias diazotroficas em cana de
acucar encontraram maiores porcentagens de alguns géneros em raizes, seguido de colmos ¢
folhas. O presente trabalho também mostrou para a cultura do tomate maior concentracdo de
bactérias diazotréficas nos tecidos da parte aérea quando comparados com os tecidos da raiz,
isto para todos os meios usados (gréfico 1).

Fernandes; Fernandes & Silva (2001) ndo encontraram diferenca significativa no NMP de
bactérias diazotroficas quando comparadas as quantidades em raizes esterilizadas e nao
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esterilizadas do coqueirdC@cos nuciferp em meio JNFb. As quantidades tiveram uma
diferenca de 0,5 a fho NMP. Os autores concluiram que a distribuicdo de BPCP endéfitas

e epifitas em raizes de coqueiro € igual estatisticamente. As comunidades de BPCP podem ter
uma relacéo direita com as propriedades fisicas e quimicas do solo (LOPEZ-LOPEZ et al.,
2017). Guong et al.,, (2012) testaram a mudanca na diversidade da comunidade de
rizobactérias nos sistemas de rotacao das culturas rdglaonay} feijdo-mungo Phaseolus

aureus e arroz Qryza sativqa comparando com o sistema de monocultura de arroz; a
composicao, abundéancia e diversidade da comunidade de bactérias da rizosfera foi maior no
sistema de rotacdo quando comparado com o sistema de monocultura, associando os
resultados a diversidade que se tem na rotacdo de culturas nos exsudados das raizes, residuc

das raizes e trocas nos aportes de matéria organica.

Padder et al., (2017), no processo de isolamento de bactérias diazotréfirassiea rapa

L., encontraram que 63% dos isolados tinham o carater Gram negativo. O mesmo foi
observado por Ashfaq et al., (2016) que isolaram 22 estirpes de bactérias diazotroficas na
cultura de arroz, das quais 86% apresentaram carater Gram negativBaeqlaat al., (2012)

que isolaram 18 estirpes do tomateiro, das quais 72% apresentaram carater Gram negativo. No
presente trabalho 93% dos isolados apresentaram carater positivo, apresentado diferenca com
as pesquisas antes relatadas, mostrando a diversidade que pode ser encontrada dentro do
microrganismos diazotréficos (ANDREOLLI et al., 2016; PEREIRA & CASTRO, 2014)

Um dos fatores que afeta o desenvolvimento das bactérias diazotroficas € o pH de meio d
cultura (SHIN et al., 2012). Condicdo que pode restringir ou favorecer o desenvolvimento das
colénias (BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA, 2006; DA SILVA et al., 2016).

A mudanca do pH nos meios de cultura NFb (6,5 para 4,5) e JMV (4,5 para 6,5) usados,
mostram diferenca na concentracdo de bactérias diazotroficas (Grafico 1). O namero mais
provavel de bactérias contido dentro de tecidos de folhas foi diferente em meios onde houve
mudanc¢a do pH, mostrando que populacdes de bactérias diazotroficas em folhas de tomateiro

podem ser afetadas por mudancgas no pH.

Mudas de tomateiro depois de 30 dias de semeadas podem atingir matéria seca enffe 1,7 a 6,
g/planta, assim como um comprimento entre 9,88 a 12,01 cm (ANGADI; RAI; BARA, 2017,
DOS SANTOS et al., 201&6ATIF et al., 2016). No experimento realizado a matéria seca das
mudas e o comprimento estiveram dentro do intervalo da 3,9 g/planta para a matéria

seca total, para o comprimento os dados ficaram no intervalo entre 15,92 e 21,17 cm; acima
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dos relatos, mostrando que as plantas tiveram um desempenho dentro do intervald étimo.
andlise estatistica mostrnéo ter diferega das médias para as variaveis, altura das mudas e

matéria seca total entre os diferentes tratamentos.

Tem sido demostrado em diversas pesquisas o efeito positivo das bactérias diazotréficas no
incremento da matéria fresca, seca e conteudo de nutrientes como potassio e nitrogénio na
cultura do tomateiro (SZILAGYI-ZECCHIN et al.,, 201BDALLAH et al., 2016;
SANCHEZ, 2012; ADESEMOYE; OBINI; UGOJI, 2008). Entretanto, este efeito esta
estritamente relacionado com fatores que podem afetar o desempenho das BPCP, como o
estado nutdional do hospedeiro, pH do substrato, e nimero de UFC presentes no meio
(ANTOUN, 2012; BASHAN et al., 2014; BASHAN et al., 2013; BERlk et al., 2014).

A atuacdo das BPCP na promocdo do crescimento é influenciada pelos fatores que afetam o
reconhecimento BPCP-hospedeiro (BEHERA et al., 2014; WEIR et al., 2010). Um dos fatores
€ 0 padrdo de colonizacdo, que € determinado principalmente pelo genétipo da planta
(IKEDA et al., 2013.

Exsudados da raiz em tomate tem sido estudados como parte do processo de reconhecimentc
BPCP-hospedeiro, na auséncia destes o Quérum Sensing pode ser afetado e
consequentemente o processo de sinergia planta-bactéria (BAIS et al., 2006). Chen et al.
(2012) estudando o efeito da producdo de metabdlitos secundarios no reconhecimento da
BPCPBacillus subtilizem mudas de tomateiro, encontraram que o crescimento em termos de
incremento do biofilme dB. subtilizesta diretamente relacionado com a producdo de acido

L-malico nas raizes de tomate.

Existe relatoem diferentes trabalhos sobre a interacdo entre gendtipos de plantas e as BPCP,
demonstrando que alguss BPCP respondem de forma diferente na promoc¢ao do crescimento
guando testadas com a mesma espécie, mas em diferentes variedades (SZILAGYI-ZECCHIN
et al., 2015; IKEDA et al., 2013; XU et al., 2013).

No presente trabalho as bactérias foram isoladas do cultivar Grazianni e testadas no cultivar
San Marzano, alguns dos isolados bacterianos poderiam néo ter conseguido consorciar-se com

a planta de tomateiro e promover os beneficios da simbiose.

Um fator que afeta a relacdo entre as BPCP e a planta hospedeira € o estado nutricional da

planta, condicdo que afeta o padrdo de extrusdo de substancias organicas como metabdlitos
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secundérios, usados no processo de sinalizacao para efetuar o reconhecimento do hospedeirc
com a BPCP (SCAGLIOLA et al., 2016).

O reconhecimento entre planta hospedeira e a bactéria simbionte € determinada pelos sinais
emitidos pela planta e reconhecido pela bactéria (DIXON & KAHN, 2004). Uma das formas

de reconhecimento é a sinalizacdo mediante a emissdo de exsudados da raiz como 0s &cidos
organicos (ZHU; VIVANCO; MANTER, 2016).

Os é&cidos organicos e horménios interferem no relacionamento das BPCP e a planta, como
por exemplo na quantidade e forma em que o ferro esta presente, o valor do pH, a quantidade
e forma do N, C e P (SCAGLIOLA et al., 2016; CHEN et al., 2012). A producao de acido

organicos por parte de plantas de tomate pode ser afetada em condicbes de diferentes
contetdos de nitrogénio e fésforo no substrato (BERGER; BROCK; RUPPEL, 2013). As

mudas de tomateiro do presente trabalho apresentaram crescimento dentro dos intervalos
otimos fato que evidencia o adequado fornecimento de nutrientes no substrato e cria um

cenario que poderia ter afetado a necessidade da planta para procurar simbioses.

A traducdo de genes para o abastecimento dos nutrientes € regulada pela necessidade de
planta para obté-los. Em condicGes de baixo contetdo de nutrientes as plantas investem na
producdo de proteinas para obter esses elementos (SCAGLIOLA et al., 2016), plantas com
adequados niveis de nutrientes no substrato, podem ndo investir na producao deste tipo de
proteinas, diminuindo a producdo de substancias sinalizadoras dentro do processo de

reconhecimento BPCP- planta hospedeira (BAIS et al., 2006).

Berger, Brock e Ruppel, (2013) observaram uma relacéo estreita entre a tradueéesde g
para transporte de fosfato e o estado nutricional da planta; quando eles testasam d
condi¢des de fornecimento de nitrogénio (alta com 350 mg e baixa com 150 mg) encontram

gue a quantidade de genes foi afetada pela quantidade de nitrogénio no meio.

BPCP testadas em diferentes concentracées de NaCl, mostraram um melhor desempenho
guando foi incrementado o teor de sais no substrato (SHENG et al., 2012), o que pode
corroborar que diferentes concentracdes de nutrientes e outros elementos podem influenciar o

relacionamento entre as BPCP e a planta hospedeira.

Abbamondi et al., (2016) encontraram que 73% das bactérias endofiticas isoladas de
tomateiro tiveram resultado positivo no teste de producdo de acidos orgéanicos, além disso

89% tiveram resultado positivo na producéo de AlA. Essas bactérias isoladas da rizosfera de
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tomateiro afetaram negativamente o alongamento de raizes, além da quantidade de pelos
radiculares emArabidopsis thalianaefeito atribuido a producdo de AIA em concentracdes

supra-otimas.

Um dos fatores que podem influenciar de maneira negativa a fixacéo biolégica de nitrogénio
(FBN) € o alto custo energético em termos de ATP que tem o processo para a planta, que pode
chegar a ser 12% da respiracdo (FAGAN et al., 2007). Neste cenario o suprimento de
nitrogénio por meio da adubacdo pode interferir no processo simbidtico da FBN. Os
resultados mostraram ndo haver diferenga estatistica entre as variaveis contetdo de nitrogénio

e teor nas mudas inoculadas e o con{fbébela 9).

A presenca ou adicdo de nitrogénio, principalmente na forma de amdnio, pode diminuir ou
inibir o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (DE ARAGICARVALHO, 2009).
Spolaor et al., (2016) ndo encontraram efeito na produtividade de plantas de milho pipoca
guando foram inoculadas caofn brasilensgunto com doses altas de adubacao nitrogenada
(105 Kg hat).

Oliveira et al.,, (2003) encontraram diferenca entre o numero de géneros de bactérias
diazotroéficas isoladas de tecidos de cana de aclcar. Os autores relatam que estas diminuiram
em plantas que receberam doses altas de nitrogénio, o que pode evidenciar que a associagac
de bactérias diazotréficas com a planta hospedeira é influenciada pelo fornecimento de
nitrogénio no meio de crescimento ou substrato (DOS SANTOS et al., 2017).

O nuamero de unidades formadoras de colbnia € conexo com o melhor desempenho das acdes
das BPCP (BASHAN et al., 2014). Uma maior populacdo de bactérias tem sido relacionada
com o aumento na possibilidade de colonizagdo dos tecidos radiculares e melhoria na
competicdo com outros microrganismos do substrato (XU et al., 2013; ZHU; VIVANCO;
MANTER, 2016).

No experimento ndo foi observado que o NMP de bactérias diazotréficas em mudas
inoculadas e nédo inoculadas apresentaram relacdo direta com os resultados das variaveis que
avaliaram o incremento da matéria fresca e seca, e contetdo ou teor de nutrientesg(€abelas

9; Gréfico 2). Bactérias que apresentaram baixa concentracdo, nem sempre exibiram baixo

desempenho quando comparadas aquelas com maior concentracao.

Szilagyi-Zecchin et al., (2015) relataram um efeito contrario a essa observacdo quando

testaram doses (1,6 X186 6,4 x16) da BPCPBacillus amyloliquefaciensubsp.Plantarum
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em sementes e mudas de tomateiro. Encontraram efeito negativo do aumento da concentragao
nas variaveis: indice de germinagdo e massa seca das mudas, relacionando a maior
concentracdo da bactéria com maior quantidade de AIA produzido, afetando a quantidade

endogena do horménio para acima do nivel 6timo na rizosfera.

Com relagdo ao potencial solubulizador de fosfato de calcio por parte dos isolados, os

resultados apresentaram relacédo direta entre a habilidade dos isolattios, e o teor de

fésforo encontrado nas mudas inoculadas (Tabelas 3 e 9). Entretanto, isolados que

apresentaram maior valor do halo solubilizador assim como do indice calculado, n&o tiveram

relagdo com o teor nas mudas. Pastor et al., (2014) relataram que BPCP solubilizadoras de
fosfato de calcio em tomate, ndo tiveram relacdo entre o tamanho do halo e a quantidade de

fosfato solubilizado.

Segundo Massenssini et al., (2016) a relagao entre o tamanho do halo e o tamanho da col6nia,
pode ser usado para calcular o indice de potencial de solubilizacdo de fosfato. Quando o
indice é menor de 2, os isolados podem ser catalogados como pouco solubilizadores, com
valores entre 2 e 3 como médio potencial e com valores superiores a 3 com potencial alto. Os
resultados mostraram que os valores do indice ficaram entre 2 e 3, que pode se catalogar

como isolados com potencial médio (Tabela 4).

O potencial de solubilizacdo de fosfatos pode ser influenciado pela concentracdo do
microrganismo no meio (GONZALEZ et al., 2014). Cinco dos doze isolados que conseguiram
solubilizar fosfato de célcio foram também encontrados em maior concentracdo nas mudas
guando feito o teste do NMP; com essa observacéo, o fornecimento de fosfato por parte dos

isolados poderia ser afetado pela concentracdo destes nos tecidos das mudas.

Um dos mecanismos associado com a solubilizagéo de fosfato de calcio por parte das BPCP

a modificagcdo do pH do meio (MASSENSSINI et al., 2015). A modificagdo do pH do meio
pode estar associada com a extrusdo de protons, assim coma moaucdo de acidos
organicos (GYANESHWAR et al., 2002). Dentro dos produtos da fixacdo bioldgica do
nitrogénio por parte das bactérias pela acdo da nitrogenase, esta a liberacdo de protons no
meio, o que modifica o pH (POSSO & DE PRAGER, 2017; BASHAN et al., 2013;
SANCHEZ, 2012).

A fertilizacdo fosforica depende principalmente das extracdes das formas de fosfatos da rocha

fosforica, sendo um recurso finito e ndo renovavel (GRUEN et al., 2014). A sinergia entre
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BPCP e plantas de tomateiro no fornecimento do fosforo pode reduzir o consumo de
fertilizantes fosfatados e diminuir o impacto dessa atividade no meio ambiente (PASTOR et
al., 2014.

Fosforo é um fator limitante no crescimento e produtividade das plantas, assim as plantas
desenvolveam estratégias para incrementar a habilidade de adquirir o fésforo no solo devido
a alta taxa de fixacdo que ele tem (como, por exemplo, a associacdo com fungosas)bactér
Em solos bem fertilizados s6 20% do fésforo inorganico € aproveitado pelas plantas, o

restante é rapidamente imobilizado, adquirindo formas n&o disponiveis (NEUMANN, 2015).

El-tantawy et al., (2009), testaram bactérias solubilizadoras de fosfatos em mudas de tomate;
0s autores descreveram que as bactérias incrementaram a matéria seca da pade @ézea
Os teores de fosforo nos tecidos das mudas foram do 0,58% para plantas inoculadas e de

0,51% para plantas nao inoculadas.

O fésforo € um dos nutrientes limitantes na producéo de plantas, € absorvido pelas raizes e
levado para outras partes na forma de orthofosfato (Pi) (DARAM et al.; GBPA3EN et al.,

2014). O incremento nos pelos radiculares no tomateiro esta influenciado pela concentracéo
de fésforo e nitrogénio no substraBASIRAT et al., 2011; ABBAMONDI et al., 20360s
resultados obtidos ndo mostraram difeeegstatistica do volume das raizes, o que pode estar

relacionado com o adequado fornecimento do fésforo no meio.

Outros estudos de BPCP que conseguiram solubilizar fosfato de calcio, foram descritas como
Gram Negativas (MASSENSSINI et al., 2016; SHARON et al., 2016), amnttcom 0s
resultados obtidos, onde pode-se observar que o teste mostra que o total dos isolados que

conseguiram solubilizar fosforo eram Gram positivos (Tabela 1).

Observou-se uma relacéo entre as mudas que apresentaram maior teor de potassio e que foran
inoculadas com isolados que exibiram capacidade de solubilizar fosfato; pode-se explicar ja
gque um dos mecanismos usados pelas bactérias para a solubilizacdo de fosfatos é o
incremento de Hna rizosfera, e transportadores celulares de alta afinidade pelo potassio sédo
estimulados na presenca de(HEHARMA; DREYER; RIEDELSBERGER, 2013).

O potassio é o elemento de maior demanda na planta de tomateiro, e tem relacédo direta com o
desempenho do crescimento de mudas e da producao da cultura, tanto no ambiente protegido
como no campo (GENUNCIO et al., 2010). Deficiéncia de potassio ocasiona frutos pouco

firmes e assim diminuicdo na qualidade deles (COSTA et al., 2015).
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As plantas requerem concentracdes de potassio no citoplasma na ordem de 100 a 200 mM, em
contraste a concentragdo de potassio no solo pode ser de 10-100 uM (SHARMA; DREYER,;
RIEDELSBERGER, 2013). Os resultados sugerem que BPCP podem incentivar de forma
indireta a absorcédo de potassio por parte das mudas de tomateiro, e assim incrementar teores

deste elementeo desenvolvimento da cultura.

Kubar et al.,(2016) testando o efeito da fertilizacdo com potassio em plantas de tomate,
encontraram o melhor desempenho com adubacgdo entre 100 e 150 KgOdkak
correspondente a uma concentracao de 4,2% de potassio na planta. Os resultados do present
trabalho mostraram concentracdes entre 3,0% e 2,5% nas mudas inoculadas e de 2,71% no
tratamento testemunha; concentracbes dentro do padrdo Otimo, como possivel efeito da

inoculacéo com os isolados usados.

Os dados mostraram que 90% dos isolados conseguiram solubilizar 6xido di ziitien

expondo a potencialidade dos isoladwns favorecer a disponibilidade do zinco na solucao
nutritiva. Inoculacbes com BPCP com habilidade de solubilizar 6xido de zinco podem
incrementar as produgdes e desenvolvimento das culturas, assim como ser usadas em
biofertilizantes para suprir as necessidades de zinco (KRITHIKA & BALACHANDAR,
2016).

As BPCP podem solubilizar zinco mediante a producdo de &cidos organicos, extrusdo de
prétons e producédo de quelatos (SARAVANAN et al., 2007). A producéo de &cido glutamico,
acido citrico, acido carbbnico tem sido reportado dentro das BPCP associadas com a
capacidade de solubilizar zinco (VAID et al., 2013; SHAKEEL et al., 2015).

Vaid et al., (2014) testando as bactérias solubilizadoras de éxido deBuindwlderiae
Acinetobacterem plantas de arro©(yza sativa irrigadg observaram incremento no teor do

Zn nos tecidos das plantas, assim como o incremento da massa seca das plantas inoculada:s
com as bactérias. Ditas bactérias foram testiad&so obtendo a média de halo solubilizador

de 1,25 cm.

Shakeel et al., (2015), obtiveram 237 isolados de BPCP de raizes deDayuaz qativg dos

quais 27% conseguiram solubilizar 6xido de zinco em ensauitro observando halos de
solubilizagdo entre 1 a 24 mm. Os isolados que conseguiram solubilizar 6xido de zinco,
incrementaram o comprimento da panicula, contetudos de clorofila e a producdo das plantas

inoculadas quando comparadas com testemunha.
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O zinco tem relag&o direta com a absor¢ao de outros metais na solugcéo do solo como cobalto,
ferro, manganés, assim como com as concentragdes de calcio e magnésio (TIFFIN, 1967).
Gharaibeh et al., (2016) relatam que adicbes de Zn na agua de irrigacédo interfariram n
absorcdo de cadmio (Cd) por parte de plantas de tomate; encontrando que a taxa de
transferéncia de cadmio do solo para os frutos foi afetada positivamente, apresentando efeito
antagonico do Zn para o Cd. De acordo com esses resultados o incremento da disponibilidade
de Zn na rizosfera pode influenciar positivamente baixas taxas de absor¢cdo de Cd melhorando
a qualidade dos frutos (tendo em conta que o cadmio é considerado cancerigeno). Os isolados
tém o potencial de ser testados em cenérios de disponibilizacdo de Zn em presenca de Cd,
para a diminuicdo da aquisicdo deste ultimo, assim como no possivel efeito dos isolados na

biorremediacéo de solos contaminados com metais pesados.

Existe uma relacao entre os processos de absorcéo de fésforo por parte da planta e deficiéncia
de zinco; processos de traducdo de genes para a incorporacao de fosforo pode spomafetada
deficiéncias de zinco nas plantas (BRIAT et al., 2015). Raliya et al., (2015) relatam que Zn
atua como cofator para enzimas solubilizadoras de fosfato, tais como fosfatase e fitase,
enzimas que atuam dentro do processo de aquisicéo de fésforo pela planta, em deficiéncia de
Zn o desempenho destas enzimas pode ser afetado.

Os resultados apresentaram dois isolados como positivos nanteste de producdo de
compostos indolicosFV81631 e o isolado UFV8165As meédias para as variaveis de
expressdo do crescimento das mudas de tomate inoculadas com estes isolados, ficaram no

grupo de melhor desempenho junto com o controle.

Zhang et al., (2017), encontraram que BPCP isoladas de raizes de tomate, tiveram efeito
positivo no acréscimo da matéria seca de mudas de tomateiro, assim como no incremento de
pelos radiculares. A producéo de AIA por estas bactérias ficou na faixa de 8,06 e 62,43 mgL

1 mostrando diferentes desempenhos em relagéo a capacidade de producéo de AlA.

Szilagyi Zecchin et al., (2015) testando a influéncidBdeillus amyloliquefaciens subsp.
desempenho de mudas e sementes de tomate, verificaram que aumento na concentracao dest
BPCP (em termos de maior numero de UFC por grama de sementes) interferiu na germinagéo
das sementes e no ganho de massa das mudas na parte area, relatando que dito efeito est
relacionado com a quantidade de AIA por parte das BPCP. Neste trabalho os isolados com
potencial de producdo de compostos indélicos ndo apresentaram acréscimo nas variaveis de
ganho de massa quando comparados com o controle.
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No tomateiro as auxinas podem interferir nos diferentes processos de crescimento da cultura,

seu papel pode se relacionar com o0s processos: queda de 6rgdos florais, processo de
polinizacdo, formacdo dos frutos; auséncia ou baixos niveis podem ocasionar mal formacao

de frutos e afetar o nimero de sementes por fruto (DE JONG; MARIANI; VRIEZEN, 2009).

Recentes relatos de pesquisa mostram as auxinas como parte da sinalizagdo do processo d
defesa da planta, assim como € ja conhecido para o acido jasmoénico e acido salicilico
(SHIGENAGA & ARGUESO, 2016). Pesquisas adiantadas na area dos horménios em plantas
relatama atuacao que tem as auxinas na defesa da planta contra doencas; parte da revisao dos
pesquisadores relatam que em tomate altos niveis de auxinas foram detectados em plantas
afetadas poPseudomonas solanaceraKAZAN & MANNERS 2009).

BPCP que apresentem a capacidade de sinteses de AIA podem ter papel importante no
controle de doengas (KAZAN & MANNERS 2009; TIAN et al., 2017). Com os isolados
UFV81631 e UFV81651 é possivel adiantar ensaios no controle de bactérias patogénicas ou
na influéncia dstas na resposta de plantas de tomate inoculadas frente a este tipo de

patdégeno.
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8. CONCLUSOES

Bactérias diazotréficas podem ser isoladas de raizes, folhas e caule de plantas de somate. O

isolados podem ser diversos em relacéo as caracteristicas tanto das colénias como das células
e sua distribuicdo é proporcional entre a parte aére e raizes de plantas de tomateiro. Seu efeito
sobre o ganho de matéria seca e fresca quando inoculadas em mudas de tomateiro pode se

nulo.

Bactérias diazotroficas isoladas de plantas de tomateiro possuem também a capacidade de
sintetizar indol, assim como de solubilizawitro fosfato de célcio e 6xido de zinco. Quando

inoculadas em mudas de tomateiro podem incrementar os teores de fésforo e potassio.

Os isolados bacterianos obtidos podem ser promissores para inclusdo em novas pesquisas
avaliando sua capacidade de incrementar a produtividade de diferentes cultivares de

tomateiro.
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10.ANEXOS

10.1. Anélises de variancia

Quadro 1. Analise de variancia das variaveis de crescimento de mudas de tomate inoculadas
com bactérias diazotroficas.

F.V GL IQD"-1,5 NF DC AC AM AM/DC VoL
(ud) (ud) (ud) (ud) (cm) (ud) (mL)
Tratamento 29 7.57+ 0.115ns  0.2Ins  0.192*  3.5&ms 10536*  1.50%1s
Residuo 60 3.14 0.067 0.13 0.11 1.34 34,8 1.43
CV(%) 18.3 5.21 11.01 7.32 6.55 10.92 17.41

** Diferenca significativansDiferencando significativa ao nivel de 5% para o teste de Scott Knott.

indice de qualidade de Dickson, IQD"-1,5; nimero de folhas, NF; diametro na altura do colo,
DC; altura de insercdo do cotilédone, AC; altura da muda, AM; relacdo altura da muda e
didmetro do caule, AM/DC; volume da raiz, VOL.

Quadro 2. Andlise de variancia das variaveis matéria fresca e seca das mudas de tomate
inoculadas com bactérias diazotréficas.

F.v GL MFPA(g@) MFR(g) MFT (9) MSPA (g) MSR (g9) MST (g)
Tratamento 29 2.77* 0.8s 4.30s 0.78* 0.005Is 0.109+
Residuo 60 1.48 0.79 3.52 0.030 0.004 0.04
CV(%) 8.55 14.42 9.24 10.65 14.72 9.85

** Diferenca significativans Diferenga néo significativa ao nivel de 5% para o teste de Scott Knott.

Matéria fresca da parte aérea, MFPA; matéria fresca da raiz, MFR; matéria fralsdaR®t
matéria seca da parte aérea, MSPA; matéria seca da raiz, MSR; matéria seca total, MST.

Quadro 3. Analise de variancia dos teores e contetdos de nutrientes em mudas de tomate
inoculadas com bactérias diazotroéficas.

E vV GL TN TP TK CN CcP CK
' (@Kg™  (gkg™)  (gkg™) (glplanta) (g /planta) (g /planta)

Tratamento 29  25Ms  0.033604** 4.90*  29.23*  0.092%s  96.38*
Residuo 60 1.71 0.011276  11.55 1158 0.0923 30.39
CV(%) 8.94 6.7 451 11.42 9.47 9.79

** Diferenca significativans Diferenga néo significativa ao nivel de 5% para o teste de Scott Knott.

Teor de nitrogénio (TN), teor de fésforo (TP), teor de potassio (TK), conteddo de nitrogénio
(CN), conteudo de fésforo (CP), contetdo de potassio (CK)
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10.2. Conducgéao do experimento na casa de vegetacédo e coleta de dados.

Figura 1. Conducédo do experimento em casa de vegetacdo, mudas aos zeros, 15 e 30 dias
depois de semeadas.

Figura 2. Processo de medicao e registro das variaveis mensuradas em mudas de tomateiro
cultivar San Marzano inoculadas com bactérias diazotrdéficas.
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Figura 3. Mudas de tomateiro do cultivar San Marzano aos 35 dias depois de semeadas.
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10.3. Teste de solubilizacdo de fosforo dos isolados.

Figura 4. Teste de solubilizacédo de fosfato de célcio dos isolados bacterianos UFV82131 (1),
UFV82132 (2), UFV81133 (3), UFV81164 (4), UFV81165 (5), UFV82126 (6), UFV82431
(7), UFV81452 (8), UFV82433 (9), UFV81221 (10), UFV82222 (11), UFV82234 (12),
UFV82234 (13), UFV81741 (14), UFV82722 (15), UFV82723 (16), UFV82724 (17),
UFV81725 (18), UFV81736 (19), UFVv81737 (20), UFVv81361 (21), UFV82322 (22),
UFV82323 (23), UFV82334 (24), UFV82335 (25), UFV81921 (26), UFV82521 (27),
UFV81631 (28), UFV81651 (29). O halo transparente indica o potencial de solubilizagdo dos
isolados.
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10.4. Teste de solubilizacdo de 6xido de zinco.

Figura 5.Teste de solubilizacdo de 6xido de zinco dos isolados bacterianos, UFV82131 (1),
UFV82132 (2), UFV81133 (3), UFV81164 (4), UFV81165 (5), UFV82126 (6), UFV82431
(7), UFV81452 (8), UFV82433 (9), UFV81221 (10), UFV82222 (11), UFV82234 (12),
UFV82234 (13), UFV81741 (14), UFV82722 (15), UFV82723 (16), UFV82724 (17),
UFV81725 (18), UFV81736 (19), UFV81737 (20), UFV81361 (21), UFV82322 (22),
UFV82323 (23), UFV82334 (24), UFV82335 (25), UFV81921 (26), UFV82521 (27),
UFV81631 (28), UFV81651 (29). O halo transparente indica o potencial de solubilizacdo dos
isolados.
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10.5. Teste do potencial de sinteses de compostos inddlicos dos isolados.

Figura 6. Teste de potencial de sintese de compostos inddlicos dos isolados bacterianos
UFV82131 (1), UFV82132 (2), UFV81133 (3), UFV81164 (4), UFV81165 (5), UFV82126
(6), UFV82431 (7), UFV81452 (8), UFV82433 (9), UFV81221 (10), UFV82222 (11),
UFV82234 (12), UFV82234 (13), UFV81741 (14), UFV82722 (15), UFV82723 (16). A cor
rosa indica o potencial de sinteses de compostos inddlicos dos isolados.
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Figura 7. Teste de potencial de sintese de compostos inddlicos dos isolados bacterianos
UFV82724 (17), UFV81725 (18), UFV81736 (19), UFV81737 (20), UFV81361 (21),
UFV82322 (22), UFV82323 (23), UFV82334 (24), UFV82335 (25), UFV81921 (26),
UFV82521 (27), UFV81631 (28, apresenta), UFV81651 (29, apresenta). A cor rosa indica o
potencial de sinteses de compostos inddlicos dos isolados.
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10.6. Composicéo dos meios de cultura

10.6.1.Meio DYGS

Para 1000nL de agua destilada foi acrescentado 2,0 g de glicose 2,0 g de acido malico, 1,5 g
de peptona bacterioldgica, 2,0 g de extrato de levedura, 0,5 g de fosfato de potéssio dibasico,
0,5 g de sulfato de magnésio hidratado, 1,5 g de &cido glutamico, agestopH com
hidroxido de potassio solucdo a 10% e/ou acido sulfarico a 5%. A solucéo foi autoclavada por

20 minutos a 1 atmosfera e 120 graus Celsius.

10.6.2Meio IMV

Para 1000nL de &gua destilada foi acrescentado 5 g de manitohl,8e solucédo de fosfato

de potassio dibasico, I8L de solucdo de fosfato de potassio monobasico, 2 mL de solucéo
de sulfato de magnésio hidratadonl de solucdo de cloreto de sodiom2 de solucdo de
cloreto de calcio, 2mL de solucdo de azul de bromotimol, AL de solucdo de
micronutrientes para meio de culturapL de solucéo de EDTA de ferronil de solugéo de
vitamina para meio de cultura, ajustou-se o pH para-4i5 usando acido sulfarico a 5%
e/ou hidréxido de potassio a 10%.agar foi acrescentado nas seguintes quantidades: 2,1 g
por litro para meio semissoélido, 25 g por litro para meio sélido, adicionado 100 mg de extrato
de levedura. A solucao foi autoclavada por 20 minutos a 1 atmosfera e 120 graus célsius.

10.6.3Meio NFb

Para 1000nL de &gua destilada foi acrescentado 5 g de &cido malimd, &e solucdo de
fosfato de potassio dibasiconfl de solucdo de sulfato de magnésio heptahidrataad, de

solucéo de cloreto de sodionfl de solucéo de cloreto de calcio dihidratadayl2de azul

de bromotimol 0,5% em 0,2N de hidroxido de potassiml2de solu¢cdo de micronutrientes

para meio de cultura, #L de solucéo de EDTA de ferro,niL de solugédo de vitamina para

meio de cultura, 4,5 g de hidréxido de potassio, ajustou-se o pH para 6,5 com solugcédo de
hidroxido de potassio a 10% e/ou solucédo acido sulfurico a 5%. O agar foi adicionado nas

seguintes quantidades: 1,8 g por litro para meio semi soélido, 15 g por litro para meio sélido,
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colocando 50 mg de extrato de levedura por litro de meio de cultura. A solugcdo foi
autoclavada por 20 minutos a 1 atmosfera de pressao e 120 graus Celsius.

10.6.4Meio LGI

Para 1000nL de agua destilada foi acrescentado 5 g de acucar cristdl,d solucéo de
fosfato de potéssio dibasico,nfL de solucdo de fosfato de potassio monobasicol 2le
solucdo de sulfato de magnésio heptahidratadml2de solucdo de cloreto de calcio
dihidratado, 2nL de solucdo de molibdato de sddio dihidratadmlL1de solucédo de cloreto
férrico hexhidratado, BL de solucdo de azul de bromotimol, 1 g de nitrato de potassib, 1

de solucédo de vitamina para meio de cultura, ajustéaupH para 6,0- 6,2, usando solucao

de &cido sulfurico a 5% agar foi adicionado nas seguintes quantidades: 15 g por litro de
meio de cultura sélido, 1,8 g por litro de meio de cultura para meio semi solido colocando
também 0,02 g de extrato de levedura. A solucdo foi autoclavada por 20 minutos a 1

atmosfera e 120 graus Celsius.

10.6.5Meio JNFb

Para 1000nL de agua destilada foram adicionados 5 g de acido maliodh, @e solucdo de

fosfato de potassio dibasico, i@ de solucédo de fosfato de potassio monobasicol. 2le

sulfato de magnésio heptahidratadmnll de solucdo de cloreto de sédian2 de solucédo de

cloreto de calcio dihidratado, AL de solu¢do de azul de bromotimolpi. de solucdo de
micronutrientes para meio de culturapd de solucdo de EDTAederro, 4,5 g de hidréxido

de potassio, InL de solugédo de vitamina para meio de cultura. Ajustou-se o pH para 5,8
usando solucdo de hidroxido de potassio a 10% e/ou solucdo de &cido sulfdrico a 5%. O agar
foi adicionado nas seguintes quantidades: 1,9 g por litro para meio semi sélido, 17 g por litro
para meio solido, 20 mg de extrato de levedura. A solugéo foi autoclavada por 20 minutos a 1

atmosfera e 120 graus Celsius.
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10.6.6Meio LGI-P

Para 1000nL de agua destilada foram colocados 100 g de agUcar crigtél d2 solucao de

fosfato de potassio dibasico,nL de solucéo de fosfato de potassio monobasicol de

solucéo de sulfato de magnésio hidratadml2de solucédo de cloreto de calcio dihidratado, 2

mL de solucdo de molibdato de sodio dihidratado, 1 mL de solucdo de cloreto férrico
hexahidratado, HnL de solugéo de azul de bromotimolmL de solugdo de vitamina para

meio de cultura, ajustou-se o pH para 5,5 usando solucéo de acido acético a 10%. O agar foi
adicionado nas seguintes quantidades: 1,6 g por litro para meio semi solido e 25 g por litro de

meio sdlido. A solucao foi autoclavada por 20 minutos a 1 atmosfera e 120 graus Celsius.

10.6.7 Meio JMVL

Para 1000mL de &gua destilada foram colocados 5,0g de manitol, rhB,@e fosfato de
potassio monobasico, 6@l solucdo de fosfato de potassio dibasico, l0 solucdo de
sulfato de magnésio hidratado, Iyl de cloreto de sédio, 2/@L de solucédo de cloreto de
calcio dihidratado, 4,nL de azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2N de hidroxido de
potassio, 2,0nL EDTA de fero, 2,0mL de solucédo de micronutrientes para meio de cultura,
1,0 mL de vitamina para meio de cultura, 20 mg de extrato de levedura. Foi ajustado o pH
para 5,0-5,4 usando acido sulfarico a 5% e/ou hidréxido de potassio a 10%. O agar foi
adicionado assim: para meio sélido 1254 para meio semi-solido 6 gL A solucéo foi

autoclavada por 20 minutos a 1 atmosfera e 120 graus Celsius.

10.6.8. Meio JIMVM

Para 1000 mL de &gua destilada foi adicionado 5 g de manitol, I, 6 mL de solucdo de fosfato
de potassio dibasico, 18 mL de solugéo de fosfato de potassio monobasico, 2 mL de solugéo
de sulfato de magnésio hidratado, 1 mL de solucéo de cloreto de sédio, 2 mL de solucéo de
cloreto de célcio, 2 mL de solugcdo de azul de bromotimol, 2 mL de solucdo de
micronutrientes para meio de cultura, 4 mL de solucdo de EDTA de ferro, 1 mL de solugéo de
vitamina para meio de cultura, ajustou-se o pH para 6,5 usando acido sulfarico a 5% e/ou

hidroxido de potassio a 10%. agar foi agregado nas seguintes quantidades: 2,1 g por litro
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para meio semissolido, 25 g por litro para meio sélido, adicionado 100 mg de extrato de
levedura. A solucéo foi autoclavada por 20 minutos & 1 atmosfera e 120 graus Celsius.

10.6.9Meio NFbM

Para 1000 mL de agua destilada foi agregado 5 g de acido malico, 5 mL de solucéo de fosfato
de potassio dibasico, 2 mL de solucdo de sulfato de magnésio heptahidratado, 1 mL de
solucdo de cloreto de sddio, 2 mL de solucéo de cloreto de calcio dihidratado, 2 mL de azul
de bromotimol 0,5% em 0,2N de hidroxido de potassio, 2 mL de solucdo de micronutrientes
para meio de cultura, 4 mL de solucdo de EDTA de ferro, 1 mL de solucdo de vitamina para
meio de cultura, 4,5 g de hidroxido de potassio, ajustou-se o pH para 4,5 com solucédo de
hidréxido de potédssio a 10% e/ou solucao acido sulfarico a 5%. O agar foi adicionado nas
seguintes quantidades: 1,8 g por litro para meio semi sélido, 15 g por litro para meio sélido,
colocando 50 mg de extrato de levedura por litro de meio de cultura. A solucédo foi

autoclavada por 20 minutos a 1 atmosfera de presséo e 120 graus Celsius.

10.6.10. Meio LGIM

Para 1000 mL de agua destilada foi agregado 5 g de agucar cristal, 2 mL de soluc@bade fosf
de potassio dibasico, 6 mL de solucdo de fosfato de potassio monobasico, 2 mL de solucado de
sulfato de magnésio heptahidratado, 2 mL de solucédo de cloreto de célcio dihidratado, 2 mL
de solucdo de molibdato de sodio dihidratado, 1 mL de solucdo de cloreto férrico
hexhidratado, 5 mL de solucédo de azul de bromotimol, 1 g de nitrato de potassio, 1 mL de
solucdo de vitamina para meio de cultura, ajusto-pH para 4,6 usando &cido sulfur&o

5% e/ou hidroxido de potassial0%. Adicionouse agar nas seguintes quantidades: 15 g por

litro de meio de cultura sélido, 1,8 g por litro de meio de cultura para meio semi-solido
colocando também 0,02 g de extrato de levedura. A solugéo foi autoclavada por 20 minutos a

1 atmosfera e 120 graus Celsius.
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