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RESUMO

OLIVEIRA, Paula Juliane Barbosa. Doutor. BIOPROSPECCAO DE
MICRORGANISMOS DE SOLOS DO BIOMA FLORESTA COM ARAUCARIAS E
APLICACAO DE CONSORCIOS EM MUDAS DE JABUTICABEIRA. 176 f. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia (Area de
Concentragao: Produgcao Vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Pato Branco, 2023.

A aplicacdo de microrganismos nas plantas, tem causado efeitos positivos na
produtividade das culturas e tornou-se alternativa para reducdo de produtos
quimicos no solo. Diante dos efeitos significativos nas culturas agronémicas, faz-se
necessario testar em outras espécies, como por exemplo, nas frutiferas nativas.
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi detectar espécies de microrganismos
cultivaveis presentes nos solos do Bioma Floresta com Araucarias e analisar suas
potencialidades e efeito sobre o crescimento de mudas de jabuticabeiras. Para
realizacdo deste estudo, foram coletadas amostras de solo de quatro sitios
remanescentes florestais com presenga ou auséncia de jabuticabeiras nativas
(Plinia sp.), localizados na Regidao do Sudoeste do Parana. Apds a coleta do solo,
os microrganismos foram isolados e identificados por analise molecular e testados
quanto a sua capacidade na produgao enzimatica e de AlA, na solubilizagado de P
e, tem testes de compatibilidade e antagonismo. Os isolados foram testados
individualmente em sementes e em consorcios aplicando-os em mudas de
jabuticabeira. O trabalho foi conduzido na e Universidade Federal de Vigosa. Os
resultados obtidos quanto a bioprospecg¢ao nos sitios de coleta mostrara existéncia
de pouca diversidade entre as espécies de microrganismos cultivaveis. Das
espécies de bactérias bioprospectadas, o género mais predominante foi Bacillus sp.
e para os fungos foi Trichoderma sp. Quanto aos testes de produgédo enzimatica
para amilase, celulase e protease, os isolados bacterianos e fungicos apresentaram
resultados positivos. Na produgéo de acido indol-acetico (AlA), apenas os isolados
I3 e 117 foram capazes de sintetiza-lo. Na solubilizacdo de P, apenas um isolado
(149) apresentou tal capacidade. Com relagdo a inoculagdo dos consorcios nas
mudas de jabuticabeira, o crescimento nao foi influenciado apés 30 dias de
avaliagao. Concluiu-se que € necessario realizar mais avaliagdes por maior periodo
de tempo, observando se ocorrera possivel diferenga nestas mudas.

Palavras-chave: Promotores de crescimento de plantas. Crescimento vegetativo.
Bactérias. Fungos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Paula Juliane Barbosa. BIOPROSPECTION OF MICROORGANISMS
FROM SOILS OF THE FOREST BIOME WITH ARAUCARIAS AND APPLICATION
OF INTERCOUNTS ON JABUTICABEIRA SEEDLINGS. 176 p. Thesis (Doctorate
in Agronomy) — Graduate Program in Agronomy (Area of Concentration: Plant
Production), Federal Technological University of Parana. Pato Branco, 2023.

The application of microorganisms to plants has had positive effects on crop
productivity and it has become an alternative for reducing chemical products in the
soil. Given the significant effects on agronomic crops, it is necessary to test on other
species, such as native fruit trees. Therefore, the objective of this work was to detect
species of cultivable microorganisms present in the soils of the Araucaria Forest
Biome and analyze their potential and effect on the growth of jabuticaba tree
seedlings. To carry out this study, soil samples were collected from four remaining
forest sites with the presence or absence of native jabuticaba trees (Plinia sp.),
located in the Southwest Region of Parana. After collecting the soil, the
microorganisms were isolated and identified by molecular analysis and tested for
their capacity in enzyme and IAA production, P solubilization and compatibility and
antagonism tests. The isolates were tested individually in seeds and in consortia
applying them to jabuticaba tree seedlings. The work was carried out at the Federal
Technological University of Parana and Federal University of Vigosa. The results
obtained regarding bioprospecting at the collection sites showed the existence of
little diversity among the species of cultivable microorganisms. Of the bacterial
species bioprospected, the most predominant genus was Bacillus sp. and for fungi
it was Trichoderma sp. Regarding enzyme production tests for amylase, cellulase
and protease, bacterial and fungal isolates showed positive results. In the production
of indole acetic acid (IAA), only isolates 13 and 117 were able to synthesize it. In P
solubilization, only one isolate (149) showed such capacity. Regarding the
inoculation of consortia in jabuticaba tree seedlings, growth was not influenced after
30 days of evaluation. It was concluded that it is necessary to carry out more
evaluations for a longer period of time, observing whether there will be a possible
difference in these seedlings.

Keywords: Plant growth promoters. Vegetative growth. Bacteria. Fungi.
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1. INTRODUGAO

A relagao simbidtica entre microrganismo e planta é processo evolutivo que
acontece gradualmente a longo prazo entre as espécies (Hassani et al., 2018), cuja
interacédo é fundamental para a manter a biodiversidade do solo (Chen et al., 2017).

Acredita-se que o ambiente e a vegetacdo presente s&o condi¢cdes para
determinar a composi¢do da comunidade microbiana (Stone et al., 2015), assim
como, as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas e, 0 manejo proporcionado ao
solo (Barberan et al., 2015; Kivlin & Hawkes, 2016).

As associagdes entre microrganismos e planta tem funcionado como sistema
integrado, em que os microrganismos atuam no fornecimento de nutrientes para as
plantas (Vandenkoornhuyse et al., 2015; Sanchez-Canizares et al., 2017; Bakker et
al., 2020), assim como auxiliando para sobrevivéncia em decorréncia de fatores
abidticos e bidticos causadores de estresse (Smith et al., 2015a).

A conexdo entre esses grupos ocorre por meio de processos quimicos,
realizados pelas estruturas das raizes das plantas (Van Dam & Bouwmeester,
2016), que liberam diferentes exsudatos na forma de metabdlitos (Canarini et al.,
2019) como agucares, oligossacarideos, aminoacidos, acidos organicos, compostos
fendlicos e compostos como flavonoides, enzimas, acidos graxos, auxinas,
giberelinas, nucleotideos, taninos, esteroides, terpenoides, alcaloides,
poliacetilenos e vitaminas (Gunina & Kuzyakov, 2015; Hayat et al., 2017) que em
contrapartida servem de alimento para os microrganismos (lgiehon, 2017).

Por essa razdo, € necessario maior compreensao sobre as atividades
realizadas pela comunidade microbiana do solo e seus efeitos sobre a planta,
principalmente quanto a possivel fixagdo de nitrogénio (Malik et al., 1997), sintese
de horménios (Maheshwari et al., 2015), produgédo de enzimas hidroliticas (Hafeez
et al., 2011), solubilizacdo de compostos minerais (Ashrafuzzaman et al., 2009) e
na produgéao de sideréforo (Lenin & Jayanthi, 2012).

Devido a tais atividades exercidas pelos microorganismos, Van der Heijden
et al. (2008) descreveram que, a maioria das plantas sao incapazes de crescer ou

sobreviver sem a presenca de interagdes simbidticas. De fato, as plantas estdo
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sempre associadas a comunidade microbiana formando rede de interagbes
complexas (Agler et al., 2016) tipicamente simples e que se complementam (Walker
et al., 2003; Bais et al., 2006) interagindo para funcionamento do ecossistema.

As redes de interacdes entre as espécies microbianas e as plantas acabam
formando associag¢des especificas para determinados tipos de ambientes através
da selegao de microrganismos para formagdo de unico ambiente composto de
acordo com as necessidades de cada vegetal (Berendsen et al., 2012), como por
exemplo com o0 que ocorre na rizosfera.

Como no Brasil tém-se inumeras florestas nativas em todas as regides,
acredita-se existir inumeros microrganismos presentes interagindo com todos os
orgaos da planta.

Na regido Sul, tem-se o Bioma Floresta com Araucarias com
aproximadamente 20.000 espécies vegetais das quais aproximadamente 8.000 sao
endémicas (Myers et al., 2000). O clima que predomina nesta formacao florestal é
temperado, com as estacdes bem divididas, apresentando invernos bastante frios,
com possibilidade de geadas e verbes quentes. A precipitagcdo ocorre com alta
frequéncia e de maneira regular durante todo o ano. As copas das arvores sdo mais
abertas e menos umidas de que aquelas de florestas tropicais (Paulino, 2002).

Nesta formacéo florestal, tém-se individuos da familia Myrtaceae, que
ocorrem com mais de 50 espécies (Oliveira Filho & Fontes, 2000; Guilherme et al.,
2004), tendo destaque as fruteiras nativas como jabuticabeira (Plinia sp.),
pitangueira (Eugenia uniflora L.), sete capoteiro (Campomanesia guazumifolia),
cerejeira-do-mato (E. involucrata DC.), guabirobeira (C. xanthocarpa Berg),
guabijuzeiro (Myrcianthes pungens), aragazeiros amarelo e vermelho (Psidium
cattleyanum), entre outras.

No estudo de caracterizagdo da dispersdao geografica de jabuticabeiras
nativas na regido Sudoeste do Parana, Danner (2009) comprovou sua presenga em
14 sitios de ocorréncia natural, remanescentes que sobreviveram a agao antropica
realizada no passado.

Pode-se dizer que a jabuticabeira € uma das fruteiras mais promissoras

dentre as espécies para uso futuro. Isso ocorre pelo fato da maior potencialidade
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que apresenta em seus frutos, pois € quase que unanime sua aceitagédo no mercado
consumidor, principalmente pelo seu sabor agradavel e sem contar suas inumeras
propriedades funcionais, como a presenga de compostos bioativos (Morton, 1987),
tais como vitaminas (Giacometti et al., 1994), flavonoides (Danner et al., 2011) e
antocianinas (Santos et al., 2010; Danner et al., 2011, Giacometti et al., 1994; Terci,
2004; Zanatta et al., 2005; Cavalcanti et al., 2011), o que torna possivel beneficia-
la para industria de alimentos, farmacéutica e de cosméticos, além do uso
paisagistico, criando-se opg¢des de comercializagao pelo produtor.

Tais caracteristicas demandam mudas de qualidade para uso em pomares,
em agroflorestas, em areas de preservagao permanente ou degradadas, fundos de
quintais ou até para arborizagdo urbana. Todavia, a muda produzida, quando
oriunda de espécie nativa (Plinia sp.) e por sementes ainda apresenta crescimento
lento.

Aliado a este fato, juntamente com os possiveis beneficios que a interacéo
microbiana pode trazer as mudas poder-se-ia verificar a presenca de
microrganismos nos solos do Bioma Florestas com Araucarias e o efeito da
interacéo da comunidade microbiana isolada destes Remanescentes Florestais.

Os mecanismos que levam a interagédo benéfica com a muda pode suceder
de forma direta, conforme ja comprovado pela atuagdo no desenvolvimento e
crescimento das plantas através da fixagao de nitrogénio (Glick, 2012), produgao de
acido indol-3-acético (IAA), sideroforos (Jahanian et al., 2012) e na producao de
horménios e antibidticos (Xie et al., 2016) ou de modo indireto agindo em defesa da
planta contra organismos patogénicos produzindo compostos como antibioticos,
entre outros.

Essa estratégia de uso dos microrganismos ja vem sendo adotada pelo uso
de inoculantes microbianos que promovem o crescimento de plantas, os chamados
promotores de crescimento (PGPR) (Schlaeppi & Bulgarelli, 2015). Esses
microrganismos promotores de crescimentos quando adicionados no solo nao
causam efeitos negativos no ambiente (Conway & Pretty, 2013; Rascovan et al.,
2016), contribuindo assim para o desafio atual e das proximas geragdes, do uso da

terra economicamente viavel e, ao mesmo tempo, ecologicamente sustentavel.
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Para se obter novas espécies de PGPR é preciso selecionar, identificar e
caracterizar os isolados (Armanhi et al., 2018) em ambientes naturais como solo,
tecidos vegetais e em areas proximas as raizes, a denominada rizosfera (Thomas
& Singh, 2019; Gupta, 2014). A rizosfera € uma das areas que abriga uma das
maiores diversidades de microrganismos (Venturi & Keel, 2016). Dos grupos mais
abundantes encontram-se bactérias e fungos (Kalam et al., 2016; Buée et al., 2009),
dentre os quais envolvem-se espécies dos géneros Pseudomonas, Bacillus,
Enterobacter, Klebsiella, Azobacter, Variovorax, Azosprillum e Serratia (Glick,
2012).

Windisch et al. (2017) descreveram que os inoculantes microbianos, seu
modo de acdo e sua resposta varia conforme tipo de planta, dependendo das
condigdes do ambiente (Kohl et al., 2019). Apesar do uso de bioinoculantes ja ser
pratica consolidada em culturas agricolas de leguminosas e cereais (Sessitsch &
Mitter, 2015), ainda nao foi testado em jabuticabeiras.

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi verificar a presenga de
microrganismos isolados nos solos do Bioma Florestas com Araucarias de
diferentes localidades e verificar o efeito da aplicacdo de consorcios microbianos
selecionados em teste “in vitro” por meio da compatibilidade, antagonismo,
producao de enzimas, sintese de acido indol-acético (AlA) e solubilizagao de fosforo

(P) e, “in vivo” no crescimento de mudas de jabuticabeira.



21

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fruticultura no Brasil e o comércio de frutas nativas

A agricultura é uma das atividades que mais vem ganhando espag¢o no
cenario mundial e entre os seguimentos desta area em expansédo esta a
fruticultura (IBRAF, 2017). A fruticultura possibilita em torno de 5 milhdes de
empregos, sendo um dos setores mais rentaveis economicamente, quando
comparado a outros (PNDF, 2018), permitindo a utilizacdo de grande, média ou
pequena area de cultivo.

Os trés maiores produtores de frutas no mundo, em ordem decrescente, sdo
China, india e Brasil (FAO, 2021). Em 2018, o Brasil produziu cerca de 40
milhdes de toneladas de frutas (Anuario Brasileiro de Hortifruti, 2020) € no ano
seguinte aumentou para 43 milhdes de toneladas (IBGE, 2019), o que
demonstrou incremento de 15% (ABRAFRUTAS, 2019).

O constante avanco neste setor s6 foi viavel devido as tecnologias
empregadas no pais, a distribuicao territorial existente e a diversidade de
condigdes climaticas entre e dentro das regides que beneficiam a producao de
diferentes frutas (Moura, 2021), proporcionando consequentemente demanda
para mais insumos e produtos. Tal avancgo, permite ao setor frutifero ter sua
exploracdo internacional, de mercados consumidores ainda nao explorados
pelos produtores, principalmente, visando paises como a Asia, sem abandonar
0 abastecimento dos mercados ja existentes, como aqueles da Unido Europeia,
Estados Unidos e Japdo (ABRAFRUTAS, 2018).

No Brasil, mesmo que a fruticultura esteja presente em todos os Estados
brasileiros, somente cerca de 3% da producao do pais € destinada a exportacao
(SEBRAE, 2018), tendo como destaque os Estados do Ceara, Rio Grande do
Norte, Sdo Paulo e Pernambuco por serem os maiores exportadores de frutas

(Anuario Brasileiro de Fruticultura, 2017).
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Das frutas exportadas para o mercado internacional destacam-se o melao,
manga, uva, melancia, limao, maméao papaia, lima, laranja e maga (Carvalho et
al., 2017), o que pode ser considerado ainda incipiente dentro de toda
diversidade existente em nosso pais.

Nosso pais ainda apresenta potencial para atingir novos mercados, nao so
pelo aumento da producgéo das principais frutas aqui produzidas, mas pelo uso
de nossas frutas nativas que se destacam pelo sabor e pelas propriedades
funcionais que apresentam.

O que se percebe ainda é a necessidade de aumento no valor investido na
pesquisa, necessitando que o setor publico formule politicas econémicas e
industriais de incentivo, que, em geral, possam estimular novos investimentos.
Somado a isso, tem-se como grande desafio a necessidade de proporcionar
alimentagdo saudavel a toda populagdo, a diminuicdo do desperdicio dos
alimentos produzidos, 0 aumento ao incentivo a assisténcia técnica rural para
0S pequenos agricultores e as pesquisas, além de impulsionar o mercado com
as frutas nativas brasileiras, cuja totalidade esta na comercializagdo das
exoticas.

O desafio de estimular e aumentar o consumo de frutas para toda populagao
€ necessaria, uma vez que, sua ingestdo auxilia na prevengado de algumas
doencas pelos diversos compostos presentes, tais como, vitaminas, minerais,
flavonoides, antioxidantes entre outros (Jasmine, 2017). No caso das fruteiras
nativas, o consumo de suas frutas vem mostrando efeitos benéficos na
prevencado de doengas cardiacas, diabetes e alguns tipos de céncer, além de
seu efeito antimicrobiano (Silva, 2015).

Embora existam tais desafios, um pequeno numero de frutas nativas ja esta
sendo comercializadas internacionalmente como € o caso da goiaba serrana
(Acca sellowiana o. Berg), do araga (Psidium cattleianum Sabine) e da pimenta-
rosa (Schinus terebinthifolia Raddi) em paises como Nova Zelandia, Australia,
Estados Unidos e Colémbia (Morton, 1987; Patel, 2012; Moretto, 2014).

Outras espécies frutiferas pertencente a familia da Myrtaceae como Eugenia
uniflora (pitanga), Campomanesia xanthocarpa (guabiroba), e Plinia sp.
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(jabuticabas) produzidas em quintais de casa podem ser encontradas a venda
em exposi¢des, feiras agricolas, mercados e em beira de estrada (Kohler, 2014).
A producéo de frutas nativas corresponde a 8,7% da produ¢cdo somada a demais
frutas que ndo estdo entre as principais fruteiras comercializadas no pais
(EMBRAPA, 2021; Andrade, 2020).

A producédo de frutas nativas deve ser explorada concomitantemente as
estratégias de promogao, pesquisa e construcéo de credibilidade das diferentes

frutas brasileiras no mercado interno e externo (Jesus et al., 2011).

2.2 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae € uma das mais importantes do mundo, apresentando
cerca de 145 géneros com mais ou menos 6.000 espécies (Lucas et al., 2019).
A ocorréncia de suas espécies abrange regides de climas tropical, subtropical,
mediterraneo e temperado (Mabberley, 2008), principalmente em paises como
Australia, do sul da América tropical, do Sudeste da Asia e na Africa (Wilson et
al., 2001) (Figura 1).

Figura 1 - Mapa mundial de ocorréncia de espécies da familia Myrtaceae (adaptado:
Heywood, 1996). UTFPR, Pato Branco - PR, 2023.
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- Familia Myrtaceae

Fonte: Heywood (1996). UTFPR, Pato Branco - PR, 2023

Considerada no Brasil uma das familias mais importantes, pode ser
encontrada na Floresta Ombrofila ou Mata Atlantica, Floresta Amazonica,
Cerrado e Caatinga, sendo descrito cerca de 23 géneros e 1.028 espécies
(BFG, 2018). Destas, cerca de 13 géneros encontram-se na Floresta Amazdénica
(BFG, 2015).

Dentre os Estados brasileiros, o Parana possui cerca de 231 espécies de 18
géneros desta familia (Kaehler et al., 2014), com 49 tendo ocorréncia
principalmente na Floresta Ombrofila Mista (Scheer & Blum, 2011), com
destaque para as fruteiras nativas Eugenia pyriformis Cambess (uvaia), Acca
sellowiana (feijoa), Eugenia involucrata (cereja da mata), Psidium cattleianum
(araga), Campomanesia xanthocarpa (guabiroba), Plinia sp (jabuticabas), Plinia
edulis (cambuca), Myrcianthes pungens (guabiju) e Eugenia uniflora (pitanga)
(Teixeira et al., 2019; Da Silva et al., 2019; Sganzerla et al., 2020) (Figura 2).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/eugenia
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/campomanesia
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/plinia
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/eugenia-uniflora
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Figura 2: Espécies da familia Myrtaceae. Na imagem A) M. pungens (guabiju); B)
Eugenia involucrata (cerejeira da mata), C) Eugenia uniflora (pitanga) e
D) Plinia sp. (jabuticaba). UTFPR, Pato Branco - PR, 2023.

Fonte: autor, 2023. UTFPR, Pato Branco - PR, 2023.

A identificacdo das espécies desta familia normalmente €& pelas
caracteristicas morfolégicas de suas estruturas como folha, flor e frutos. As folhas
da familia Myrtaceae sao simples, contém margem inteira, com pontuacdes
translucidas, enquanto, que as flores sdo compostas de calice e corola e, em geral,
possuem simetria radial e coloragao branca, contendo ovario (infero ou semi-infero)
(Landrum & Kawasaki, 1997; Wilson et al., 2001; Rosario et al., 2017).

Os frutos geralmente em baga e dependendo da espécie podem possuir
numerosas sementes. Além de considerado fonte de alimento (Infante et al., 2016),
os frutos possuem aptiddo promissora para a industria alimenticia, dada suas
caracteristicas (Landrum & Kawasaki, 1997) e palatabilidade, sendo capazes de
apresentar bom rendimento de polpa, com alto valor nutricional (P, K, Ca e Mg), de
carboidratos, lipidios, proteinas (Pereira et al., 2012; Seraglio et al., 2018) e alto teor

de fibra dietética, que pode variar entre 4 a 9 g 100g™" por casca seca (Salomao et


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814619317558?via%3Dihub#b0310
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814619317558?via%3Dihub#b0390
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al., 2018; Resende et al., 2020), sendo importantes para alimentagdo humana
(Vallilo et al., 2005).

Com base na alimentagdo mais saudavel, requisitada pela populagao, a
ingestdo de frutas em especial das familia Myrtaceae tem crescido bastante nos
ultimos anos, principalmente pelos avango do conhecimento por meio de pesquisas
realizadas que demonstraram presencga de substancias antioxidantes, cujos efeitos
benéficos foram atribuidos a estes compostos volateis, fendlicos e carotenoides
(Donado-Pestana et al.,, 2018). Além disso, tém sido verificado acdes
antimicrobiana, contra patdgenos, antiparasitario, anticancerigena e antimutagénica
(Dias et al., 2019, Adnan, 2019; Gevu et al., 2019; Bugarin et al., 2014).

Por este motivo, além do consumo na forma in natura, estas frutas tem
permitido obtencdo de produtos industrializados como bebidas fermentadas
(iogurtes), bebidas alcodlicas (licor, vinhos, espumantes, cervejas), sucos, chas,
sorvetes e doces (geleias) (Farias et al., 2020). Assim como na fabricagao de outros
produtos, tais como, 6leos essenciais (Boland et al., 1991; Chen et al., 2007),
farmacos (remédios fitoterapicos e chas), cosméticos (perfumaria e cremes
corporais) e produtos de limpeza (detergentes) (Sardi et al., 2017).

Além do potencial industrial, esta familia € considerada boa para serem usadas
na recuperagao de areas degradadas (Backes & Irgang, 2002; Pizo, 2002; Gomes
et al., 2017) e, na preservacado de espécies, servindo de alimento e abrigo para
sobrevivéncia e reproducao de diversas espécies de aves e mamiferos da fauna
(Coppen, 2002; Myerscough, 1998; Williams, & Woinarski, 1997; Williams & Adam,
2019).

2.3 Jabuticabeira (Plinia sp.)

A palavra jabuticaba vem do termo ‘iapoti'’kaba’ e ‘jabotin’ que significa ‘fruta
de botao’, cuja origem esta na denominagao da lingua indigena tupi (de Almeida
Teixeira et al., 2011, Morton, 1987).

A jabuticabeira € uma das fruteiras nativa que pertence a familia Myrtaceae.

Anteriormente, ela pertencia ao género Myrciaria, mas devido as caracteristicas


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814619317558#b0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996921004178#b0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996921004178#b0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996921004178#b0590
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morfolégicas de sua inflorescéncia e de suas sementes passou a denominagao
Plinia sp. (Sobral, 1985).

A jabuticabeira é originaria da Mata Atlantica, podendo ser encontrada em
paises como Brasil, Argentina e Paraguai (Donadio, 2000; Manica, 2002; Kinupp et
al., 2011), principalmente em areas como campos, florestas, quintais urbanos e
pomares (Agra et al., 2007; 2008).

O crescimento desta espécie ocorre preferencialmente em solos mais
acidificados e com baixa saturagdo de bases (Danner, 2009) e em ambientes de
pouca declividade, geralmente proximo as margens de rios (Kinupp et al., 2011;
Gomes et al., 1983; Donadio, 2000; Lorenzi et al., 2006) ou em matas fechadas. No
caso do Sudoeste do Parana, as jabuticabeiras podem ser encontradas em florestas
de remanescentes florestais (Citadin et al., 2005).

O cultivo desta espécie pode ocorrer em regides de clima tropical e subtropical
contendo temperaturas entre 20°C e 25°C, em solos argilosos, férteis, bem
drenados e com ocorréncia de chuvas que permitem acumulo de 1200 a 1500 mm
por ano (Mattos, 1983; Donadio et al., 2002; Kinupp et al., 2011). A jabuticabeira
quando adulta se torna mais resistente aos danos provenientes de temperaturas
baixas, como as geadas (Kinupp et al., 2011; Radaelli et al., 2019).

Todavia, por ser planta de facil adaptagcdo, com plasticidade as condi¢des
edafoclimaticas distintas, pode ser encontrada em toda extensao territorial
brasileira, incluindo-se nove espécies classificadas na literatura, mas com maior
abrangéncia para denominada jabuticabeira paulista (Plinia cauliflora), jabuticabeira
de cabinho (Plinia peruviana) (Figura 3) e jabuticabeira Sabara (Plinia jaboticaba)
(Alzugaray & Alzugaray, 1988a).

As jabuticabeiras podem atingir cerca de seis a 12 metros de altura,
apresentado florescimento e frutificagcdo nos ramos (Lorenzi et al., 2006). O fruto
tem sabor sub- acido, contendo polpa esbranquigada macia (Manica, 2002; Pereira,
2003), exocarpo de coloragao roxo escuro-preto, com tamanho de 1,6 a 2,2 cm,
contendo de uma a quatro sementes (Wilbank et al., 1983), das quais sao

poliembriénicas (Donadio et al., 2002).
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O principal meio de formagao de mudas é pelo uso de suas sementes (Silva et
al., 2018), com periodo de germinacgao iniciando entre 10 a 40 dias apés semeadura
(Donadio, 2000). Apesar deste ser o principal modo de propagacéo desta fruteira,
ele apresenta desafios com relacdo a conservagao da viabilidade de suas
sementes, pelo fato de serem recalcitrantes, o que pode proporcionar perda da
capacidade germinativa com redug¢ao da umidade (Hossel et al., 2013; Lorenzi et
al., 2006).

Figura 3: Jabuticabeiras. A) Planta adulta de Plinia peruviana, B) ramos em floragao
de Plinia peruviana; C) fruto imaturo de Plinia peruviana, e D) frutos
maturos de Plinia peruviana; E) Planta adulta de Plinia cauliflora, F) ramos
em floracdo de Plinia cauliflora, G) Sementes de Plinia cauliflora e H)
Frutos maturos de Plinia cauliflora. UTFPR, Pato Branco - PR, 2023.

Fonte: Autor. UTFPR, Pato Branco - PR, 2023

No Brasil, a jabuticabeira pode florescer em dois periodos no ano, dependendo
principalmente da espécie, regido em que se encontra e das condigbes climaticas

(Saloméao et al., 2018). Desta forma, é possivel duas colheitas anuais de producéo,
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com a primeira entre margo-abril e a segunda entre setembro-outubro (Braga et al.,
2013).

Os frutos amadurecem em periodo de 45 a 65 dias apds plena floragdo, mas
pode variar de regido para regiao (Barros, 1996). Logo apos a colheita, em apenas
dois dias, as jabuticabas sofrem alteragdes em seu sabor, decorrente da perda de
agua, da fermentacgao e de sua rapida deterioragao (Garcia, 2017). Por apresentar
sabor agridoce podem ser consumidos na forma in natura ou de sucos ou até
mesmo como produtos industrializados, tais como, bebidas alcodlicas (licor),
bebidas lacteas (iogurtes), geleias e sorvetes (Abe et al., 2011; Clerici & Carvalho-
Silva, 2011; Albuquerque et al., 2020).

Além disso, tém-se também sua aplicacio pela industria farmacéutica devido as
propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias e antimicrobianas que apresenta
(Dragano et al., 2013; Araujo et al., 2014; Lenquiste et al., 2015; Batista et al., 2018;
Brito et al., 2021).

O consumo da casca de jabuticaba é capaz de prevenir doengas como cancer
de colon, problemas cardiovasculares, diabetes, obesidade, alergias, asma,
amigdalite, infec¢des intestinais, varizes (Ferreira et al., 2012) e, reduzir colesterol
e gordura no figado (Pereira, 2019). Porém, tal fruteira ainda é pouco explorada
economicamente, pela falta de maior oferta de frutos aos mercados.

O preco comercializado pelo quilo da jabuticaba no mercado atacadista pode
variar de acordo com a época de maior ou menor oferta do fruto, conforme os dados
fornecidos pelo CEAGESP (2022), cuja média em 2022 foi de R$ 23,03, valor este
menor que em 2023, cujo aumento foi de 21,84%.

Porém, a obtengao de renda né&o restringe somente ao fruto, tendo possibilidade
de comercializagdo da sua muda (Souza et al., 2018; Alcantara et al., 2019) que
permite atender demandas da silvicultura urbana, para uso em areas degradadas
em recuperacgao, visando a sua insergcdo em pomares ou agroflorestas e como
bonsais (Barbieri et al., 2014).

Apesar dos avangos na comercializagdo das mudas de jabuticabeira existe
muitos desafios a serem enfrentados pelos produtores e viveirista, principalmente

na falta de uniformidade e alta variabilidade genética que ela apresenta quando
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oriunda de sementes (Hossel et al., 2019), além do periodo juvenil que pode variar
de oito a 20 anos (Cassol et al., 2015; Hossel et al., 2018).

Todavia, tais entraves estdo sendo contornados pela jabuticabeira denominada
como hibrida (Plinia cauliflora), pois apresenta mesmo quando oriunda de sementes
periodo curto de juvenilidade (3 a 4 anos), com possibilidade de colheita em mais
de duas safras de produgao por ano e menor vigor (Dotto, 2015). Entretanto, ha
necessidade de fornecer mais informagdes sobre as praticas de manejo e cultivo
dessa espécie através da realizagao de pesquisas cientificas visando aumentar a
producao desta espécie em maior escala e em diferentes locais (Citadin et al., 2010;
Kinupp et al., 2011).

Como é fruteira de ampla plasticidade adaptativa e com potencial de uso em
varios segmentos industriais poder-se-ia estuda-la quanto as possiveis interagbes
com microrganismos em seus locais de origem, analisando se existem

microrganismos interagindo de forma benéfica com a planta.

2.4 Potencial biotecnolégico dos microrganismos na agricultura

Os microrganismos podem ser adicionados no solo e nas plantas como
melhoradores bioldgicos da fertilidade dos solos ou da eficiéncia das plantas em
absorver os nutrientes (Compant et al., 2019). Esta € uma pratica antiga, tendo seu
primeiro relato em 1800, pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
cuja pesquisa apresentou atividade de fixacao de nitrogénio por algumas espécies
de rizobactérias em leguminosas (Schneider, 1892).

A partir deste estudo, os microrganismos tornaram-se excelente opgao de uso
no sistema de produgao agricola, devido aos beneficios promovidos por sua agéo.
Os efeitos vao desde a capacidade de fixar nitrogénio (Ahemad & Kibret, 2014;
Fukami et al., 2018b), solubilizar P e K (Sharma et al., 2013; Soumare et al., 2020),
atuar em atividades antagbnica aos patégenos (Verbon & Liberman, 2016), na
inducdo da resisténcia das plantas, no controle de pragas, na oxidagdo de S, no
sequestro de Fe e C (Kannahi & Senbagam, 2014; Velivelli et al., 2014) ou até na
biorremediacao de substancias do solo (Adak et al., 2016).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2021.606308/full#B8
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2021.606308/full#B49
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2021.606308/full#B164
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2021.606308/full#B171
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2021.606308/full#B76
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fsufs.2021.606308/full#B181
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Por esta razado, a adigao de produtos biolégicos no solo como fitoestimulantes
(Babalola & Glick, 2012), biofertilizantes (Kalayu, 2019) e regulador de estresse
(Stamenkovic¢ et al., 2018) tem sido alternativa sustentavel que visa substituir o uso
de produtos quimicos na agricultura (Busby et al., 2017). Esta atividade resulta em
impactos positivos, tanto na economia como na saude humana (Ray & Craven,
2016).

Com a comercializagao de produtos biolégicos abriu-se novo mercado e desde
entdo tem contribuido para fertilidade do solo (Sarma et al., 2015) e para o
crescimento das plantas (Souza et al., 2015), como os descritos por Igiehon et al.
(2018) (Tabela 1).

Tabela 1: Contribuigdes dos microrganismos da rizosfera no desenvolvimento da
agricultura. Adaptado de Igiehon et al. (2018). UTFPR, Pato Branco - PR, 2023.

Efeitos da adi¢cao de microrganismos da

. . . Referéncia
rizosfera em cultivares agricolas.

Espécies microbiana

Maior rendimento de grdos com o

Azospirillum - Rodrigues, et al.
aumento da massa da matéria seca.
amazonense . P ~ (2008).
o Teor de nitrogénio na maturacéo.
e Maior capacidade de remediagdo no
Pseudomonas solo de plantas de fava cultivadas em  Philippot et al. (2013);
. ambientes contaminados com dleo. Radwan et al. (2005);
aeruginosa

Maior controle de patégenos de
plantas.

Zamioud et al. (2012).

Serratia liquefaciens

Aumentou a capacidade de
remediagdo de plantas de fava
cultivadas em ambiente de solo,
contendo contaminantes de 6leo.

Babalola (2010)

Bradyrhizobium spp.

Melhoria na nodulagao em
leguminosas.

Maior crescimento aéreo e radicular.
Melhorou a resisténcia das plantas a
seca.

Maior produgdo de acido indol-3-
acético.

Babalola (2010);
Gopaakrishnan et al.
(2015);

Uma et al. (2013);
Shaharoona et al.
(2007).

Azospirillum spp

Melhorou absor¢cdo de N em Vicia
sativa.

Mfilinge et al. (2014).

Aumentou significativamente a altura, o
nimero e o comprimento de vagem,

Ravikumar et al.

Rhizobium spp bem como o peso das sementes de (2012).
Vigna mungo e Vigna radiate.
Bacillus spp. e Auxiliou as plantas a desenvolverem Philippot et al. (2013);

resisténcia contra patdgenos e pragas.

Zamioud et al. (2012).



https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.622926/full?hss_channel=tw-209843675#B119
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.622926/full?hss_channel=tw-209843675#B119
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.622926/full?hss_channel=tw-209843675#B137
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e Melhorou a biomassa na planta Gopaakrishnan et al.
Sinorhizobium meliloti submetida ao estresse por cobre. (2015); Fan et al.
(2011).

e Melhorou o desenvolvimento da planta

de lentilha;
Rhizobium RL9 * Aumentou o teor de nitrogénio € \yg,i et 51, (2015).
proteina em semente produzida em
ambiente estressado por metais
pesados.
Promoveu a formagao de nodulos.
Rhizobium MRPI * Aumentou - a  CONCENtragao  apoad et al. (2011).
leghemoglobina, proteina de semente
de ervilha.

Os microrganismos que tem se destacado pertencem aos géneros Azospirillum,
Burkholderia, Stenotrophomonas e Rhizobium (Dobbelaere et al., 2003; Lindstrom
& Mousavi, 2019), Pseudomonas, Bacillus, Serratia e Trichoderma (Bulgarelli et al.,
2013), Beauveria, Streptomyces (Sarma et al., 2015), Paenibacillus, Klebsiella,
Glomus, Gigaspora Enterobacter, Burkholderia, Alcaligenes, Arthrobacter e
Azotobacter (Bhattacharyya & Jha, 2012; Joseph et al., 2012; Kalita et al., 2009).

Com isso, observa-se que o comércio de produtos biologicos a base de
microrganismos cada vez mais aumenta (Compant et al.,, 2019), permitindo a
insercao de novas formulagdes de inoculantes microbiolégicos mais eficientes.

As combinacdes feitas nestes produtos podem variar, incluindo apenas unica ou
diferentes espécies usadas de forma combinada em consércios, como por exemplo,
os produtos com Bacillus mais Rhizobia, com o fungo Trichoderma sp. (Hartmann
et al., 2015; Compant et al., 2019; Berg et al., 2018; Bashan et al., 2014; Alori &
Babalola, 2018).

Isso tem aumentado pelo fato dos resultados obtidos com as combinagdes de
microrganismos nas formulagdes de produtos bioldgicos mostrarem-se satisfatorios,
visto em culturas como trigo, por meio do crescimento da planta, quando
adicionados fungos micorrizicos juntamente com Bacillus subtilis (Yadav et al.,
2020). Da mesma maneira, com aplicagdes de Azotobacter vinelandii, seguida do
fungo Serendipita indica em cultivares de arroz (Oryza sativa) (Dabral et al., 2020).

No morangueiro ja foram utilizadas A. brasilense e G. fasciculatum (Bellone &

de Bellone, 1995), com a romézeira com inoculacdo de A. brasilense - Pantoea


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.622926/full?hss_channel=tw-209843675#B158
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.622926/full?hss_channel=tw-209843675#B158
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.622926/full?hss_channel=tw-209843675#B41
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15538362.2021.1895034
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dispersa, A. chroococcum - G. mosseae (Aseri et al., 2008) e em citricos com
Aspergillus flavus MF113270, Bacillus pseudomycoides MF113272, Acinetobacter
radioresistens MF113273, Micrococcus yunnanensis MF113274 e Paenibacillus
alvei MF113275 (Srivastava et al., 2015b).

Apesar das acgdes benéficas que os consorcios microbianos causam nas
plantas, ainda s&o necessarios mais estudos sobre o estabelecimento dessas
relagdes entre os microrganismos e o efeito desejado nas plantas, em especial os
que habitam a rizosfera (Svenningsen et al., 2018; Turrini et al., 2018). Tal estudo
se faz importante e necessario, uma vez que, os microrganismos promotores de
crescimento podem aumentar e melhorar a eficiéncia produtiva das culturas
(Babalola, 2010). Estas informagbes sdo importantes para aplicagées em sistemas
agricolas sustentaveis (Quiza et al., 2015; Knapp et al., 2018).

Todavia, a inoculagdo nas plantas pode responder de forma diferente de
acordo com o ambiente, como campo, estufa de crescimento e laboratério (Timmusk
et al., 2017; Strigu et al., 2006), nas espécies de plantas (Gunes et al., 2015) e nas
estruturas envolvidas com as plantas como as raizes (Regan et al., 2014; Bulgarelli
et al., 2015). O periodo de inoculagcdo dos microrganismos €& extremamente
importante, podendo persistir mais ou menos até sete semanas (Schreiter et al.,
2014).

Entretanto necessita-se de mais estudos sobre o tempo de persisténcia dos
microrganismos inoculados no solo, tendo em vista que sua permanéncia
dependera de fatores, como o tipo de solo e inéculo aplicado (Verbruggen et al.,
2012; Nemergut et al., 2013).

2.5 Mecanismos de atuagdo dos microrganismos nas plantas

A raiz é o primeiro intermediador entre solo e planta, sendo essa interface
crucial para manter as relagdes com outras espécies (Mommer et al., 2016). Através
dela que ocorrem as trocas de nutrientes, disponibilidade de agua e as associagdes
microbianas (lannucci et al., 2017b).

Os exsudatos liberados da estrutura radicular localizada em seu apice
(Mccully & Canny, 1985; Jaeger et al., 1999; Doan et al., 2017; Sasse et al., 2018)


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15538362.2021.1895034
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15538362.2021.1895034
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00157/full#ref123
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00157/full#ref83
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00157/full#ref40
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00157/full#ref171
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podem conter substancias como acgucares, aminoacidos, acidos organicos,
compostos fendlicos (Gunina & Kuzyakov, 2015; Hayat et al., 2017) (Tabela 2), nos
quais sao expelidas através do sistema de transmembrana (Canarini et al., 2019)
mediado por diferentes vias, tais como, difusdo, canais ibnicos e transporte vesicular
(Baetz & Martinoia, 2014) (Figura 4).

A quantidade e a qualidade liberada de cada exsudato, varia de acordo com
a posigao radicular (espago e periodo), com o estagio vegetativo da planta, com as
condigbes nutricionais que ela apresenta (Hartmann et al., 2009; Malusa et al.,
2016) e a espécie (Zhang et al., 2014).

Tabela 2: Compostos secretados pelas raizes das plantas. Modificado de Dakora &
Phillips (2002); Dennis et al. (2010) e Vives-Peris et al. (2019). UTFPR - Campus
Pato Branco - PR, 2023.

Compostos

Exsudatos liberados das raizes de plantas

Amino acidos

a-alanina, B-alanina, y-aminobutirico, a-aminoadipico, Arginina,
Asparagina Aspartico, Citrulina, Cistationina, Cisteina, Cistina,
Desoximuginico, 3-epiidroximuginico, Glutamina, Glutamico,
Glicina, Histidina, Homosserina, Isoleucina, Leucina, Lisina,
Metionina Mugineico, Ornitina, Fenilalanina Prolina Serina,
Treonina, Triptofano, Tirosina, Valina.

Acidos graxos

Linoléico, Linolénico, Oléico, Palmitico, Estearico.

Acético, Aconitico, Ascorbico, Aldonico, Benzodico, Butirico,

Acidos Cafeico Citrico, p-cumarico, Eritrénico, Ferulico, Foérmico,
orgéanicos Fumarico, Glutarico, Glicolico, Latico, Glioxilico, Malico,
Malbnico, Oxalacético, Oxalico, p-hidroxibenzodico, Piscidico,
Propiénico, Piruvico, Succinico, Sérico, Tartarico, Tetrénico,
Valérico, Vanilico.
Acucar Arabinose, Frutose, Galactose, Glicose, Maltose, Manose,
Mucilagens de varias composigdes, Oligossacarideos,
Rafinose, Ramnose, Ribose, Sacarose, Xilose, Desoxirribose.
Enzimas Amilase, Invertas, Peroxidase, Fenolase, Fosfatase
Acida/Alcalina, Poligalacturonase, Protease.
Fatores de Acido p-amino benzoéico, biotina, colina, inositol, acido N-metil
crescimento e nicotinico, niacina, patoténico, pantotenato, piridoxina,
vitamina riboflavina, estrigolactonas, tiamina.
Flavonoides Chalcona, Cumarina, Flavonoides, Flavondi, Flavanonas,

Flavonoides, Isoflavonas.

Nucleotideos /
purinas

Adenina, guanina, uridina, citidina.

Esterois

Campesterol, colesterol, sitosterol, estigmasterol.
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Alcoois, Sulfuretos de alquila, Auxinas, Camalexina,

Outros Diidroquinona, Etanol, Glucosideos, Glucosinolatos,
Glicinebetaina, Acido cianidrico, fons inorganicos e moléculas
gasosas, Isotiocianatos, Compostos positivos de ninidrina nao
identificados, Proteinas soluveis nao identificaveis Compostos,
Escopoletina, Sorgoleona, Estrigolactonas, Polipeptideos
induzidos por aluminio (Al).

Figura 4: Mecanismos de exsudagao radicular. UTFPR - Campus Pato Branco -
PR, 2023.
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Fonte: Adaptado de Vives-Peris et al. (2020). UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023

Por isso que muitos dos microrganismos selecionados pelos exsudatos
liberados sao especificos para cada espécie de planta (Parniske, 2008; Bonfante &
Requena, 2011; Martin et al., 2017). Em contrapartida, os microrganismos fornecem
nutrientes (Barea, 2015; Zolla et al., 2013) e substédncias que auxiliam na
sobrevivéncia (Lareen et al.,, 2016), no crescimento e no desenvolvimento das
plantas (Shi et al., 2016), na protecao contra estresses bidtico e abidtico
(Vandenkoornhuyse et al., 2015; Sanchez-Cafiizares et al., 2017; Bakker et al.,
2020) causados por mudangas ambientais (Uroz et al., 2016).

Os meios como ocorrem as acdes dos microrganismos pode ser por dois
mecanismos, direto ou indireto (Kour et al., 2020a; Kumar et al., 2019a; Yadav et
al., 2017c) (Figura 5).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00157/full#ref149
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Figura 5: Mecanismos diretos e indiretos usados na promog¢ao de crescimento de

plantas por microrganismos PGPR. UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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O mecanismo direto ocorre por meio da fixagao de nitrogénio, solubilizacédo
de fosfato e producéo de fitormonios (Compant et al., 2010; Ahemad & Kibret, 2014;
Alori et al., 2017) tais como auxinas, acido abscisico, giberelinas, citocininas e
etileno (Kende & Zeevaart, 1997; Taiz & Zeiger, 2002). Os indiretos estdo
relacionados ao controle biolégico de patdgenos, na sintese de substancias
antibidticas, sideroforo e enzimas liticas (Raaijmakers et al., 2002; Compant et al.,
2010) (Figura 5).
A acgéo destes microrganismos na planta pode ser positiva ou negativa (Tabela
2), dependendo unica e exclusivamente do tipo de microrganismo que encontra-se
associado (Frey et al.,, 2011; Olsson et al., 2017), como é o caso das bactérias
Pseudomonas e Bacillus, que tem efeitos benéficos positivos estimulando o
crescimento das raizes adventicias das plantas (Hamilton et al., 2012; Pieterse et
al., 2014) ou de espécies fungicas como Trichoderma sp, Rhizophagus irrequlares
e Epichloé festucae var. Lolii (Stukenbrock & Mcdonald, 2008; Johnson et al., 2013),
que sao capazes de defender a planta contra patdégenos e auxiliar na sobrevivéncia
em condi¢cdes de estresse abiodtico (Poveda et al., 2019) como salinidade e seca

(Walters et al, 2018), podendo ser amenizados por algumas espécies de fungos
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micorrizos (Chi et al., 2018; Moshiri et al., 2019b; Wang et al., 2014 ; Wu et al., 2014,
2013; Zou et al., 2015).


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15538362.2021.1895034
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https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15538362.2021.1895034

Tabela 3: Efeitos da interagao microrganismo e planta. (Babalola et al., 2020). UTFPR - Campus Pato Branco - PR,
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2023.

Efeito Organismo Espécies Atividade microbiana Planta hospedeira Referéncias
Azorhizobium caulinodans
Sinorhizobium meliloti Sesbania
Bradyrhizobium japonicum Fixadora de nitrogénio Medicago sativa Ondieki et al. (2017).
Bradyrhizobium elkanii, Glycine max
- Rhizobium fred
Bactéria
Herbaspirillum rubrisubalbicans Produgéo de reguladores de Saccharum officinarum  Dos Santos et al. (2017).
crescimento
Positivo Bacillus aryabhattai
Pseudomonas auricularis Solubilizagdo de nutrientes Camellia oleifera Abel Wu et al. (2019)
Fungo Talaromyces pinophilus Promotores de crescimento de plantas Mudas de arroz Waito- Khalmuratova et al.
Metabdlitos C (2015).
Streptomyces rochei Promotores de crescimento de plantas Triticum species Jog et al. (2012).
Streptomyces thermolilacinus Metabdlitos
Actinomiceto . queréncia ao estfesse. ” . N
Streptomyces coelicolor, Sintese de sideroforo, Triticum aestivum Yandigeri et al. (2012).
Streptomyces olivaceus, Produgéo de acido indol-acético
Streptomyces geysiriensis Amobnia
Pseudomonas syringae Doencgas do cancro Kiwi Wang et al. (2018);
Agrobacterium tumefaciens Galha da coroa Tectona grandis Borges et al. (2019);
Erwinia amylovora Doengas da praga do fogo Peras, Marmeleiros e Doolotkeldieva et al.
Bactéria Macieiras (2019);
Xylella fastidiosa Doencas de Pierce Uva Overall e Rebek (2017);
Ralstonia pseudosolanacearum Bactéria murcha Tomate Klass et al. (2020).
N . Microbotryum lychnidisdioicae Responséavel pela doenca do smut de Silene latifolia Kuppireddy et al. (2017);
egativo ; : .
anteras Schirawski e Perlin
Fungo (2018);

Fusarium proliferatum

Manchas necréticas marrom-escuras
em folhas
Murcha do caule do tomate

Solanum lycopersicum

Gao et al. (2018).

Actinomiceto

Streptomyces ipomoeae

Nocardia vaccinii

Crosta de batata-doce, proliferagao de
botdes e galhas

Batata doce e mirtilo

Anandan et al. (2016).
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No entanto, podem causar efeitos negativos, com a inibicdo do
crescimento das plantas ou microrganismos associados como os fungos (Frey-
Klett et al., 2011). Um exemplo de efeito direto causado pelas bactérias é da
Streptomyces sp. que inibiu o crescimento dos fungos Escovopsis sp. e
Trichoderma sp. (Ortega et al., 2019). Outras espécies que causaram efeitos
negativos na planta foram os fungos fitopatogénicos, como por exemplo Botrytis
cinerea e Sclerotinia sclerotiorum, que sao conhecidos por serem causadoras de
doencgas em plantas (Stukenbrock & Mcdonald, 2008; Johnson et al., 2013; Van
der Heijden et al., 2015).

2.6. Auxina

Os microrganismos s&o capazes de sintetizar algumas substancias como
os fitormonios (Sgroy et al., 2009). Entre os produzidos, estdo o acido abscisico,
giberelinas, citocininas, etileno e auxina (Kende & Zeevaart, 1997; Taiz & Zeiger,
2002) (Figura 6). Estas substancias auxiliam na prevencgao de fatores abidticos
causados por condi¢cdes climaticas como altas temperaturas, seca, salinidade e

metais pesados (Spaepen et al., 2008; Khan et al., 2011).

Figura 6: Estrutura molecular dos fitorménios auxinas, acido abscisico,
giberelinas, citocininas e etileno. UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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A maioria dos microrganismos possui potencial para produzir fitormonios,
dos quais cerca de 80% dos isolados séo produtores de auxina (Neubauer et al.,

2000), cuja principal fungéo € atuar no crescimento das plantas (Grossmann et


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1462-2920.15410#emi15410-bib-0099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5671593/#B124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5671593/#B69
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al., 2010; Ahmed et al., 2017). A auxina pode ser sintetizada em diferentes
formas, como acido indol-acético (AlA), acido indol-butirico (AIB) e acido indol-
piravico (IPA) (Olanrewaju et al., 2017).

O AIA é um dos primeiros fitormoénios naturais detectados em plantas. O
AIA tem como agdo nas plantas para promover a divisdo e alongamento celular,
atuar no desenvolvimento das raizes, na formagao pigmentar e na germinagao
de sementes (Spaepen et al., 2007). Além destes, pode atuar em processos
fotossintéticos, na biossintese de metabdlitos e na resisténcia ao estresse
(Maheshwari et al., 2015).

Alguns estudos associam este hormoénio com atividades de organogénese
e embriogénese, bem como, na produgao de estimulos atuando na defesa da
planta (Jurgens, 1995; Firn & Digby, 1980; Li et al., 2005; De Smet et al., 2010;
Benjamins & Scheres, 2008; Vernoux et al., 2011; Kazan & Manners, 2009).
Pode também auxiliar no surgimento de brotagdes novas e de raizes adventicias
durante a emergéncia das raizes (Laskowski & Ten Tusscher, 2017).

A producao deste fitormoénio ocorre por diferentes rotas dependentes do
aminoacido triptofano, o qual é usado como percursor para sintese de auxina,
podendo ser produzida tanto pelas plantas como por microrganismos (bactérias
e fungos) (Duca et al.,, 2014), incluindo espécies como Acinetobacter,
Pseudomonas, Rhizobium, Azospirillum, Bacillus, Klebsiella (Choudhary et al.,
2018) e Streptomyces (Patten & Glick, 1996; Shanmugaiah et al., 2009;
Charulatha et al., 2013).

A capacidade de produgao de algumas espécies de microrganismos em
sintetizar AIA, torna-se de extrema importancia para as relagdes entre
microrganismos e plantas (Patten & Glick, 1996), uma vez que, plantas sujeitas
aos estresses hidricos podem ser mais tolerantes com auxilio de bactérias
produtoras de AIA (Dimkpa et al., 2009; Vurukonda et al., 2016). O exemplo
desta acao benéfica € com a espécie Azospirillum sp., considerada promotora
de crescimento em cultivares de Triticum aestivum (trigo) (Dobbelaere et al.,
1999; Baudoin et al., 2010). O aumento elevado nos niveis de auxina

proporciona alongamento do hipocétilo da planta (Gray et al., 1998).

2.7 Solubilizagéo de fosfato (P)
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O fosfato é o segundo nutriente mais importante absorvidos pelas plantas,
atuando em varios processos celulares, desde a formacao de moléculas (ATP),
acidos nucleicos (DNA e RNA), proteinas e metabdlitos secundarios (Heuer et
al., 2017) até na diviséo celular e ativacdo /inativagdo de enzimas (Razaq et al.,
2017). A sua indisponibilidade afeta diretamente o crescimento, o
desenvolvimento e, os processos fisiolégicos e metabdlicos realizados pelas
plantas (Widawati & Suliasih, 2006).

Apesar de ser elemento de extrema importancia para producéo agricola,
a maioria dos solos no mundo ¢é deficiente em fésforo (Dhillon et al., 2017). Para
corrigir essa deficiéncia, o fosfato € adicionado no solo por meio da adubacéao
quimica ou através de compostos organicos contendo fosfato (Lim et al., 2007;
Jorquera et al., 2013; Fraser et al., 2015). A taxa de absorcao desse nutriente,
varia entre as espécies de plantas, sendo consumida apenas de 10 a 40% do
fosfato total que é adicionado no solo (Adesemoye & Kloepper, 2009), o que é
considerada bastante limitada para absor¢do da planta. Tal fato, se deve a
reacdes que ocorrem entre o fosforo e os constituintes do solo, fazendo com que
este micronutriente seja fixado ou entéo precipitado junto com as particulas do
solo (Thonar et al., 2017).

Quando esse nutriente esta presente no solo, pode ser encontrado
através de duas formas estruturais, organica ou inorganica (Walpola & Yoon,
2006), sendo apenas 0,1% consumido pelas plantas (Zhu et al., 2011).

A maior parte dos solos sao constituidos por fésforos organicos
decorrentes de atividades bioldgicas, classificadas em trés classes de ligacoes,
os ésteres de fosfato formados por fosfatos de agucar, fosfolipidios, acidos
nucléicos, fosfatos de inositol; os fosfatases contendo ligagdes C e P e; os
anidridos de acido fosférico compostos por trifosfatos de adenosina e difosfatos
de adenosina (Huang et al., 2017b) (Figura 7).

Os fosforos inorganicos estado ligados aos minerais, importante fontes
necessarias para o desenvolvimento de plantas jovens (Boitt et al., 2018). Estes
minerais sao fosfato de Ca e P, de Al e Fe encontrados em solos alcalinos e
acidificados, respectivamente (Kumar & Shastri, 2017). Muitos dos fosfatos
inorganicos sao dissolvido por acidos organicos (Sashidhar & Podile, 2009;

Ogbo, 2010; Patel et al.,, 2011) enquanto que os fosfatos organicos sé&o
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secretados por meio de enzimas extracelulares (fosfatase e fitase) (Tan et al.,
2016; Neal et al., 2017).

Apesar da indisponibilidade no solo, existem outros mecanismos capazes
de auxiliar na disponibilidade deste nutriente, como por exemplo, a acdo dos
microrganismos solubilizadores de fosfato (Antoun, 2012). Estes microrganismos
solubilizadores de fosfato fazem uso de mecanismos envolvendo enzimas como
C-P liase, fosfatases nao especificas e fitases para degradacgao do fosfato (Singh

et al., 2014; Kumar et al., 2015) ou por acidos organicos.

Figura 7: Mecanismos de solubilizagcdo de fosfato inorganico e orgéanico por
microrganismos. UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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Fonte: Prabhu et al. (2019). UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.

Os microrganismos solubilizadores de fosfato, no qual incluem bactérias
e fungos, podem ser encontrados em diversos ambientes como agua doce e
salgada, sedimentos de rocha e solo (Liu et al., 2014, 2017; Zhang et al., 2015).
As bactérias em especial, sdo capazes de secretar enzimas extracelulares como
as fosfatases, convertendo-as de fosforo organico para inorganico (Abreu, 2019).
Com isso, aumentam a capacidade de absorgao deste nutriente e a eficiéncia de

fosfatados, além de produzir acidos organicos (Jyoti et al., 2013; Li et al., 2015).
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Existe a hipétese de que a solubilizagdo de P ocorre pelo pH encontrar-
se baixo, devido a produgao de acidos organicos produzidos por microrganismos
(Zhu et al., 2018), como por exemplo, o acido glucdnico produzido por bactéria
(De Freitas et al., 1997; Collavino et al., 2010), que € determinante para
imobilizagdo do fésforo (Zhu et al., 2018). Outros acidos s&o produzidos por
bactérias, tais como acético, férmico, latico, glucénico, glicdlico, 2-ceto
glucdnico; oxalico, succinico, malico e citrico (Rashid et al., 2004).

Os géneros de bactérias solubilizadoras de fosfato descritos na literatura
envolvem Pseudomonas, Pantoea, Halolamina, Enterobacter, Citrobacter,
Burkholderia, Bacillus, Azotobacter (Istina et al., 2015; Kumar et al., 2014;
Rodriguez & Fraga, 1999; Halder et al., 1990; Craven & Hayasaka et al., 1982;
Sundararao & Sinha, 1982), Rhodococcus, Arthrobacter, Serratia,
Chryseobacterium, Gordonia, Phyllobacterium, Delftia (Wani et al., 2005; Chen
et al., 2006), Xanthomonas (de Freitas et al., 1997) Klebsiella (Chung et al.,
2005), Vibrio (Vazquez et al., 2000).

Para os fungos, incluem-se os géneros ou espécies Aspergillus,
Penicillium (Fenice et al., 2000; Khan & Khan, 2002; Reyes et al., 1999, 2002),
Trichoderma (Altomare et al., 1999), Rhizoctonia solani (Jacobs et al., 2002),
Fusarium oxysporum, Curvularia lunata, Humicola sp., Sclerotium rolfsii, Pythium
sp., Aerothecium sp., Phoma sp., Cladosporium sp., Rhizoctonia sp.,
Cunninghamella sp., Rhodotorula sp., Candida sp., Schwanniomyces
occidentalis, Oideodendron sp., Pseudonymnoascus sp. (Whitelaw et al., 1999;
Isbelia et al., 1999; Helen et al., 2002). Apenas cerca de 0,1 a 0,5% de fungos
no solo sdo capazes de solubilizar fosfato (Kucey, 1983).

A aplicagao de microrganismos solubilizadores no solo, tem resultado em
boa eficiéncia na melhoria de plantas e dos campos com poucos nutrientes e,
em condi¢des favoraveis e desfavoraveis (Olenska et al., 2020). Por outro lado,
a falta deste nutriente pode levar a perdas em culturas causadas por alteragdes
morfolégicas e moleculares induzidas por estresse nutricional (Lopez-Arredondo
et al.,, 2014; Elanchezhian et al., 2015). Outros fatores envolvidos nessa
deficiéncia € o acumulo de antocianinas, que ira influenciar na concentracao de
clorofila, aumentando a pigmentagao das folhas mais novas (Veazie et al., 2020),
além de reduzir o acumulo de biomassa da parte aérea e aumento na producao

de raizes (Campos et al., 2019).
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2.8 Aplicagao de microrganismos em fruteiras

O setor frutifero no pais tem se destacado por ser atividade de boa
rentabilidade e que pode ser desempenhada em qualquer propriedade rural
(pequena, média e grande) (Anuario Brasileiro da Fruticultura, 2016).

A producéo de frutos por hectares representa 2,5 milhées da area ocupada
no Brasil (IBGE, 2016). No pais é possivel encontrar producao de frutas de clima
tropical, subtropical ou temperado, pelas distintas condicbes edafoclimaticas,
peculiares de cada regido (Anuario Brasileiro da Fruticultura, 2017).

O comeércio das frutas cresceu nos ultimos anos pelo mundo, impulsionando
o setor (Feng et al., 2014; Srivastava et al.,, 2015), principalmente visando
atender a demanda pela producéao de frutos com qualidade e sem presenca de
residuos quimicos.

Por este motivo, a fruticultura tem buscado novas alternativas por meio da
adocao de praticas mais sustentaveis e, com menor risco de contaminagao ao
ambiente e a saude da populagdo (Gupta et al.,, 2015). Desta forma, os
microrganismos e seu potencial benéfico para as plantas demonstram vantagens
para sua inser¢géo no processo produtivo (Lugtenberg et al., 2009; Finkel et al.,
2017).

A eficacia dos inoculantes microbianos pode ser verificado nas culturas pelo
crescimento das plantas (Sun et al., 2015), além de modular seu desempenho
fisiolégico e aumentar a fertilidade dos ambientes envolvidos (Shamseldin et al.,
2010). A aplicagao de biofertilizantes microbianos em fruteiras (Tabela 4) como
citrus melhoraram a qualidade dos pomares, consequentemente aumentaram a
produtividade (Shamseldin et al., 2010).

Em pomar de macieira, microrganismos dos géneros Azotobacter,
Pseudomonas e Bacillus também proporcionaram aumento de producao
(PeSakovic¢ et al., 2017), no qual foi favorecida pelas relagdes que ocorreram
entre a planta, solo e microrganismos (Zhang et al., 2009).

Em outro estudo, o isolado microbiano do género Azotobacter aumentou em
25% a absorcao de foésforo em mamoeiro e bananeira, proporcionando

acréscimo de 50% na absor¢ao de nitrogénio pelas plantas (Singh et al., 2013).
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Apesar de algumas espécies frutiferas ja apresentarem efeitos benéficos pela
aplicagao de inoculantes microbianos, necessita-se de mais estudos voltados
para outras espécies, principalmente quando voltado as fruteiras nativas como a
jabuticabeira, que apesar de todo potencial existente apresenta ainda uso
incipiente em pomar.

Para isso, pode-se testar consércios microbianos aplicados no solo, apos
resultados de seu comportamento benéfico quando testados in vitro e in vivo
(Szilagyi-Zecchin et al., 2016).
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Tabela 4: Caracterizagao da resposta de cada microrganismo de acordo com a espécie frutifera. Adaptado de Srivastava et al.,

(2015). UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.

Espécie frutifera

Inoculantes microbianos

Efeitos nas plantas

Referencias

Punica granatum L

Vitis vinifera L.

Cydonia oblonga Mill
Citrus sinensis (L.) Osbeck
Malus domestica Borkh

Prunus persica (L.) Stokes

Mangifera indica L
Passiflora edulis Sims

Musa acuminata (L.)

Prunus armeniaca (L.)

Citrus reticulata Blanco

Juglans hegia L

Carica papaya L

Azotobacter chroococcum Glomus

mosseae

Pseudomonas fluorescens
Bacillus mycoides
B. subtilis

Pseudomonas fluorescens (843)
Azospirillum brasilense (W24)

Pseudomonas striata
Trichoderma viride
Azospirillum brasilense
Bacillus megaterium
Glomus fasciculatum
Azotobacter chroococcum
Azotobacter chroococcum
Azotobacter sp.
Azospirillum sp.
Trichoderma sp.
Azospirillium sp.
Azospirillum brasilense
Pseudomonas fluorescens
Bacillus (OSU-142)
Pseudomonas (BA-8)

Bacillus mycoides-

B. polymyxa
Trichoderma harzianum
Azotobacter chroococcum
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas chlororraphis-
P. fluorescens
Bacillus cereus
Glomus mosseae
G. fasciculatum
Gigaspora margarita

Menor vigor da copa.
Alteracdes na rizosfera e produgéo de frutos.

Desenvolvimento da raiz.

Firmeza do fruto, massa da matéria seca e rendimento do fruto.

Volume de copa e fertilidade do solo.
Germinagéo, crescimento da raiz e incidéncia de pragas.

Altura da planta, circunferéncia e crescimento do dossel.
Altura da planta, circunferéncia e concentragéo de
micronutrientes.

Diametro da muda e numero de folhas.
Melhoria no crescimento e rendimento das mudas.

Altura e circunferéncia da area foliar produgéo.

Numero de dedos, peso do cacho e area foliar.

Peso e tamanho da fruta.

Comprimento do rebento, rendimento e nutriente foliar.
Comprimento da parte aérea, produgao e concentragéo de
nutrientes nas folhas.

Crescimento, produgao e composigao de nutrientes da folha.

Massa fresca do caule e raiz e propriedades microbianas da
rizosfera.

Altura da planta, massa da matéria seca da parte aérea e raiz.

Crescimento e absorgao de nutrientes.

Mir e Sharma (2012)
Wange e Ranawade (1998)
Arikan et al. (2013)
Shamseldin et al. (2010)
Raman (2012)
Mahmoud e Mahmoud (1999)

Godara et al. (1996)

Kerni e Gupta (1986)
Quiroga-Rojas et al. (2012)

Tiwari et al. (1999)

Esitken et al. (2003)
Pirlak et al. (2007)

Keditsu e Srivastava (2014)

Xuan Yu et al. (2011)

Padma e Kandasamy (1990)
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3. HIPOTESE

Encontrar microrganismos na rizosfera de solos com a presenga e auséncia
de jabuticabeiras que auxiliem na adaptacdo das plantas e obtenha maior

crescimento para sua rapida formacgao.

4. OBJETIVO

4.1 Geral

Isolou-se microrganismos cultivaveis de solo rizosférico localizados em
quatro sitios florestais do Bioma Florestas com Araucarias na presenca e
auséncia de jabuticabeiras e avaliou-se sua capacidade em promover

crescimento de mudas de jabuticabeira

4.2. Especificos
- Isolou e identificou os microrganismos de solo rizosférico e nao rizosférico de
jabuticabeira dos quatro sitios remanescentes florestais do Bioma Floresta com

Araucarias;

- Avaliou os isolados in vitro por meio de testes enzimaticos, de compatibilidade
(bactérias) e de antagonismo (fungos), de sintese de auxina acido indol-acético

(AIA) e de solubilizacao de fosforo.

- Avaliou os isolados microbianos individualmente a partir da inoculagdo em
sementes de jabuticabeira para selecionar microrganismos visando formagao de

consoércio microbiano capazes de promover o crescimento das mudas;

- Avaliou o crescimento de mudas de jabuticabeiras (Plinia sp.) em viveiro por

meio da aplicagao de consércios microbianos.
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5. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
— UTFPR e Universidade Federal de Vigosa — UFV. A primeira etapa do
experimento foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia, Fisiologia Vegetal
e Unidade de Ensino e Pesquisa Viveiro de Producdo de Mudas Horticolas da
Fazenda Experimental UTFPR - Campus Dois vizinhos. A segunda etapa foi
realizada em parceria com o Laboratoério de Analise de Microbiologia Ambiental
Aplicada - LAMAP e no Viveiro de Produc¢ao de Mudas da UFV.

5.1 Local de coleta

Amostras de solo, com e sem a presencga natural de jabuticabeiras nativas
(Plinia sp.) foram coletadas em quatro sitios remanescentes florestais do Bioma
Floresta com Araucarias, todos localizados na Regidao do Sudoeste do Parana
(Tabela 5). Dentre os locais de coleta de solo na presenca e auséncia de
jabuticabeira havia algum tipo de atividade agropecuaria em distdncia de no

maximo 10 m.

Tabela 5: Sitios de ocorréncia de jabuticabeiras nativas (Plinia sp.), localizado
na regiao do Sudoeste do Parana em que foram realizadas coletas de solo
UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.

Sitio (locais) Ponto de coleta do solo Latitudes (S) Longitude (W)
SCJ- Solo com Jabuticabeiras nativas (Plinia sp.) 26° 26' 52°19'17,72"

Clevelandia 18,79"
SSJ - Solo sem Jabuticabeiras nativas (Plinia 26° 26' 52°19' 18,37"

sp.) 18,70"

SCJ- Solo com Jabuticabeiras nativas (Plinia sp.) 26° 6' 33,87"  52° 38' 28,67"

Pato B
ato Branco oo ) Solo sem Jabuticabeiras nativas (Plinia  26° 6' 32,48"  52° 38' 29,39"

sp.)

SCJ- Solo com Jabuticabeiras nativas (Plinia sp.) 26° 19'4,18"  52° 46'41,71"

Vitori
ftorino SSJ - Solo sem Jabuticabeiras nativas (Plinia  26° 19'6,36"  52° 46' 39,69"
sp.)
SCJ- Solo com Jabuticabeiras nativas (Plinia sp.)  25°44°01 53°03' 26"
Dois Vizinhos
SSJ - Solo sem Jabuticabeiras nativas (Plinia 25°44' 5" 53° 3' 31

sp.)
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Os locais de coleta do solo nos municipios localizados no Sudoeste do
Parana possuem clima do tipo cfb (subtropical umido) conforme a classificagao
climatica Képpen- Geiger. As estagcdes do ano sdo bem definidas nos municipios,
durante o inverno as temperaturas podem ser inferiores a 18°C e com ocorréncia
de geadas. No periodo do verdo, as temperaturas sdo amenas podendo
permanecer a 22°C (Alvares et al.,, 2013). As areas compdéem as seguintes
descrigcoes:

a) Em Clevelandia (PR) a area era composta de fragmento de Floresta

Ombrodfila Mista ou Floresta com Araucaria, possuindo 12,3 hectares,

contendo 70 jabuticabeiras adultas. Além disso, préoximo ao fragmento da

floresta, a area era circundada por lavouras com culturas anuais de trigo,
soja e milho.

b) Em Pato Branco (PR), area de 2,8 hectares, contendo 130

jabuticabeiras adultas. Proxima a esta area havia presenca de atividade

agropecuaria. Aléem do mais, possuia ocorréncia de rogadas durante
periodo da colheita dos frutos abaixo da projegéo da copa.

c) Em Vitorino (PR), area com 4 hectares de fragmento de Floresta

Ombrdfila Mista, contendo 398 jabuticabeiras, das quais 241 eram adultas

e 157 em periodo juvenil. O fragmento florestal desta area era circundado

por lavouras de soja e milho e, também usadas como pastagens para

gado leiteiro.

d) Em Dois Vizinhos (PR), area de pomar com 1,5 hectares, contendo 130

jabuticabeiras em fase de transi¢cao para adulta, intercaladas com outras

espécies de fruteiras nativas, tais como, pitangueira, cerejeira da mata,
guabirobeira, sete capoteiro, aragazeiros (amarelo e vermelho),
guabijuzeiro, pessegueiro do mato. Na area ocorre sucessivas rogadas
mensais, além de estar localizada préxima a outras culturas vizinhas

como de citrus e, culturas anuais como de soja e milho.

Para ndo comprometer a qualidade do material coletado, foi realizada
limpeza na superficie do solo, retirando-se restos de serrapilheira, ramos e folhas
que se encontravam presentes. Depois de obter ambiente limpo, o solo foi
coletado na profundidade de 0-20 cm, com auxilio de trado holandés. Cada

amostra de solo, segundo os pontos amostrados foi transferida para sacos
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plasticos limpos e transparentes, identificados e armazenadas por 48 horas a
4°C para posterior analise da caracterizagado quimica do solo e do isolamento

microbiano.

5.2 Caracterizagédo quimica das amostras de solo

Para caracterizagao quimica do solo, as amostras coletadas nos sitios de
remanescentes florestais do Bioma Floresta com Araucarias foram
encaminhadas para analise no Laboratério de Solo da UTFPR — Campus Pato
Branco. Foram analisados os teores de Matéria Orgéanica (MO), P, K, Al, Ca e
Mg e, a soma de bases (SB), valor de saturagao (V), pH e CTC presentes nos
solos coletados. A MO foi obtida por extragdo umida. Os teores de P, K extraidos
com solugao de Mehlich, pH em CaCl 1:2,5; Ca, Mg e Al trocaveis extraidos com
KCI 1 mol L.

5.3 Isolamento dos microrganismos do solo dos quatro sitios de remanescentes

florestais

Para obter os isolados microbianos, 10 g de cada amostra de solo com ou
sem a presencga natural de jabuticabeiras nativas (Plinia sp.), coletadas de quatro
sitios de remanescentes florestais foram adicionados em frascos de Erlenmeyer®
de 250 mL contendo 90 mL de solugéo salina 0,85%. Logo em seguida, os
frascos foram submetidos a agitacao orbital (shaker) a 120 rpm por 15 mim. A
partir desta solugao, 1,0 mL de cada amostra dos frascos foi retirado e transferido
para tubos de ensaio, contendo 9,0 mL de solucdo salina 0,85%, para as
diluigbes seriadas (10" a 107) (Figura 8) (Hayakawa & Nonomura, 1987). Cada
diluigao foi plagueada em duplicata em meios de culturas Agar Nutriente e Agar
Batata Dextrose (B.D.A), com auxilio de algca de Drigalski (Figura 8) (Kanimozhi
et al., 2014). As placas de Petri® foram incubadas em estufa bacterioldgica a
37°C £ 1°C por 48 horas e em estufa B.O.D a 25°C + 1°C com fotoperiodo de 12
horas, permanecendo por quatro a sete dias, visando obter crescimento das
colbnias.

Em seguida, foram selecionadas as colénias nas placas conforme descrito

pelo protocolo Bacteriological Manual for Foods (Food DrugsAdministration -
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FDA, 1972). Os isolados selecionados foram repicados em nova placa de Petri®,
contendo meio de cultura agar - nutriente e em meio de cultura B.D.A para

armazenamento e posterior analises das coldnias.

Figura 8: Representagdo esquematica do isolamento dos microrganismos do
solo. UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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5.4 Caracterizacdo Morfologica e Bioquimica dos isolados bacterianos

5.4.1 Caracterizagdo morfologica

Os isolados dos solos com e sem a presenga natural de jabuticabeiras
nativas (Plinia sp.) foram repicados em placas de Petri® contendo meio de
cultura agar - nutriente e em seguida incubadas em estufa a 37°C £ 1 °C por 24
horas. Apos este periodo foram observadas em meio de cultura caracteristicas
morfolégicas quanto a cor (amarela, branca, bege, rosa, laranja, transparente),
margem (lisa, ondulada, denteada), forma (circular, irregular, filamentosa,
puntiforme), densidade (brilhosa, opaca) e elevagao (elevada, plana) (Bergey,
1923).

5.4.2 Teste de Coloracao de Gram e Catalase

A fim de confirmar se os isolados bacterianos eram Gram positivos (+) ou

Gram negativos (-) foi realizado o teste bioquimico de coloracdo de Gram, de
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acordo com o protocolo descrito por Stinghen et al. (2002). As Idaminas contendo
os esfregagcos de coloracdo de Gram dos isolados foram observados em
microscopio Optico através do software ZEN- ZEISS na objetiva de 100X.

Com a finalidade de verificar a presenca da enzima catalase nos isolados
bacterianos, em lamina foi depositada suspensdo de célula bacteriana e
adicionado de quatro a cinco gotas da solugéo de peroxido de hidrogénio (H202)
na concentragcdo de 3%. Apo6s aplicacdo da solugdo, esperou-se por cinco
minutos para verificar a presenga ou auséncia da enzima catalase através do
desprendimento de gas produzido pelos isolados quando em contato com a

solugao (Reiner & Karen, 2010).

5.4.3 Curva de Crescimento os isolados microbianos

Para determinar o tempo de geragao de cada isolado bacteriano em meio
de cultura foi realizada sua curva de crescimento. Os isolados bacterianos do
solo foram crescidos em meio de cultura caldo nutriente durante 24 horas, a
28°C, em estufa bacteriologia. Apos crescimento, foram preparados in6culos de
cada isolado bacteriano, determinados por meio da leitura 0,005 em
espectrofotdbmetro na OD de 600 nm. Depois de determinada a concentracao
inicial dos pré-inéculos bacterianos, os isolados foram transferidos para placas
de 96 pogos contendo caldo nutriente e em seguida incubadas no leitor de
microplacas (Thermo Scientific Multiskan Go) na temperatura de 28°C + 1°C para
a realizagao de leituras a cada 30 minutos durante 24 horas. Em cada placa, os

isolados foram inoculados em triplicata (Stevenson et al., 2016).

5.5 Caracterizacdo macromorfolégica dos isolados fungicos

5.5.1 Determinacao de crescimento e caracteristicas morfolégicas de isolados

fungicos em meio de cultura

A caracterizagao morfolégica das colbénias fungicas dos isolados do solo
com e sem a presenga natural de jabuticabeiras nativas (Plinia sp.) foi
determinada a partir de aspectos macromorfolégicos como coloragéo, forma,

elevagao, margem e velocidade de crescimento. Com isso, foram preparadas
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placas de Petri®, contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (B.D.A) em
triplicata. Em seguida, foram inseridos disco de micélio do fungo com 5 mm de
didmetro no centro de cada placa. Logo apds, as placas foram incubadas em
estufa B.O.D. a 25°C £ 1°C, com fotoperiodo de 12 horas. Apds 24 horas de
incubacao foram realizadas as primeiras medi¢des do diametro das col6nias em
posicao ortogonal com auxilio de paquimetro digital. A medida da col6nia foi
usada para calcular o indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM),

conforme proposto por Oliveira (1991) na eq 1.

Eq1.

IVCM = % (D-Da)
N

I[VCM= indice de velocidade de crescimento micelial
D= didmetro médio atual da colénia
Da= didmetro médio da colénia do dia anterior

N= numero de dias apos a inoculagao

5.6 ldentificagdo taxonémica dos isolados microbianos do solo

5.6 Extracao de DNA

O DNA gendmico dos microrganismos bacterianos e fungicos isolados de
solo com e sem a presenca natural de jabuticabeiras nativas (Plinia sp.) foram
extraidos, segundo as recomendacdes do protocolo do kit PureLink® Genomic
DNA Kits e pelo protocolo CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Apés finalizar as
extragdes, foi realizada quantificagcdo do DNA genémico em gel de agarose 1%
por meio de transluminador UV, avaliando-se a presenca e a qualidade do

material genético extraido.

5.7 Reagao em cadeia da polimerase (PCR) e purificagdo da amostra de DNA
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O DNA genbmico obtido dos isolados bacterianos e fungicos foi amplificado
por meio da PCR. Para os isolados bacterianos a regiao genémica amplificada
foi a 16S rRNA utilizando o} par de primers 10F
(5’"GAGTTTGATCCTGGCTCAG3’)/1100r (5'AGGGTTGCGCTCGTTG 3’) (Lane
etal., 1991). Nos isolados fungicos, a regido amplificada foi a internal transcribed
spacer (ITS) com primers ITS1 (5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3)/ITS4
(5'TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) conforme recomendado por White et al.
(1990). O mix de PCR foi preparado com o produto GoTaq@ DNA Polimerase
(Promega), seguindo-se as recomendagdes do fabricante. A solugdo do mix de
PCR contém 5uL buffer 5x, 3uL de MgCl (1,5 mM), 0,5uL de primer, 1ul dNTPs
(20mM), 0,125 yL de Go Taq@ DNA polimerase (5u uL'), 2uL de DNA na
concentracédo de 50 ng aproximadamente de cada isolado bacteriano e H20
completada para volume final de 25pL.

As condicbes para amplificacdo das regides gendmicas, correspondentes
aos primers foram realizadas de acordo com a Tabela 6. Apds obter o produto
do PCR, este foi purificado utilizando-se polietilenoglicol (PEG) segundo o
protocolo de Dunn & Blattner (1987). Em seguida, foi quantificado em gel de

agarose a 1% e revelado por meio do transiluminador UV.

Tabela 6: Condigbes de amplificagdo das regides genémicas no termociclador.
UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.

Regides Primer Condi¢coes de amplificagcao
génicas

95°C por 5 minutos; 30 ciclos de 95°C por
16S rRNA 10F/1000R 1 minuto; 57°C por 0,25 minuto; 72°C por 1
minuto e extensao final de 72°C por 5
minutos.

94°C por 10 minutos; 35 ciclos de 94°C por
ITS Its1/Its4 30 segundos; 55°C por 1 minuto; 72°C por
1 minuto e extensao final de 72°C por 10
minutos.

5.8 Sequenciamento dos isolados bacterianos e fungicos

O sequenciamento dos isolados bacterianos e fungicos foi realizado pelo
método Sanger através do aparelho ABI 3730 XL Big Dye Terminator Kit v.3.1

(Applied Biosystems). As sequéncias nucleotidicas de cada isolado foi
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visualizada e editada no software DNA Baser Assembler v5
(www.DNABaser.com). Em seguida, as sequéncias foram comparadas com
outras ja depositadas no banco de dados GenBank através da ferramenta
BLAST (colocar o site), que consiste na analise de similaridade entre sequéncias

por meio de um valor percentual (>98%).

5.9 Teste de compatibilidade dos isolados bacterianos em meio de cultura

O bioensaio de compatibilidade entre microrganismos bacterianos
isolados de solo com e sem presenca natural das jabuticabeiras nativas (Plinia
sp.) foi realizado segundo o método Cross Streak (CSM) (Fernando, 1947),
utilizando-se placas de Petri® contendo o meio de cultura agar nutriente,
inoculadas com 10 isolados bacterianos por unidade experimental. Os
microrganismos confrontantes foram inseridos no centro de cada placa de Petri®,
linearmente em direcdo vertical. Os microrganismos confrontados foram
inoculados paralelamente nas extremidades das placas de Petri®. Em seguida,
as cepas bacterianas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C + 1°C
por 48 horas, observando-se apds esse periodo a compatibilidade dos isolados
microbianos através da presenca e auséncia de crescimento adjacente ao
crescimento do microrganismo testado, indicando a inibigdo ou sobrevivéncia da

cultura alvo (Shomura et al., 1980).

5.10 Teste de antagonismo dos fungos

Os fungos isolados de solo com e sem presenca natural de jabuticabeiras
nativas (Plinia sp.) foram submetidos ao ensaio de antagonismo. Discos de
micélio de 5 mm dos fungos isolados foram retirados das colénias e inseridos em
extremidades opostas, em pontos equidistantes, com 2,0 cm de distancia da
borda de nova placa de Petri®, contendo meio de cultura agar B.D.A (Campanile
et al., 2007). Cada tratamento foi realizado com trés repetigdes com uma placa
controle tendo somente um dos microrganismos, inserido em uma das
extremidades. Apos sete dias de cultivo, os fungos foram avaliados quanto ao

crescimento micelial, conforme proposto pela escala de Bell et al. (1982) (Tabela
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7), sendo os valores relativos a cada classificagdo transformados em porcentuais
(%).

Tabela 7. Classificacdo de antagonismo segundo o critério de Bell et al. (1982).
UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.

Critério para avaliagdo de antagonismo

Classe 1 Antagonista cobrindo a totalidade da superficie da placa.
Classe 2 2/3 do antagonista cobrindo a superficie da placa.

Classe 3 Antagonista cobrindo ao menos 50% da superficie da placa.
Classe 4 2/3 patégeno cobrindo a superficie da placa.

Classe 5 Patogeno cobrindo a totalidade da superficie, anulando o

antagonista.

5.11 Ensaios da atividade enzimatica dos isolados bacterianos e fungicos

A produgdo enzimatica pelas cepas bacterianas e fungicas isoladas de
solos com e sem presenga natural de jabuticabeiras nativas foi testada em meio
de cultura mineral (MSM), constituido por 2,0 g de KH2PO4, 7,0 g de K2HPO4,
0,19 MgS04.7H20, 1g de (NH4)2SO4 e 15 g de agar por litro de agua destilada
em pH 7,0, com a adi¢cao dos indutores 1% de amilase, 1% de celulase e 1% de
protease como unica fonte de carbono, segundo metodologia descrita por
Stamford et al. (1998).

Os isolados bacterianos testados nas placas de Petri®, contendo o meio
de cultura MSM + indutores (amilase, celulase e protease) foram inoculados em
cinco pontos, de forma equidistantes na placa. Logo apds, foram incubados por
48 horas em estufa de crescimento bacteriolégico a 22°C + 1°C. Os testes
enzimaticos das bactérias foram realizados com cinco repeticdes, sendo a
unidade experimental representada por cada placa de Petri®. Para os fungos, um
disco de micélio de 5 mm de cada isolado microbiano foi inserido no centro de
cada placa Petri®. Em seguida, as placas foram armazenadas em 25°C + 1°C,
dentro de estufa B.O.D., com fotoperiodo 12 horas durante quatro dias. Para
cada tratamento enzimatico dos fungos, os testes foram realizados em triplicada.
Com intuito de verificar a presenga do halo de degradagéo apds o crescimento
dos isolados bacterianos e fungicos foi preparada solugcao de revelagdo, com
cada placa de Petri®, recebendo volume de 10 mL de solugio, conforme descrita
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na Tabela 7 (Hankin & Anagnostakis, 1975; Montenecourt & Eveleigh, 1977;
Harrigan & McCanoe, 1979).

Tabela 8: Solugdes de revelagao das enzimas para adicdo em meio de cultura.
UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.

Indutores Solugao de Revelagao
Amilase (1% de amido soluvel) 1% de lugol
Celulase (1% de carboximetilcelulose -CMC) Vermelho-congo
Protease (4% de gelatina) Sulfato de amonio
(NH4)2S04

Os resultados do halo de degradagéo da coldnia foram obtidos através do
diametro médio do halo de degradacgao e o diametro médio da colbnia, expresso

como indice Enzimatico (IE) (Anderson, 1939).

5.12 Avaliacéo da producéao de acido indol-acético — AlA

O potencial de producao de AlA pelos isolados bacterianos e fungicos foi
determinado segundo metodologia descrita por Tang & Bonner (1947). As
bactérias e os fungos foram cultivados em frasco de Erlenmeyer® de 125 mL,
contendo 10 mL de meio de cultura liquido, com caldo nutriente e B.D.A
suplementado com triptofano na concentracédo de 10,1 ug mL-! (Rodrigues et al.,
2010). Foram preparados inoculos ajustados a partir da densidade 6ptica de 0,5
a 600 nm para as bactérias e 0,4 a 0,5 x 10* UFC mL"" a 400 nm para fungos
(Steluti et al., 2004).

O material foi incubado no escuro, em rotacédo a 120 rpm, com uso de
Shaker, mantido na temperatura de 28°C £1°C e 25°C +£1°C por 48 horas para
as bactérias e fungos, respectivamente. Apds o crescimento dos isolados em
meio de cultura, aliquota 1mL foi retirada de cada frasco e transferida para tubos
de eppendorf®, sendo centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos. Uma aliquota
de 500 uL do sobrenadante foi coletado e adicionado em 500 uL do reagente
Salkowski (12g L' de FeCl3 0,5M em 7.9mM de H2S04) e em seguida, os tubos

foram armazenados no escuro por 30 minutos.
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Os isolados produtores de AIA foram determinados através da formacéo
da coloragao rosa, quantificados em espectrofotometro 530 nm. Uma curva

padrao foi criada para comparagao e determinacéo de produgao de AlA.

5.13 Avaliagéo da producao e capacidade de solubilizagdo de fosfato (P)

Os isolados foram submetidos a analise de solubilizacao de fosfato. Cada
isolado foi pontualmente inoculado em cinco pontos equidistantes, em placas de
Petri®, contendo o meio de cultura Pikovskaya com 0,5% (p / v) de tricélcico
fosfato (TCP) (Figura 12). Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 28°C £ 1°C, durante sete dias para o aparecimento dos halos
ao redor da coldnia. Logo apos, fez-se a medi¢cao dos halos ao redor da colonia
com auxilio de paquimetro digital. A medida foi usada para calcular o indice de
solubilizacdo de acordo com a equagao 2 (Premono et al., 1996).

Eq.2

SI = Didmetro da zona do halo

S| = indice de solubilizagéo Didmetro da colénia
H= didmetro da zona do halo

C= didmetro da colbnia

Apos determinar o isolado solubilizador de fosfato em meio de cultura
solido, fez-se verificagdo da quantidade absorvida em meio liquido através do
método Fiske & Subbarow (1925). O isolado foi cultivada em frascos de
Erlenmeyer® de 125 mL, contendo 10 mL de meio de cultura liquido caldo
Pikovskaya (PVK) com 0,5% (p / v) de tricalcico fosfato (TCP), incubadas em
agitacado no shaker a 120 r.p.m, na temperatura de 28°C £ 1°C por 7 dias. Apos
o crescimento das culturas, fez-se sua centrifugagao a 8.000 rpm por 10 minutos.
Uma aliquota de 500 uL de sobrenadante dos isolados foi retirado e adicionado
a 500 L de acido tricloroacético a 10% (p / v) mais 4 mL do reagente 3M H2SOy4;
2,5% molibdato de aménio; 10% de acido ascorbico; H20 destilada; na proporg¢ao
1: 1: 1: 2 (v/v) em tubo de ensaio. A solucdo foi armazenada em temperatura
ambiente por 15 minutos. Uma amostra controle foi com meio PVK. Em seguida,
as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro a 820 nm. Uma curva

padrao foi criada a partir da concentracao de fosfato.
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5. 14 Obtencdo de sementes para mudas de jabuticabeiras nativas (Plinia

cauliflora)

As sementes foram coletadas de jabuticabas maturas produzidas no
pomar de fruteiras da Universidade Federal de Vigosa — UFV. As sementes foram
extraidas de forma manual, através da compressao dos frutos em superficie
plana. Apds os frutos romperem, as sementes recobertas pela mucilagem foram
retiradas por meio do método de friccdo em peneiras de malha fina a partir da
adicdo de cal virgem para facilitar o processo de retirada e separacdo da
mucilagem. As sementes sem a mucilagem foram lavadas em agua corrente e
mantidas por 24 horas em temperatura ambiente, retirando-se o excesso de
umidade. Depois de obtidas as sementes de jabuticabeiras, fez-se sua
separagao em dois lotes, com o primeiro destinado para testes com isolado
bacteriano e outro para produgcéo de mudas que inseridas para uso no consorcio

microbiano a campo.

5.15 Pré-selecgao de isolados bacterianos promotores de crescimento vegetal “in
vitro”

Os isolados bacterianos foram crescidos em meio de cultura, contendo
caldo nutriente e armazenados em estufa bacterioldégica na temperatura de 28°C
*+ 1°C, 24 horas antes de serem testados individualmente na semente (Alfenas
& Mafia, 2016).

As sementes extraidas foram submetidas ao processo de assepsia pela
imersao durante 3 minutos em alcool 70%, contendo 3 gotas de Tween® 80% e
depois em solugéo de Hipoclorito de Sédio a 1% por 15 minutos (Brasil, 2009).
Em seguida, foram realizadas sucessivas lavagens em agua destilada para
retirada de quaisquer resquicios de residuo quimicos na semente. Depois da
assepsia, as sementes foram imersas em 40 mL de solu¢cdo de meio de cultura
caldo nutriente contendo os isolados bacterianas durante 30 minutos
(Govindarajan et al., 2008; Moura et al., 2018). Foram testadas 107 isolados
bacterianos. Apods este periodo, as sementes inoculadas foram semeadas em

substrato comercial Plantmax® mantidos em tubetes conicos dispostos em
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bandejas plasticas. O tratamento controle constituiu-se no uso de sementes
imersas em solugao de agua destilada. Cada tratamento foi composto por trés
repeticdes, formado por 12 tubetes que constituiram as unidades experimentais.
Os tratamentos contendo os isolados foram transferidos para casa de vegetacéo,
mantendo-as durante 45 dias, nos quais permitiram avaliar as plantulas
germinadas (%) (Brasil, 2009), indice de velocidade de germinagédo (IVG)
(Maguire, 1962), tempo médio de germinagao (TMG) (Silva & Nakagawa, 1995)
e velocidade média de germinacéo (VMG) (Kotowski, 1926).

5.16 Aplicagcédo dos consorcios bacterianos

A aplicagdo dos isolados microbianos no solo visando o crescimento e
desenvolvimento de mudas de jabuticabeira foi realizado a partir do bioensaio
dos isolados bacterianos em combinacgdes, escolhidos com base nos resultados
obtidos individualmente da inoculagdo das sementes.

O experimento foi realizado a partir da formagao de dois consércios para
cada um dos quatro locais de coleta (cidade). Os tratamentos consistiram em
Consoércio 1 (sem a presencga de jabuticabeiras nativas) e Consorcio 2: (com a
presencga de jabuticabeiras nativas) e controle (Sem inoculagao). Foi aplicado 1
mL do consoércio bacteriano em solugédo no substrato via orificio de semeadura.
No tratamento controle apenas agua destilada. Cada tratamento continha trés
repeticoes, formado por 20 tubetes cénicos por unidade experimental. Apds 7 e
30 dias de aplicagdo dos consorcios microbioldgicos, foi realizada analise
nutricional dos minerais foliares, composto pelos macronutrientes N, P, K, Ca,

Mg e S e, micronutrientes Fe, Zn, Mn, B e Cu.

5.17 Avaliacéo das plantas inoculadas

As mudas de jabuticabeira foram avaliadas inicialmente (antes da
instalagcao do experimento) e apds 30 dias por meio da obtengéo do incremento

em altura e diametro do caule.

5.18 Teor nitrogénio (N) nas mudas de jabuticabeira
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Para avaliar o teor de nitrogénio (N) foram selecionadas dez mudas
aleatoriamente de cada tratamento, efetuando-se a coleta do terceiro par de
folnas de cada uma, apds sete dias de inoculagdo dos isolados, segundo a
metodologia Raij et al. (1996). Depois de realizada coleta, as folhas foram
armazenadas em saco de papel Kraft e em seguida, mantidas em estufa com
circulagao de ar forgcada na temperatura de 65°C por 72 horas para retirada da
umidade. Ao finalizar a secagem, as folhas foram processadas em moinho, nos
quais foram trituradas até obtencao da consisténcia de um p6. O teor de N total
foi determinado de acordo com o método de Kjeldahl (Yasuhara & Nokihara,
2001).

Para determinar o teor de N total foi realizada a digestdo do material
vegetal, sendo pesado 0,8 g do p6 do material vegetal, que foi transferido para
tubo digestor contendo solugdo de 3 mL de acido sulfurico (H2SO4) concentrado
e 1 mL de H202na concentragao de 30%. O tubo digestor foi levado para capela
contendo bloco digestor inicialmente mantido na temperatura de 100°C,
passando para 200°C e aumentando gradualmente até atingir 350°C, no qual
ficou mantido o tubo durante uma hora ou até obtencdo da coloracdo clara
préximo a cor verde. Cada tratamento continha trés repeticbes e uma amostra
controle (Branco) sem a presenca do material vegetal.

Depois da digestdao do material vegetal, foi adicionado 20 mL de H20 no
tubo digestor para evitar surgimento de cristalizagédo da amostra. Em seguida, o
tubo digestor foi acoplado junto ao destilador de N, entado adicionado solucao de
15 mL de hidroxido de sddio (NaOH) na concentragéo de 40% no copo dosador
do destilador. A solugéo destilada da amostra juntamente com NaOH foi gotejada
em um frasco de Erlenmeyer® de 125mL contendo 10 mL da solugéo receptora-
indicadora até apresentar mudancga de coloragao de marrom para verde clara e
atingir volume de 50 mL.

Depois de realizada destilagdo no destilador de nitrogénio, a amostra foi
submetida ao processo de titulagdo. Em bureta de 50 mL contendo solucéo de
0,1 M de HCL, gotejada em frasco Erlenmeyer® de 125 mL, contendo 50 mL da
amostra. Ao modificar a cor de verde cristalino para vermelho anotou-se o

volume para determinagdo na equacgdo 2 do NT em g kg™'.
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NT = (Va-Vb) x F x 0,01 x 0,014 x 100
P1

NT- Teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem;

Va — volume da solugéo de acido cloridrico gasto na titulagdo da amostra, em mililitros;
Vb — volume da solugao de 4cido cloridrico gasto na titulagdo do Branco, em mililitros;
F — Fator de corregdo para o acido cloridrico 0,01 mol L™,

P1 — massa da amostra (em gramas).

5.19 Analise de teor de macro e micronutriente obtido de seiva de folhas de

jabuticabeira inoculadas com consorcio microbiano

O consoércio 1 (isolados de solo sem a presenca de jabuticabeira) e
consorcio 2 (isolados de solo com a presencga de jabuticabeira) foram montados
de acordo com o sitio de coleta. O sitio de Clevelandia foi composto por seis
isolados (I1; 16; 17; 18; 19 e 110) de solos com a presenga de jabuticabeira e nove
isolados (112; 113; 114; 115; 116; 117; 118; 119 e 120) de solos sem a presencga de
jabuticabeira. O sitio de Vitorino foi composto por cinco isolados (121; 123; 125;
129 e 130) com a presencga de jabuticabeira e oito (131; 132; 133; 135; 136; 137; 138
e 139) de solos sem a presencga de jabuticabeira. Para o sitio de Pato Branco
obteve-se consorcio com sete isolados (142; 143; 144; 145; 146; 149 e 150) de solos
com a presencga de jabuticabeira e 9 isolados (151; 152; 153; 154; 155; 156; 157; 158
e 160) sem a presenga de jabuticabeira. O sitio de Dois Vizinhos apresentou
consorcio com trés isolados (I165; 166 e I70) de solos com a presenca de
jabuticabeira e seis (171; 172; 174; 175; 179 e 180) sem a presenca de jabuticabeira.

Para avaliar o teor de macro e micronutrientes foram coletadas 10 folhas
sadias das mudas de jabuticabeira inoculadas com o consorcio microbiano,
escolhidas de forma aleatéria apds sete dias da inoculagao do isolado. As folhas
foram limpas com papel toalha umedecido com alcool 70%, removendo-se
poeiras e contaminantes presentes na sua superficie. Com auxilio de cadinho,
as folhas foram maceradas em alcool etilico (Cadahia & Lucena, 2000). Uma

aliquota de 2 mL foi coletada e transferida para microtubo de eppendorf®. Desta
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aliquota foi retirada 100 uL de seiva e transferida para cubeta contendo 900 uL
de alcool 95%. Em seguida, foram realizadas as leituras no aparelho
espectrofotdmetro NIR (Near-infrared spectroscopy) modelo SMART (Optionline
Biotecnologia). As leituras foram feitas na faixa do UV-VIS entre 325 nm a 1700

nm. Todas as leituras foram realizadas em quadruplicadas.

5.20 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a teste de normalidade de Lilliefors
procedendo-se com sua transformacéo por Box cox (1964) para quase todas as
variaveis. Os dados de germinagao, VMG, IVG, TMG, nitrogénio, potassio,
fésforo, magnésio, ferro, manganés, zinco e incremento em altura nao
necessitaram serem transformados. Em seguida, os dados transformados ou
nao foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Duncan a 5% de probabilidade para quase todos os experimentos, excegao
daqueles em que houve avaliagao dos isolados como fator, fazendo-se uso do

teste de agrupamento de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Analise quimica do solo

Os solos dos sitios de coletas realizadas em Clevelandia, Vitorino, Pato
Branco e Dois Vizinhos, dos remanescentes florestais do Bioma Floresta com
Araucarias na presenga e auséncia de jabuticabeiras nativas apresentaram pH
mais acidos, nos quais variaram entre 3,7— 4,8 (Tabela 9).

O pH do solo na regiao do presente trabalho ja havia sido descrito por
Danner et al. (2010) como extremamente &cidos. O motivo destes solos
possuirem alta acidez € por serem muito intemperizados € com baixa CTC,
sendo classificados como latossolo vermelhos distroférricos (EMBRAPA, 1999).

Segundo Liu & Hanlon (2018), agbes realizadas no solo, como a
disponibilidade de nutrientes e processos microbianos, podem ser afetados

pelas condi¢cdes do pH. O pH estando na faixa entre 6,0 e 7,0 proporciona maior
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numero de microrganismos, aumenta a disponibilidade de nutrientes e maior
absorgdo de alguns minerais pela planta (Sylvia et al., 2005; Das et al., 2010).

Apesar da acidez ser processo que ocorre nos solos naturalmente,
aqueles com pH inferiores a 3,0 tornam-se problema, tanto para o ambiente
como para as plantas (Liu et al.,, 2007), sendo extremamente tdxico. Este
aumento na acidez do solo melhora a disponibilidade de alguns micronutrientes
presentes como também do aluminio, sendo este prejudicial a maioria das
culturas, podendo inclusive leva-las a morte (Souza et al., 2007). Para que uma
cultura possa se desenvolver em condigdes adequadas, o pH deve encontrar-se
situado na faixa de 5,5 a 6,5, observando-se se a atividade da microbiota esteja
favoravel.

Os teores de macronutrientes obtidos na analise do solo apresentaram
valores distintos entre os sitios de coleta. O teor de MO foi maior nos sitios de
coleta de Clevelandia, Vitorino e Pato Branco (Tabela 9), com ou sem presenca
de jabuticabeiras nativas. Em Dois Vizinhos, o valor de MO foi menor.

Tal comportamento ja era esperado uma vez que os pontos de coleta com
maiores teores de MO tratam-se de fragmentos florestais, com camada de
serrapilheira presente, no qual permite a ciclagem de nutrientes diferente de Dois
Vizinhos que é area de pomar. Este resultado foi semelhante ao encontrado por
Danner et al. (2010) na mesma regido, que observaram altos teores de MO
presentes nos solos de 14 sitios com ocorréncia natural de jabuticabeira (Plinia
cauliflora).

Os teores de potassio apresentaram valores considerados baixos em
todos os locais de coleta, exceto para os macronutrientes de Ca e Mg no sitio de
Clevelandia com presencga de jabuticabeira (Tabela 9).

Os resultados de baixos teores de potassio (Tabela 9) foram semelhantes
aos encontrados nos trabalhos de Oliveira Junior et al. (2013) e Firmano et al.
(2020). Tal resultado pode estar relacionado com o teor de Ca*? presente no
solo, pois segundo Chatzistathis et al. (2015), quando o Ca*? encontra-se em
altas concentragdes no solo pode ocorrer reducdes de K e Mg devido a
competividade que ocorre pelo mesmo sitio de atividade de troca catidnica.

Os teores de P encontrados nos solos dos sitios de coleta deste trabalho

(Tabela 9) foram semelhantes aos relatados por Cassol et al. (2021) na mesma
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regido do estudo e em areas com presenga de outras fruteiras nativas da familia
Myrtaceae.

No trabalho de Cassol et al. (2021) a faixa encontrada foi de 0,10 a 2,23
cmolc dm quando da presenga de Psidium cattleyanum Sabine (aragazeiro),
0,05 a 1,85 cmolc dm= com Myrcianthes pungens (guabijuzeiro), 15 a 2,2 cmolc
dm- em Campomanesia xanthocarpa (guabirobeira), 0,18 a 1,08 cmolc dm= em
Eugenia involucrata (cerejeira-do-mato), 0,08 a 2,1 cmolc dm= para
Campomanesia guazumifolia (Camb.) Berg. (sete-capoteiro) e 0,05 para 1,3
cmolc dm3 com Eugenia pyriformis Cambess (uvaieira).

A falta de N, P e K tende a afetar processos fisiolégicos durante o
crescimento das plantas. No caso do N, pode interferir na estrutura em nivel
celular, afetando a divisdo e expanséo da célula e, o aumento na espessura da
parede celular (Wild, 1988). A privagao de calcio e potassio pode causar danos
na producao de enzimas e hormonios (Marschner, 2012), diminuindo a obtencao
de biomassa da planta (Asif et al., 2017b), reduzindo a capacidade de absorgéo
de nutrientes e agua (Jiang et al., 2018), além de impactar na estrutura
morfolégica da planta reduzindo o tamanho da area foliar, causando clorose
intervernal e enrolamento das folhas (Hu et al., 2016; Zhao et al., 2016; Shankar
et al., 2018). Além desses sintomas de deficiéncia, pode ocorrer redugcao nas
raizes e nos pélos radiculares (Schachtman & Shin, 2007).

Outro fator € a presenca de alto teor de aluminio (Al) encontrado nos solos
analisados neste trabalho. A faixa de Al nos solos foi 2,55 a 4,65 cmol dm3, nos
sitios de Clevelandia, Vitorino e Pato Branco, tendo ou ndo a presenga de
jabuticabeira (Tabela 9). O Al em altas concentracbes no solo torna-se
extremamente toxico para as plantas, uma vez que, ocorre seu acumulo em
estruturas do sistema radicular e em outras partes da planta (Wagatsuma, 1984;
Massot et al., 1992).

No entanto, no sitio de Dois Vizinhos, em ambos os solos nao houve
presenca de alto teor de aluminio, com valores abaixo de < 0,75 cmolc dm=3, o
que talvez por serem areas que nao pertencem mais a fragmentos florestais.

Para capacidade de troca catidnica (CTC), a faixa obtida foi de 11,8 a 23,4
(Tabela 9), o que pode ser consequéncia da taxa de MO presente (Fontes et al.,

2011; Sousa et al., 2007). Desta forma, quanto maior o teor de MO, maior sera


https://link.springer.com/article/10.1007/s11104-019-04229-0#ref-CR13
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sua influéncia sobre a CTC e na retencido de cations, reduzindo assim a perda
por lixiviagao (Raij, 1981; Rangel & Silva, 2007).

Para soma de bases (SB), a faixa foi de 0,59 a 6,50 (Tabela 9). A SB ¢ a
soma de potassio, sodio, calcio e magnésio presentes na analise de solo, cuja
funcdo é auxiliar no calculo de outros indicadores, como capacidade de troca
catibnica e saturagao por bases.

A faixa de saturacéo de bases (V%) foi de 2,60 a 47,45 (Tabela 9). As
culturas apresentam como V% ideal, geralmente entre 60% a 70%. Porém, como
os solos analisados no presente trabalho ndo receberam calagem, os valores de
V poderiam aumentar se feito a correcao do pH, pois com a redugao da acidez
potencial tém-se aumento na saturagédo de bases.

Segundo Ribeiro et al. (2020), os solos acidificados acabam modificando
a solubilidade i6nica interferindo no potencial de equilibrio da concentracao
idbnica da interface mineral. Muitos microrganismos auxiliam na liberagao destes
minerais retidos no solo (Granada et al., 2018). Um dos exemplos é o P que sao
solubilizados por meio de processos de reacgdes redox, acidificacdo, quelacao de
cations (Altomare et al., 1999; Yadav & Verma, 2012). Além do P, outros minerais
participam dos processos de solubilizagao do K, Ca, Mg, Fe, Mn e Zn (Altomare
et al., 1999; Granada et al., 2013; Verma et al., 2017; Ribeiro et al., 2020).

Entretanto, todos estes processos metabdlicos realizados pelos
microrganismos dependem de MO (Lovley & Chapelle, 1995; Schmitt et al.,
2018). A atividade que os microrganismos realizam no solo suprem as
necessidades dos hospedeiros disponibilizando N e P em troca de fornecimento
de carbono (Johnson, 2010). Desta forma, sdo supridas as necessidades
nutricionais que a planta requer nos sistemas naturais através do processo de
interacao planta e microrganismo (Lebauer et al., 2008; Liang et al., 2022; Lindahl
& Tunlid, 2015; Mitter et al., 2016).



Tabela 9: Analise de composi¢cado quimica dos nutrientes do solo dos sitios de remanescentes florestais. UTFPR - Campus Pato

Branco - PR, 2023.

Analise de propriedades quimicas do solo

Solo com a presenca de Jabuticabeira

Solo sem a presenca de Jabuticabeira

Pato Dois Pato Dois

Indicadores  Unidade Clevelandia Vitorino Branco Vizinhos Clevelandia Vitorino Branco Vizinhos
MO g dm 80,4 56,2 85,7 28,1 83 58,97 64,33 32,1
P mg dm-3 4,08 2,66 34,4 1,64 2,32 2,66 2,32 1,64

K cmolc dm 0,17 0,13 0,04 0,06 0,14 0,09 0,1 0,1
Al cmolc dm™ 2,55 3,55 3,95 0,75 3,25 3,65 4,65 0,15
SB cmolc dm™ 4,27 0,63 1,04 4,06 1,94 0,59 0,60 6,50
\Y % 18,49 2,97 4,43 34,35 9,34 2,79 2,60 47,45
CTC (%) 23,0 21,1 23,4 11,8 20,7 21,1 23 13,7

Ca cmolc dm™ 260,0 0,1 0,2 2,3 0,7 0,1 0,2 3,6

Mg cmolc dm 150,0 0,4 0,8 1,7 1,1 0,4 0,3 2,8

pH 4,0 3,7 4,0 4.4 4,0 3,7 3,9 4,8
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6.2 Isolamento de isolados de bactérias e fungos do solo

Foram bioprospectados do solo 107 espécies de microrganismos, dos
quais 94 foram sobreviventes, divididos em 65 isolado bacterianos e 29 fungicos
entre os sitios de remanescentes florestais do Bioma Floresta com Araucarias
de Clevelandia, Vitorino, Pato Branco e Dois Vizinhos, dos solos com presenga
e auséncia de jabuticabeiras nativas.

Este resultado corrobora com o que foi descrito por Lloyd et al. (2018) e
Steen et al. (2019), em que 10 a 20% dos microrganismos sdo cultivaveis de
amostras ambientais. Destes microrganismos, mais de 80% nao sao cultivaveis
em condigbes de laboratorio (Leckie, 2005). O que foi relatado pelos autores
Dunlap (2001) e Martiny et al. (2006) que, o microrganismo pode ser detectado
em todos os tipos de ambiente, porém nem todos possuem a capacidade de
desenvolver em todos ambientes.

De acordo com Carney & Matson (2006), muitos dos microrganismos
desses ambientes sdo determinados pelo tipo de solo e vegetacéo, podendo ser
encontrada diversidade de espécies. Outro fator de selecdo dos microrganismos
€ por meio das plantas, pois quando liberam exsudatos acabam atraindo
espécies benéficas e com isso formando sua propria comunidade microbiana
(Berg et al., 2016), sendo assim, muitos dos compostos liberados pelas plantas
sao responsaveis pelas interagdes especificas (Peters et al., 1986).

Desses isolados bacterianos, 10 bactérias foram obtidas de solos com
presencga natural de jabuticabeiras e nove de solos sem jabuticabeira na cidade
de Clevelandia. Em Vitorino foram cinco isolados de solo com presencga natural
de jabuticabeiras e oito isolados de solo sem tal fruteira. Da coleta realizada em
Pato Branco, obtiveram-se 10 com e 10 sem presenca natural de jabuticabeiras.
Em Dois Vizinhos foram trés isolados de solo com presenca de jabuticabeira e

nove sem (Figura 9).
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Figura 9: Numero microrganismos bacterianos bioprospectados em solos de
quatro sitios de remanescentes florestais. UTFPR - Campus Pato Branco - PR,
2023.

Para os fungos, 10 isolados foram obtidas de solos com presencga natural
de jabuticabeiras e nove de solos sem jabuticabeira na cidade de Clevelandia.
Em Vitorino foram cinco isolados de solos com presenca natural de
jabuticabeiras e oito isolados de solos sem tal fruteira. Da coleta realizada em
Pato Branco, foram quatro com e trés sem presencga natural de jabuticabeiras.
Em Dois Vizinhos foram cinco isolados de solos com presenca de jabuticabeira
e um sem (Figura 10). O ambiente de floresta em que o solo é acidificado (pH <

4,1) ha maior incidéncia de fungos acido (Hégberg et al., 2007).
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N° de espécies bacterias
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Sitio de remanescente florestais

Figura 10: Numero de microrganismos fungicos bioprospectados em solos de
quatro sitios de remanescentes florestais. UTFPR - Campus Pato Branco - PR,
2023.
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6.3 Caracterizagdo morfologica e bioquimica de isolados bacterianos

Neste estudo, 64 isolados bacterianos indicaram serem Gram positivos e
um isolado como Gram negativo (APENDICE I).

Cattelan et al. (1998), trabalhando com solo cultivado com soja, obtiveram
maior predominancia de bactérias Gram (+) ndo esporulada e esporulada. No
trabalho de Sagardoy & Salermo (1993), 74% das bactérias isoladas eram Gram
(+), sendo 21% bastonetes formadores de esporo e 48% nao esporulantes e,
26% Gram (-).

Muitos fatores influenciam para o cultivo das espécies microbianas, tais
como, a capacidade de crescimento no meio, uma vez que, a sua Composi¢ao e
pH podem favorecer algumas espécies em relagéo a outras (Kato et al., 2020;
Gurusinghe et al., 2019; Diakite et al., 2020), pois em determinado momento, o
meio de cultura acaba selecionando.

No caso do presente trabalho, optou-se por meio de cultura ndo seletivo
(agar nutriente). A escolha de um meio ndo seletivo teve por objetivo selecionar
0 maximo de espécies (bactérias e fungos), desde que fossem cultivaveis. Esses
resultados corroboram com aqueles encontrados por outros autores que
isolaram microrganismos da raiz e solo rizosférico, por meio do uso de meios
nao seletivos (Sorheim et al., 1989; Buyer, 1995; Tabacchioni et al., 2000;Silva
et al., 2012; Leite et al., 2014).

Todos os isolados testados para atividade da enzima catalase,
apresentaram resultados positivos (Tabela 9), com alguns isolados
apresentando maior atividade do que outros. A vantagem de identificar
microrganismos com capacidade para produgdo desta enzima é seu uso na
biorremediagao, tais como, no tratamento e reciclagem de efluentes téxtil, de
solos e de petroleo (Fruhwirth et al., 2002; Paar et al., 2001; Leilei et al., 2012;
Ogbolosingha et al., 2015).

Além dos processos de biorremediacao, esta enzima pode ser usada na
industria de alimentos, como por exemplo, em processos de pasteurizacdo do

leite e na produgao de queijo, livrando estes produtos da presenga de espécies


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818118302846#bib75
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reativas de oxigénio (ROS) (Geciova et al., 2002; Kilcawley et al., 1998). Esta
atividade enzimatica tem importante atuacdo no processo de defesa das
bactérias contra estresse oxidativo (Zamocky et al., 2012; Johnson & Hug, 2019;
Kim et al., 2019), atuando também em processos celulares e na produgao de
metabdlitos (Cho et al., 2000; Aguirre et al.,, 2005; Matsuura et al., 2014;
Montibus et al., 2015; Bibian et al., 2020).

As caracteristicas morfologicas determinaram que a maioria dos isolados
bacterianos apresentaram forma de bacilo. O crescimento das isolado ocorreu
em sua maioria antes de completar 24 horas de cultivo (Figuras 9 e 10). Os
isolados bacterianos que obtiveram crescimento rapido em meio de cultura,
podem ser potenciais microrganismos para serem utilizados como produtos
biolégicos a serem aplicados em solos de areas agricolas. Isso porque
apresentam 6timo crescimento em meio de cultura com base nas fases lag onde
ocorre o inicio do crescimento celular, exponencial onde ocorre 0 aumento
celular, estacionaria onde as células se adaptam as mudancas de escassez de
nutrientes e a fase de declinio diminuigdo no numero de células.

A maioria dos isolados neste trabalho sdo microrganismos de crescimento
rapido, corroborando com o que foi obtido por Vijayalakshmi et al. (2013), com
B. subtilis.

Todavia, o crescimento dos isolados bacterianos diferiram entre si, pois
algumas apresentaram crescimento rapido e outros lento (APENDICE II).
Diferentes grupos de taxons possuem crescimento distintos, logo, em condigdes
ideais alguns microrganismos sao capazes de crescer rapidamente e outros nem
tanto (Curtis et al, 2002; Pedrés-Alio et al., 2006).

Varios fatores podem ter proporcionado para que algumas das bactérias
terem apresentado crescimento lento em meio de cultura, entre os quais estao
as condigdes nutricionais do meio de cultura, como sua composi¢ao podendo
apresentar escassez e a temperatura utilizada no crescimento (Kacena et al.,
1999; Gnanou et al., 2006; Berbegal et al., 2015). Cada microrganismo possui
uma faixa de temperatura considerada 6tima para seu crescimento na natureza
que pode ser restrita comparada ao ambiente laboratorial (Cuecas et al., 2014)

ou esta ser uma caracteristica da prépria espécie.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818118302846#bib56
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Os isolados que demonstraram crescimento rapido neste trabalho, foram
semelhantes ao que foi obtido em outros trabalhos (Kacena et al., 1999; Gnanou
et al., 2006; Berbegal et al., 2015; Akinyele & Adetuyi, 2005).

O crescimento de uma bactéria no ambiente em condi¢des especificas
leva a maior velocidade de crescimento e consequentemente permite classifica-
la como excelente individuo para se aplicar no ambiente dada sua rapida

condigao de colonizagdo (Cai et al., 2019; 2020).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2023.1174583/full#B3

Figura 11: Crescimento de isolados bacterianos de solos com presencga de jabuticabeira de acordo com seu sitio de
Clevelandia (A); Vitorino (B); Pato Branco (C) e Dois Vizinhos (D). UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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Figura 12: Crescimento dos isolados bacterianos de solos com auséncia de jabuticabeira de acordo com sitios de coletas, Clevelandia
(A); Vitorino (B); Pato Branco (C) e Dois Vizinhos (D). UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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6.4 Caracterizagdo morfoldgica de isolados fungicos

Os isolados fungicos, em meio de cultura BDA apresentaram formas
circulares ou irregulares, tendo margens filamentosas, papilada ou inteira e, de
elevagéo variando de ondulada, elevada ou plana (APENDICE II).

As cores apresentaram tonalidades brancas, amarela, rosa ou verde.
Essas caracteristicas apresentadas em meio de cultura pela colénia fungica
pode ser em virtude da temperatura de incubacao e do meio de cultura utilizado
(Campos et al., 2008).

Diante das caracteristicas das coldnias apresentadas neste estudo,
comparadas as relatadas na literatura, os isolados fungicos podem ser de
espeécies como Trichoderma sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Clamidosporum
sp. e Epicococum sp. Estas espécies fungicas descritas acima sdo espécies
geralmente cosmopolitas, podendo ser encontradas no solo (Fouillaud et al.,
2017).

Os isolados obtidos de solo com e sem presenga natural de jabuticabeiras
nativas, apos teste de crescimento micelial em meio de cultura BDA, na
temperatura de 25°C apresentaram, em geral, crescimento em até sete dias de
incubagédo (Figuras 11 e 12). Alguns dos isolados fungicos apresentaram
maximo crescimento antes de finalizar os sete dias de avaliagdo, como no caso
daqueles com presenga de jabuticabeiras nativas de Clevelandia (PR),
denominados 3F e 7F (Figura 11 A), que completaram seu crescimento no quinto
dia de avaliagao.

A temperatura de crescimento e o meio de cultura esta entre os fatores
que podem influenciar positivamente ou negativamente no crescimento de
algumas espécies. Samuel et al. (2007) observaram que para obter maior
crescimento a faixa de temperatura deve ser de 25°C a 30°C. Fusarium sp.,
Penicillium sp. e A. niger crescem melhor em 30°C (Delille et al., 2004; Santos &
Linardi, 2004).

Para os isolados obtidos sem presenca de jabuticabeiras nativas que
levaram maior periodo para atingir o crescimento, como 9F (Figura 12 A), a
temperatura ou o meio de cultura podem ter influenciado tal comportamento. A

temperatura utilizada neste trabalho foi de 25°C em meio de cultura o BDA.
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O isolado de solo com presencga de jabuticabeiras nativas denominado
16F (Figura 11 B), do sitio de Vitorino (PR) e sem jabuticabeiras nativas 31F, de
Pato Branco (Figura 12 C) completou seu crescimento no quarto dia. Os isolados
de Dois Vizinhos (PR) obtidos de solo com jabuticabeira 36F e 37F (Figura 11
D), completaram seu crescimento no quarto dia, diferente do que ocorreu com
os isolados sem presenga natural de jabuticabeira (Figura 12). Os demais
isolados fungicos de solo com e sem presenca natural de jabuticabeiras nativas
obtiveram seu crescimento ao final dos sete dias de avaliagéo.

O comportamento dos isolados fungicos no meio de cultura variou de
isolado para isolado e do local de coleta quanto ao tempo e velocidade de
crescimento. Acredita-se que estas diferencas estejam relacionadas ao meio de
cultura, ja que ele simula as condi¢des nutricionais do solo dando suporte para
0 microrganismo se desenvolver (Bononi et al.,, 1999), o que talvez nao seja
apropriado para todos os isolados testadas, conforme ja observado por Andrade
et al. (2015).

Outros fatores que podem afetar o crescimento e desenvolvimento dos
fungos em meio de cultura é a temperatura, pH, umidade e oxigénio (Basus et
al. 2015; Wongjiratthiti & Yottakot 2017; Sawiphak et al., 2021).

A taxa de crescimento da maioria dos fungos pode variar de 25°C a 30°C,
mas tem aqueles que suportam bem até 40°C (Li et al., 2009, De Ligne et al.,
2019), sem que comprometa seu crescimento e eficiéncia metabdlica.

Com relagao ao pH do meio de cultura, os fungos ndo sdo organismos
com necessidades restritas, conseguindo se desenvolver em ambientes acidos
ou alcalinos, cuja variagao da faixa do pH pode estar entre 3,0 e acima de 8,0
(Elzwai et al., 2018). No entanto, a faixa ideal de crescimento dos fungos fica
entre 5,0 e 7,0 (Penalva et al., 2008; Zhang et al., 2019; Alves et al., 2011) desde
que todas as necessidades nutricionais sejam disponibilizadas.

Segundo Rousk et al. (2009), a disponibilidade de carbono no meio de
cultura pode interferir na concentracdo do pH, assim como, o fluxo da
disponibilidade de oxigénio pode afetar o crescimento fungico (Tang et al., 2015).

Entretanto, o fato de alguns isolados demandarem maior periodo de
tempo para atingir seu maximo crescimento, pode estar relacionado com as

condi¢cdes do ambiente, principalmente de temperatura e da possibilidade rapida


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2307410823001426#bib20
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2307410823001426#bib20
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2307410823001426#bib11
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do metabolismo do fungo em degradar os compostos presentes no meio de
cultura (Donini et al., 2005).

Tal interpretacdo € decorrente de que cada isolado fungico possui
temperatura 6tima de crescimento, assim como, meio de cultura especifico para
cada espécie, o qual favorece além do crescimento, também para esporulagao
e producdo de hifas (Nozaki et al., 2004) (APENDICE V).

Figura 13: Crescimento micelial de fungos filamentosos isolados de solo na
presencga de jabuticabeiras nativas de acordo com local de coleta, Clevelandia
(A); Vitorino (B); Pato Branco (C); Dois Vizinhos (D). UTFPR - Campus Pato
Branco - PR, 2023.
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Figura 14: Crescimento micelial de fungos filamentosos isolados de solo na
auséncia de jabuticabeiras nativas de acordo com o local de coleta, Clevelandia
(A); Vitorino (B); Pato Branco (C); Dois Vizinhos (D). UTFPR - Campus Pato
Branco - PR, 2023.
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6.5 ldentificagdo taxonémica de isolados bacterianos e fungicos

A anotagdo taxonémica com base no sequenciamento parcial do gene
16S rRNA revelou que a maior parte dos isolados bacterianos dos solos nos

sitios de remanescentes florestais do Bioma Floresta com Araucarias de
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Clevelandia, Vitorino, Pato Branco e Dois Vizinhos na presenca e auséncia de
jabuticabeiras nativas, apresentaram alta identidade, variando de 91% a 100%
(APENDICE V), como o filo Firmicutes e, foram pertencentes aos géneros
Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Lysinibacillus, Neobacillus, Peribacillus,
Viridibacillus, Prescottella, Arthrobacter, Achromobacter e Cupriavidus (Figura
15).

O isolamento destes microrganismos pode ter ocorrido devido aos solos
nestes sitios serem mais acidificados (Tabela 8), permitindo que somente
bactérias tolerantes a estes ambientes sobrevivessem. Alguns géneros
pertencentes a familia Bacillaceae sdo capazes de sobreviver em ambientes
sobre condi¢cdes mais acidas, uma vez que, sao bactérias formadoras de esporos
(Hoffmann et al., 2005; Clavel et al., 2004).

Todavia, existem microrganismos que podem tolerar esses ambientes
porque possuem mecanismos de adaptagao, nos quais podem alterar o pH do
solo (Shiomi et al., 2004; Nabeshima, et al., 2008; Nguyen et al., 2001), tendo
como exemplo Bacillus cereus que neutraliza o pH a partir da secrecdo da
enzima uréase (Mahdavi et al., 2018).

Pelos relatos da literatura (Chi & Yang, 2002; Mehrabi et al., 2016), a
presenca de bactérias do género Bacillus nos sitios de coleta pode ser vantajoso,
uma vez que sao excelentes atuantes nas atividades de controle bioldgico de
patdogenos de solos. Essas bactérias possuem potencial biotecnologico para
solucionar problemas ambientais participando de atividades de biorremediacao
de solos contaminados, melhorando o desempenho de crescimento das plantas
e protegendo contra agentes patogénicos. A industria alimenticia e farmacéutica
pode utiliza-las por produzirem substancias como enzimas e antibidticos, nos
quais servem como constituintes para farmacos e probidticos alimentares (Hong
et al., 2005; Mandic-Mulec & Prosser, 2011; Tomova et al., 2015; Nufiez-Montero
& Barrientos, 2018). Essas bactérias podem auxiliar na perda de N, no
fornecimento de fitormonios e na melhoria da eficiéncia para absorcédo de P e K

pelas raizes (Ibarra-Galeana et al., 2017; Taylor & Dawson, 2021).
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Figura 15: Identificacdo taxonémica de isolados bacterianos dos solos na presencga (A, C, E e G) e auséncia (B, D, F e H) de
jabuticabeiras nativas. UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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A anotagao das sequéncias parciais da regiao intergénica ITS revelou que
a maior parte dos isolados mostrou de 88% a 99% de identidade com isolados
fungicos (APENDICE V) oriundos de solos de floresta nativa (Figura 16). Foram
isolados fungos pertencentes aos géneros Penicillium e Trichoderma, os quais
possuem ocorréncia nestes tipos de ambientes (De Ligne et al., 2019), bem
como, do género Aspergillus e Curvularia, que também podem ser encontrados
nesse tipo de ambiente, os quais sdo ligados as condicdes morfoldgicas,
quimicas, fisicas e abidticas do solo (Six et al., 2004; Bronick & Lal, 2005;
Lehmann et al., 2017a).

Os solos de coleta neste estudo foram apropriados para crescimento de
fungos destes géneros, ja que contém residuos de serrapilheira formados por
folhas e frutos em decomposigcédo, bem como, de restos e dejetos de animais
(Castaneda et al., 2016; Kodsueb et al., 2016).

Todavia, apesar disso, foram obtidos poucos isolados fungicos em todos
os sitios de coletas e alguns géneros se repetiram entre os sitios (Figura 14), o
que pode neste ultimo caso por serem formadores de esporos, o que facilita sua
dispersao, proliferacdo e preservagdao em condicdes adversas (Alexopoulos et
al., 1996).

Dentre os géneros de fungos detectados encontram-se alguns
fitopatogénicos, como Fusarium, Penicilium, Epicococum e Cladosporium sp.,
responsaveis por causar perdas econdémicas nas lavouras (Figuras 14 B, C,E e
G).

Porém, obteve-se também fungos benéficos as plantas, como é o caso
daqueles do género Trichoderma sp., isolados de trés sitios de coletas (Figuras
14 A, C e F). Os fungos do género Trichoderma tem apresentado efetividade na
protecao de plantas, sendo usados no controle de patégenos acometedores de
doencas (Bettiol et al., 2019; Mukherjee et al., 2022). Além disso, pode ser capaz
de promover o crescimento das plantas e solubilizar macronutrientes como
fésforo e potassio (Rodriguez & Fraga, 1999).

Também foram isolados neste trabalho espécies dos géneros Podila sp.,
Leptobacillium sp., Apophysomyces sp., Neocosmospora sp., Clonostachys sp.,
Absidia sp. e Mortierela sp. (Figuras 14 A, B, C, E, F e H).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02904/full#B66
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02904/full#B10
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02904/full#B42
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5910442/#CR42
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Figura 16: Identificacdo taxondmica de isolados fungicos provenientes de solo com a presenca (A, C, E e G) e auséncia (B, D, F e
H) de jabuticabeiras nativas. UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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6.6 Teste de compatibilidade e antagonismo dos isolados bacterianos e fungicos
em meio de cultura

Os isolados foram submetidos ao método cross streak e teste de
antagonismo para testar sua capacidade de convivéncia em meio de cultura
(Figura 17A). Entre os isolados bacterianos testados, 80% apresentaram
capacidade para sobreviver em mesmo ambiente e 20% identificaram
capacidade para atividade antimicrobiana (Figura 17 B). Alguns microrganismos
obtiveram crescimento maiores que outros. Dessa forma, os resultados de
compatibilidade entre estas espécies possibilita seu uso em consoércio,

beneficiando assim as plantas (Auler et al., 2013).

Figura 17: Teste de compatibilidade entre bactérias e teste de antagonismo
entre fungos filamentosos isoladas de solo com e sem jabuticabeiras nativas dos
sitios de Clevelandia, Vitorino, Pato Branco e Dois Vizinhos. A imagem A
representa o teste de compatibilidade (Direito) e antagonismo (Esquerdo). A
imagem B é a representacdo do percentual obtidos entre os testes. UTFPR —
Campus Pato Branco — PR, 2023
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*A avaliacéo dos fungos foi de acordo com a escala de notas de Bell et al. (1982).
Classe 1- Antagonista cobrindo a totalidade da superficie da placa; Classe 2 —
2/3 do antagonista cobrindo a superficie da placa; Classe 3- Antagonista
cobrindo ao menos 50% da superficie da placa; Classe 4 — 2/3 patégeno
cobrindo a superficie da placa; Classe 5 — Patdgeno cobrindo a totalidade da
superficie, anulando o antagonista.
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Em alguns casos, observou-se que houve o crescimento de alguns
isolados bacterianos sobre os isolados confrontados e vice-e-versa. Em outros,
o isolado inibiu totalmente os isolados confrontantes, criando-se halos de
inibicdo ao redor da col6nia. Esses isolados bacterianos que apresentaram
atividade antimicrobiana poderédo ser testados futuramente para o controle
microbiano envolvendo isolados patogénicos.

Os isolados de ambientes de solos rizosféricos sdo poucos explorados
quanto a capacidade antimicrobiana e por isso podem ser alternativas de uso em
controle de patogenicidade em campo (Shanker et al., 2014; Alrumman et al.,
2018), como ja ocorre em espécies do género Bacillus, conhecidas por sintetizar
compostos antimicrobianos (Bodhankar et al.,, 2017; Pandya et al., 2017;
Boottanun et al., 2017), usados no controle biologico.

Quanto aos isolados fungicos, verificou-se que 10% dos fungos pertencem a
classe |, 6% da classe I, 70% da classe Illl e 14% da classe V. Nenhum fungo
filamentoso enquadrou-se como da classe |V, ou seja, nenhum dos
microrganismos confrontados conseguiu cobrir 60% do meio de cultura.

No entanto, a classe lll abrangeu a maioria dos microrganismos compativeis
entre si. No caso de todos os fungos serem potenciais fungos fitopatogénicos,
esta compatibilidade € nula, tornando-se possivel problema, ja que ambos os
organismos conseguem compartilhar o mesmo ambiente.

Por outro lado, a atividade antagonista entre os grupos pode ser observada
na Figura 18. Observou-se isolado fungicas 3F, 7F, 8F, 9F de Clevelandia; 16F,
27F de Vitorino e; 31F e 32F de Pato Branco foram capazes de inibir totalmente
o crescimento dos fungos confrontados neste estudo. Esse potencial efeito
antagonista ja foi detectado em algumas espécies de Trichoderma (Anees et al.,
2018; Larkin & Fravel, 1998; Srivastava et al., 2010).

Por isso, os resultados com estes isolados que foram capazes de inibir outros
microrganismos sdo de extrema importancia para selegdo de espécies com
potencial para controlar outros fungos patogénicos (Morales et al., 2020) a partir
de aplicagcdes a campo.

Os resultados deste trabalho foram semelhantes aos relatados por Amorim
et al. (2011) e Andrade-Hoyos et al. (2019,), com Trichoderma sp. controlando
80% dos fungos Sclerotium rolfsii e F. oxysporum. Isso por ser em decorréncia

das substancias antibiéticas secretadas pelo Trichoderma sp., como
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tricodermina, suzucacilina, alameticina, dermadina, penicilina, tricotecenos,
tricorizaninas (Andrade-Hoyos et al., 2020).

Muitas espécies com potencial parasitario atuam de modo diferente ao inibir
o crescimento de outras espécies (Carvalho et al., 2014). Essa relagao envolve
diferentes mecanismos de atuacdo, desde aqueles atuantes na formagao de
estruturas apresssorias até o enovelamento e desenvolvimento de hifas
(Abdullah et al., 2008; Melo, 2009; Zhang et al., 2016).

Outros isolados fungicos avaliados demonstraram compatibilidade entre si,
como 11F, 12F, 13F, 14F, 15F, 17F, 18F, 20F, 26F, 27F, 30F, 36F, 37F, 38F e
40F (Figura 18), uma vez que conseguiram conviver em mesmo ambiente. Neste
caso, esta compatibilidade ndo € interessante, visto que estes isolados
apresentaram potencial comportamento fitopatogénico, o que dificulta o controle

bioldgico destas espécies.
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Figura 18: HEATMAP do teste de antagonismo entre isolados fungicos dos
sitios de remanescentes florestais dos municipios de Clevelandia, Vitorino, Pato
Branco e Dois Vizinhos, com e sem presencga de jabuticabeiras nativas. UTFPR
- Campus Pato Branco - PR, 2023.

Classe I Classe II Classe III Classe IV Classe V

1F X3F
1F X5F
IFXTF

IFX8F
3FX5F
SFXTF
JFXSF
SFXTF
SFXSF
TF X8F
9F X 11F

CLEVELANDIA
O9FX 12F
9F X13F
9F X14F
11F X 12F
11F X 13F

=]
o 11F X14F
=
12F XI3F
12F X14F
T13F X 14F
15F X16F
o 15F X17F
~
15F X 18F
15F X 20F
TORINGF X17F
16F X18F
16F X 20F
o
17F X 18F
Lg!
17F X 20F
L 20F X 18F
[~ 26F X27F
26F X28F
o 26F X 30F
27F X 25F
27F X30F
PATO BRANCQ..
31F X32F
TFX3MF
 36F X 37F
36F X38F
DOIS VIZINHOS
36F K40F
3TF X 35F
37F X 40F
L 33F X40F
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a superficie da placa; Classe 5- Patégeno cobrindo a totalidade da superficie,
anulando o antagonista.

6.7 Atividade enzimatica dos isolados bacterianos e fungicos

Alguns isolados bacterianos e fungicos isolados de solos, com e sem
presenga de jabuticabeiras nativas, dos quatros sitios com remanescentes
florestais apresentaram atividade enzimatica para amilase, celulase e protease
através do teste enzimatico em meio de cultura (Figura 19 A).

As colbnias bacterianas e fungicas foram inseridas no meio de cultura e
apds quatro dias de crescimento pode-se verificar a producdo de halo de
produgcao enzimatica ao redor da colbénia, indicando serem produtoras dessas
proteinas.

Os isolados bacterianos ou fungicos produtores de amilase podem ser
usados na decomposicdo da matéria organica, tendo como produto da
degradagao, a glicose, que serve como fonte de energia obtida através da
hidrolise do amido (Oliveira et al., 2007). Os isolados produtores de celulases
podem ser empregados nas industrias de residuos, de detergentes, alimentos,
téxtis, biocombustivel e farmacéutica (Bhat, 2000; Gusakov et al., 2000; lto,
1997; Park & Park, 2001).

Outra enzima de extrema importancia produzida por microrganismos € a
protease, que pode ser comercializada por diversos setores da industria, como
por exemplo, de alimentos, bebidas, ragdo animal, detergentes, laticinios e couro
(Cherry & Fidantsef, 2003; Souza et al., 2015). A produgado desta enzima pelos
microrganismos € benéfica, podendo ser produzida em larga escala com alto
rendimento e em curto prazo, possibilitando aplicagdes biotecnoldgicas (Nisha &
Divakaran, 2014).

Além disso, elas podem desempenhar outras atividades no controle de
doencgas em plantas, inibindo o crescimento de patégenos (Fernando et al., 2005;
Zhao et al., 2016), fato a ser testado em estudos futuros.

O total de isolados bacterianos com atividade para amilase foi de 12% e
fungicos de 23%. Para atividade enzimatica da celulase, o total de isolados

bacterianos e fungicos foi de 3% e 12%, respectivamente. Para atividade
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enzimatica de protease, os isolados bacterianos e fungicos foram de 11% e 14%,
respectivamente (Figura 19 B).

O indice enzimatico (IE) dos isolados bacterianos apresentados na Figura
19 C para enzimas amilase, celulase e protease variaram entre 0,4 e 5,8, o que
demonstrou capacidade de producdo (Carrim et al., 2006), sendo alguns
superiores a 1. Por outro lado, apesar dos isolados fungicos serem promissores
na produgao de enzimas como amilase, celulase e protease, nesse estudo sua
atividade enzimatica foi menor do que 1.

De acordo com Silva et al. (2015a) para determinar se um isolado possui
alta eficiéncia na producédo enzimatica, ele pode ser classificado conforme o
parametro de produgdo em indice enzimatico (IE), descrevendo-os como néo
produtores (IE = 0); pouco produtores (1,0 < IE < 1,5), com média produgéo (1,5
< IE < 2,0) e alta producédo (IE = 2). Por isso, microrganismos que possuem
producdo enzimatica alta em meio de cultura (Stamford et al., 1998) séao
excelentes organismos para uso pela industria.

Bactérias oriundas de solos rizosféricos com caracteristica para produgao
de enzimas celuloliticas tem maior crescimento em ambientes com alto teor de
matéria organica (Nwachukwu et al., 2021), fato que também pode estar ligado

ao presente trabalho (Tabela 9).
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Figura 19: Atividade enzimatica (amilase, celulase, protease) de bactérias e
fungos filamentosos. Imagem A - Produgao de halos enzimaticos de bactérias
(parte cima) e fungos filamentosos (parte de baixo) em meio sélido. Imagem B -
Grafico totalizando o numero de bactérias e fungos produtores de enzimas;
Imagem C - Heatmap de determinagao do indice enzimatico UTFPR - Campus
Pato Branco - PR, 2023.

A C Bactéria

Amilase Celulase Protease

——

Fungo
g
g
o

Protease {mm)

Amilase (mm)
Celulase (mm)

178-PT14 T6-PT2 154-PT9

I3

2
1]
nz
173

Amilase Celulase Protease

£
A 137

g

13F-PT2 2F-PTL 17F-PT2

148
I51

52

’ 3 I55

158

B Bactéria L
B Fungo I
I8

e

Amilase Protease Celulase

Intensidade enzimatica (IE}
0.3 2.0
g

6.8 Producgao de solubilizagao de fosfato por microrganismo (PSM)

Aos sete dias de incubagdo, em meio de cultura Pikovskaya, o isolado
bacteriano 149 do sitio de Pato Branco com presenca de jabuticabeiras nativas
apresentou halos claros em torno da col6nia (Figuras 20 A), caracterizando-o por
ser capaz de solubilizar fosfato.

A presencga desta zona translucida ao redor da colbnia é caracterizada por
acidos organicos secretados pelos microrganismos, que ao serem liberados,

geram em torno das colénias a formagéao de halos claros indicando potencial em

Protease (mum)
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solubilizar fosfato e consequentemente maior disponibilidade deste para a
absorgao pela planta (Souchie et al., 2005; Dash et al., 2017).

De acordo com Andrade et al. (2014), existe variagbes nos indices de
solubilizacdo de fosfato por diferentes isolados. As variagdes quanto ao indice
de solubilizagao entre os isolados podem estar relacionados com a presencga do
acido organico que é liberado no meio de cultura por meio da quantidade e do
tipo de secregao, tais como, oxalico, maldnico, fumarico, tartarico, alfa
cetobutirico, citrico, 2-cetoglucénico, glucénico e succinico (Vyas & Gulati, 2009;
Zhu et al., 2011; Panhwar et al., 2013).

Neste estudo, a média do indice de solubilizagao de fosfato do isolado 149
foi de 1,2 apds sete dias de incubacgdo. A quantidade de fésforo disponibilizada
pelo isolado bacteriano pode ser observado através do pigmento azul, em que
se for mais intenso sua cor, maior é a disponibilidade deste nutriente (Figura 20
B). Saxena et al. (2015) descreveram que nem todos os isolados possuem
capacidade de solubilizar fosfato. Tal descricao pode ser verificada no presente
trabalho, com isolado de fungos filamentosos sem apresentarem halos de

solubilizagéo.

Figura 20: Determinacédo da capacidade de solubilizagdo de fosfato em meio
solido e in vitro. A producao de halo de solubilizacdo de fosfato do isolado 149
em meio solido (A) e meio liquido (B) apdés sete dias de incubagdo (A).
Quantificagcdo da produgédo de solubilizagdo de fosfato em meio liquido (C).
UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.

149 Meio
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A média de fosfato disponibilizado pelo isolado bacteriano 149 (Figura 20
C) foi de 205 mg L-'. Tal resultado demonstrou alta eficacia na solubilizagéo de
fésforo se comparado com o isolado Pseudomonas plecoglossicida que
solubilizou 75,39 mg L' no estudo de Astriani et al. (2020). Por outro lado, foi
menor do que o obtido por Ahmad et al. (2018) com Bacillus subtilis, cuja média
de solubilizagao foi de 487,67 mg L.

Estes resultados corroboraram com os encontrados por Singh et al.
(2010a, 2010b, 2018), no qual relataram que isolados bacterianos obtidos de
solos rizosféricos sdo excelentes solubilizadores de fosfatos e promotores de
crescimento. Os isolados bacterianos descritos na literatura como excelentes
solubilizadores de fosfatos pertencem aos géneros Rhizobia, Pseudomonas e
Bacillus sp. Entre as espécies de Bacillus estao B. safensis e B. megaterium
(Mukhtar et al., 2017), B. megaterium, B. circulans, B. subtilis, B. polymyxa, B.
sircalmous, B. striata e B. enterobacter (Richardson & Simpson, 2011; Kar et al.,
2020).

6.9 Determinacao de producéo de AIA

Os isolados bacterianos e fungicos foram testados para verificar a
capacidade em produzir acido indol-acetico (AlA). Apenas dois isolados
bacterianos foram capazes de sintetizar AlA.

A producao deste hormoénio foi detectada nos isolados bacterianos 13 e
[17, ambos pertencentes ao sitio de coleta de Clevelandia em solo com e sem a
presenca de jabuticabeira, respectivamente (Figura 21A). Estes resultados


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6659656/#ref-1
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corroboraram com Wahyudi et al. (2011) que descreveram existéncia de poucos
isolados dos géneros Bacillus produtores do fitormonio AlA.

Para verificar a quantidade de AlA produzido pelos isolados bacterianos,
foi realizada curva padrdo. Os resultados alcangados neste estudo (Figura 21 B),
nao apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos. A média de
producdo de AIA dos isolados avaliados em 24 horas foi de 0,15 ug mL-', em 48
horas aumentou para 25 ug mL™" pelo isolado bacterino 13 e 23 ug mL"' com 117.
Entretanto, em 72 horas a produgéo de AIA diminuiu para 21 ug mL"' com o
isolado bacterino 13 e 20 ug mL™" pelo 117.

Estes resultados foram semelhantes ao do estudo realizado por Pedrinho
et al. (2010), em que trés isolados de Bacillus sp. produziram alta concentracao
de AIA em 48 e 72 horas comparado ao controle.

No estudo de Hansda & Kumar, (2017) houve producgéo de 46 ug mL-' de
AlA pela bactéria Kocuria sp. Em outros estudo, Bano & Musarrat (2003),
obtiveram resultado inferior a 100 ug mL ' de produgdo de AIA pelo isolado
testado. Assim como Dagnaw et al, (2015), com microganismos isolados de solo
rizosférico.

Os fatores que podem influenciar na producao de AIA, pode também
envolver o pH e 0 meio de cultura como observados nos estudos de Bharucha
et al. (2013), Shanti et al. (2007) e Sachdev et al. (2009).

Testes realizados com Rhizobium e Bacillus indicaram aumento na
producao de AIA quando submetidas a temperaturas de 37°C (Sachdev et al.,
2009; Sudha, et al., 2012).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818120300852#bib15
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/kocuria
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Figura 21: Determinacao de acido indol-acético (AlA) de isolado bacterianos por
reagao colorimétrica com o reagente de Salkowsky. Tubos contendo os isolados
bacterianos com resultados positivos para producdo de AlA (A). Producao de
AlA avaliados em 24, 48 e 72 horas de incubacgao (B). e curva padrao de AlA (C)
UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
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De acordo com Ehmann (1977), os limites de deteccao do reagente
Salkowski, das quantidades de AlA produzidas pelas bactérias esta dentro dos
limites determinados.

Isolados de bactérias com alta taxa de producao de AIA séo considerados
excelentes microrganismos para serem usados como produto biolégico na
promocao do crescimento das plantas (Spaepen et al., 2008; Ali et al., 2009).

A adig¢ao destes microrganismos sintetizadores de AlA nas culturas, além
de promover o crescimento da planta, auxilia nas estruturas morfologicas,
afrouxando a parede celular, favorecendo o alongamento da raiz, com aumento

dos pélos radiculares, facilitando a absorgao de agua e de nutrientes (Glick 2012,
Hashem et al, 2016).

6.10 Efeito da inoculacao individual de bactérias em sementes de jabuticabeiras
em casa de vegetagao
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Para verificar o potencial das bactérias em promover crescimento e a
composi¢ao dos consorcios microbianos de acordo com o sitio de coleta e o solo
na presenca e auséncia de jabuticabeira, fez-se a inoculagao dos isolados em
sementes de jabuticabeira.

De acordo com os resultados houve efeito significativo dos isolados para
germinagao e IVG, ndo ocorrendo o mesmo para TMG e VMG, cujas médias
para estes Ultimos foram de 36 dias e 0,03 dia™!, respectivamente.

Para germinacdo e IVG, os isolados foram agrupadas em trés grupos,
sendo os de maiores médias composto por 201 e 22 isolados, respectivamente
(Tabela 10).

Tabela 10 — Germinagao (%) e indice de velocidade de germinagao (IVG) de
sementes de jabuticabeira apds tratamento com 65 isolados. UTFPR — Pato
Branco, 2023.

Isolado Germinacéao (%) VG

10 3,03¢c 0,09c
12 1,03 ¢c 0,01c
13 0,1c 0,02c
14 0,1c 0,01c
15 0,1c 0,01c
16 0,73¢c 0,02c
17 0,40 c 0,03c¢c
18 0,73¢c 0,04 c
19 0,1c 0,03c
10 11,70 a 0,32 a
112 6,33 b 0,18 b
113 1,40 c 0,02c
114 7,30 b 0,04 c
115 70b 0,20 b
116 8,33 b 0,20 b
17 11,30 a 0,32 a
18 11,70 a 0,31 a

119 9,33 b 0,23 b



120
121
123
125
129
130
131
132
133
135
136
137
138
139
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

90b
11,7 a
12,0 a
7,30 b
2,37c
6,70 b
4,70 c
11,0a
7,70 b
11,30 a
11,70 a
12,0 a
12,0 a
2,03¢c
0,1c
1,70 c
12,0 a
11,30 a
4,7 c
6,0b
0,1c
0,1c
12,0 a
12,0 a
1,03 c
2,37c
1,40 c
1,03 c
12,0 a
12,0 a
12,0 a
10,7 a
1,33 C

0,26 b
0,32 a
0,33 a
0,25b
0,07 c
0,20 b
0,13¢c
0,31 a
0,18 b
0,21b
0,32 a
0,32 a
0,33 a
0,33 a
0,07 c
0,01c
0,05c
0,33 a
0,32 a
0,13¢c
0,17 b
0,01c
0,33 a
0,33 a
0,01c
0,04 c
0,08 c
0,05c
0,03c¢c
0,33 a
0,33 a
0,33 a
0,29 a
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160 1,70 c 0,04 c
165 90b 0,06 c
167 9,7b 0,25b
170 4,7 c 0,27 a
171 70b 0,14 c
172 11,0 a 0,31a
174 9,33b 0,20 b
175 9,7b 0,26 b
176 0,1c 0,02c
|77 01c 0,02c
178 01c 0,02c
179 11,7 a 0,27 a
180 10,7 a 0,32 a
CV (%) 32,54 34,41

O grupo de maior média para germinacgao foi composto pelos isolados 110,
117, 118, 121, 123, 132, 135, 136, 137, 138, 143, 144, 149, 150, 155, 156, 157, 158, 172,
179 e 180. Para o IVG, os mesmos isolados foram agrupados como de menor
meédia, com exclusao do 135 e inser¢ao dos 139, 145, 159 e 170.

Por meio destes resultados (Tabela 10) verificou-se que os isolados
bacterianos influenciaram para obtencdo de maior germinagdo e vigor, cuja
excegao ficou para o tempo em que tal processo ocorreu. Com isso, as sementes
de jabuticabeira ao serem inoculadas com determinados isolados podem
aumentar sua capacidade germinativa.

A inoculagdo de semente em solugdo de microrganismos com
concentracdo conhecida é vista como excelente estimulante para formacéao
vegetal (Romeiro, 2007; Lopes et al., 2018a), uma vez que, no inicio da
germinagao é estabelecido o primeiro contato inicial entre o microrganismo e a
planta (Philippot et al., 2013).

No estudo de Silveira et al. (2004), as sementes inoculadas com bactérias
do género Bacillus melhoraram a qualidades das culturas de hortalicas como
Cucumis sativus (pepino).

De acordo com Minaxi et al. (2012), o género Bacillus vem destacando-se

no mercado de inoculantes, com capacidade adaptativa em sobreviver em


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4909795/#CR83
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diferentes ambientes por causa de suas caracteristicas morfolégicas em produzir
endosporos.

Dos isolados testados nas sementes de jabuticabeira do presente
trabalho, a maioria pertence ao género Bacillus sp., o0 que em alguns estudos
demonstraram maior eficiéncia sobre a germinagcédo das sementes (Price et al.,
2010) e promoveram melhor o crescimento das plantas (Khan et al., 2019).

O género Bacillus sp. pode ser eficiente em promover o crescimento das
plantas como também sobre o processo germinativo, na qual as sementes
liberam compostos na forma de exsudatos (carboidratos e aminoacidos) para
atrair os microrganismos e assim colonizarem as raizes, logo apos sua protuséo
(Ahemad & Kibret, 2014; Ammor et al., 2008). Com isso, aumenta o vigor das
mudas através do incremento na biossintese de auxinas (Buensanteai et al.,
2008).

A insergao de isolados Gram positivos do género Bacillus, na semente por
meio do método de imersdo foi mais eficiente sobre o controle de
microrganismos fitopatogénicos causadores de doengas em raizes de plantas
(Dawar et al., 2010). Esses microrganismos Gram positivos s&o mais resistentes
a sobrevivéncia, uma vez que, possuem menos suscetibilidade a dessecagao
quando inoculadas na semente devido a presenga de uma camada
peptidoglicana presente na parede celular dessas células (Viaene et al., 2016;
Xu et al., 2018). Tal caracteristica pdde ser verificada neste trabalho para os
isolados do grupo de maiores médias para germinagao e IVG.

Ressalta-se que as sementes de jabuticabeiras inoculadas com isolados
bacterianas 13, 14, 15, 19, 141, 147, 148, 176, 177 e |78 nao apresentaram taxa de
germinacgao efetiva.

Segundo Carvalho et al. (2011), apesar dos efeitos benéficos da
inoculacdo de microrganismos nas sementes, eles podem se tornar toxicas para
algumas plantas causando o efeito dose-dependente em altas concentragoes,
fato que pode estar relacionado com o que ocorreu no presente estudo.

Outro fator que pode ter favorecido para tais resultados € que o inéculo
bacteriano usado por ter sido perdido durante o processo de irrigacdo ou ter
ocorrido falta de especificidade entre o inéculo bacteriano e a planta hospedeira,
conforme ja descrito por Badri et al. (2013); Kristin & Miranda (2013).
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As plantas liberam exsudatos de suas raizes para atrairem os
microrganismos por meio de sinais especificos e em contrapartida eles
proporcionam melhores condigdes no crescimento, desenvolvimento e na
absorcao de nutrientes pelas plantas (Bhattacharyya & Jha, 2012), caso ocorra
inespecificidade isso fica comprometido.

Esta falta de interagdo entre estes organismos pode ter resultado nos

efeitos da baixa germinacéo neste estudo.

6.11 Avaliacao de nutrientes nas folhas de mudas jovens de jabuticabeira apos

inoculacio dos consoércios bacterianos.

O extrato bruto de folhas frescas e sadias de mudas jovens de
jabuticabeiras foi avaliado quanto aos minerais presentes apos sete dias de
inoculagao dos consorcios contendo os isolados bacterianos.

De acordo com os resultados houve interagéo significativa para fésforo,
magneésio e zinco. Para os teores de nitrogénio, potassio, calcio e manganés o
efeito somente demonstrou-se significativo para o fator local. E para o enxofre e
ferro ndo houve efeito significativo para interacdo e fatores analisados
separadamente, cujas médias foram de 9,40 e 1,56, respectivamente.

Observou-se que para todos os nutrientes, os consorcios representando
os locais com ou sem jabuticabeiras nativas nao tiveram efeito sobre seu
acumulo nas mudas, o que pode ser em decorréncia da agao similar entre elas
quando presentes em mesmo sitio de coleta.

De acordo com Velasquez et al. (2018), a deteccdo de macronutrientes e
micronutrientes nas folhas é extremamente importante para o desempenho,
crescimento e sanidade das plantas.

Todavia, os consorcios de cada local apresentaram resposta diferenciada
para alguns nutrientes, com Dois Vizinhos apresentando a maior média em
relacdo aos demais locais para nitrogénio, mas nao diferindo do controle,
ocorrendo o0 mesmo para Vitorino com potassio. Para o teor de calcio, as maiores
médias foram oriundas de isolados provenientes de todos sitios de coleta,
excegao para o controle apenas e para o teor de manganés a unica excegao

para menor média foi em Clevelandia (Tabela 11).
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Segundo Tanaka-Oda et al. (2016), a relagao nutricional nas folhas das
espeécies pode variar de acordo com sua capacidade de absorc¢ao, tipo de
espécie, familia e a interagao microrganismo x planta. Tais fatores podem em
parte serem observados no presente trabalho, como nas folhas que
independente dos locais apresentou presenca de N, K, Ca e Mn (Tabela 11).

A falta de potassio causa impactos no crescimento € no metabolismo da
planta afetando a fotossintese da folha, reduzindo a atividade estomatica e a
biomassa da planta (Sardans & Pefuelas, 2015; Tripler et al., 2006; Tranker et
al., 2018; Sustr et al., 2019). O aumento de K na planta, diminui a incidéncia de
doencgas (Holzmueller et al., 2007) causadas por patégenos como fungos,
bactérias, virus, insetos, acaros e nematdides (Perrenoud, 1990) por meio da
reducdo da competigédo interna pelos recursos nutricionais (Holzmueller et al.,
2007), permitindo que a planta reorganize seus recursos energéticos para
produgdo de paredes celulares mais espessas, evitando assim possiveis
ataques de patégenos (Mengel, 2001).

Concentragdes baixas de Ca aumenta a sensibilidade das plantas ao
ataque de fungos fitopatogénicos nas plantas (Hirschi, 2004). A presenga deste
mineral na planta auxilia nos processos de florescimento, atuando no
desenvolvimento do tubo polinico e na germinacao do pélen (Marschner, 2012).

A deficiéncia de Mn afeta a planta, uma vez que , possui importante papel
no seu crescimento e desenvolvimento, atuando na atividade fotossintética
(Rohdich et al., 2000; Hsieh et al., 2008), no catabolismo da purina e ureia
(Werner et al., 2008; Cao et al., 2010), na biossintese de fosfolipidios (Collin et
al., 1999; Nowicki et al., 2005), em processos de sinalizagdo de Ca*? (Kim et al.,
2003; Hashimoto et al., 2012), no reparo do DNA (Takahashi et al., 2007;
Szurmak et al., 2008) ou na biossintese de histidina (Glynn et al., 2005).

Tabela 11: Teores de N, K, Ca e Mn em folhas de mudas de jabuticabeiras
inoculadas com consércio bacteriano de acordo com cada local de origem e o
controle. UTFPR - Campus Pato Branco - PR, 2023.
Local TeordeN Teorde K  Teorde Ca Teor de Mn
(mg L") (mg L") (mg L) (mg L")
Controle 4395,82 a* 3922,20 a 2483,22 b 13,76 a
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Dois Vizinhos 4241,87ab  3412,35b 3117,26 a 14,0 a

Pato Branco 3915,47b  3382,42b 3137,64 a 13,43 ab
Vitorino 3566,64 c  4068,36a  2804,50 ab 14,14 a
Clevelandia 35629,27¢c  3394,65D 3351,67 a 12,58 b
CV (%) 7,33 8,48 8,47 5,53

*Médias seguidas por letras minusculas distintas na coluna diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (a = 0,05).

Para o teor de fésforo, os consorcios com a presencga de jabuticabeira
obtidos de Pato Branco, Vitorino, Clevelandia e controle apresentaram maior
quantidade nas folhas, diferente daqueles de solos sem presenca de
jabuticabeiras que nao diferiram estatisticamente suas médias. Quando foi
comparado os consorcios com ou sem jabuticabeira dentro de cada local, o unico
que apresentou diferengas em suas médias foi Dois Vizinhos, com consorcio
oriundo de solo sem jabuticabeiras apresentando superioridade (Tabela 12).
Todavia, constatou-se presenca de fosforo em ambos os consorcios e locais de
obtencao.

A presenca do P auxilia na prevencdo de doencas fungicas e no

crescimento radicular (Huber & Graham, 1999), o que demonstra assim
importancia nas folhas das mudas de jabuticabeira.
Tabela 12: Teor de fésforo (mg L") em folhas de mudas de jabuticabeiras
inoculadas com consércio bacteriano, de acordo com a presenga ou auséncia de
jabuticabeiras nativas na area e local de origem. UTFPR - Campus Pato Branco
- PR, 2023.

Local Jabuticabeiras Nativas na area
Presente Ausente
Controle 474,08 a A* 474,08 a A
Clevelandia 473,06 a AB 476,13 a A
Vitorino 472,23 a AB 474,04 a A
Pato Branco 475,96 a A 471,34 a A
Dois Vizinhos 469,73 b B 475,68 a A

CV (%) 0,59
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*Médias seguidas por letras minusculas distintas na linha e maiusculas na coluna

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (a = 0,05).

Os teores de magnésio foram maiores com uso do consércio em que havia
presenca de jabuticabeiras nativas quando provenientes de Clevelandia, Vitorino
e Dois Vizinhos. Porém, na auséncia desta fruteira, as maiores médias
ocorreram nas mudas com uso de isolados de Clevelandia, Vitorino, Pato Branco
e o controle (Tabela 13). Este elemento também esteve presente em todas as

mudas, independentemente do local e com ocorréncia de jabuticabeira nativa.

Tabela 13: Teor de magnésio (mg L") em folhas de mudas de jabuticabeiras
inoculadas com consorcio bacterianos, de acordo com a presenga ou auséncia
de jabuticabeiras nativas na area e local de origem. UTFPR - Campus Pato
Branco - PR, 2023.

Local Jabuticabeiras Nativas na area
Presente Presente

Controle 240,25 a B* 240,25 a AB
Clevelandia 247,14 a AB 238,0 a AB
Vitorino 246,65 a AB 236,76 a AB
Pato Branco 234,03b B 250,92a A
Dois Vizinhos 257,00a A 231,26 b B
CV (%) 3,76

*Médias seguidas por letras minusculas distintas na linha e maiusculas na coluna

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (a = 0,05).

O teor de zinco nas folhas em consorcio oriundo de solos com presenga
de jabuticabeiras foi maior quando coletado de Dois Vizinhos e com auséncia
para quase todos locais, cuja excegao ficou para Clevelandia (Tabela14).

O tratamento controle ndo diferiu estatisticamente dos consércios com
presenca de jabuticabeira nativa e daqueles que apresentaram as maiores
médias (Vitorino e Pato Branco) na auséncia desta fruteira na area. Por outro
lado, os maiores teores ocorreram em locais com presencga de jabuticabeira de

Dois Vizinhos e Cleveléndia (Tabela 14).
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Em todos locais e consorcios houve presenga de zinco nas mudas de
jabuticabeiras. A falta de zinco pode ocasionar reducdo de area foliar e
comprometimento no desenvolvimento de brotagdes novas (Parwada, 2019),
assim como, aumento na incidéncia de doengas causadas por fitopatogenos,

como Phytophthora sp., ja observados em eucalipto (Silveira & Higashi, 2003).

Tabela 14: Teor de zinco (mg L") em folhas de mudas de jabuticabeiras
inoculadas com consorcio bacterianos, de acordo com a presenga ou auséncia
de jabuticabeiras nativas na area e local de origem. UTFPR - Campus Pato
Branco - PR, 2023.

Local Jabuticabeiras Nativas na area
Presente Presente

Controle 7,15 a B* 7,15aA
Clevelandia 7,06 aB 511bB
Vitorino 7,42 aB 7,11aA
Pato Branco 6,03aB 7,27 a A
Dois Vizinhos 9,12a A 7,14 b A
CV (%) 13,73

*Médias seguidas por letras minusculas distintas na linha e maiusculas na coluna

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (a = 0,05).

Segundo Marschner (2012) e Zhao & Wu, (2017), o Zn é elemento mével
no floema e sua falta resulta no surgimento de sintomas como necrose,
deformacdes, diminuicdo da fotossintese e reducdo da biomassa e crescimento
da planta, fato ndo observado nas mudas de jabuticabeira.

Nas anadlises efetuadas apdés 30 dias de crescimento houve efeito
significativo para todos os nutrientes avaliados quanto ao sitio de coleta (Tabela
15).

Observou-se presenca de todos os nutrientes nas mudas de jabuticabeira,
tendo para o boro, ferro, potassio e nitrogénio superioridade com isolado de Pato
Branco e Clevelandia. Estes dois sitios de coleta juntamente com Vitorino
apresentaram os maiores teores de cobre e magnésio. Com fésforo, o maior teor
foi obtido usando o isolado de Dois Vizinhos, sendo que este, juntamente com
Vitorino e Clevelandia tiveram superioridade para enxofre. Os sitios de Dois
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Vizinhos, Vitorino e Pato Branco apresentaram com seus isolados maiores

teores de manganés.

Tabela 15: Teores médios de N, K, P, Mn, Mg, Bo, Cu, Fe e S (mg L") em folhas
de mudas de jabuticabeiras inoculadas com consoércio bacteriano apés 30 dias,

de acordo com cada local de origem e o controle. UTFPR - Campus Pato Branco

- PR, 2023.

Local Teorde Teorde Teor Teor Teorde Teor Teor Teor Teor
N K de P de Mg de B de de de S
Mn Cu Fe

Dois 2084,67 5923,96 296,23 6,08 977,14 8,0c 2,85 930 2720
Vizinhos b* c a a b b c a

Pato 3022,48 7278,34 229,21 541 1249,62 11,37 3,76 12,64 237,3
Branco a ab b ab a ab a ab b

Vitorino 2234,21 6865,58 223,23 4,03 1273,30 11,17 3,68 12,37 2624
b b b ab a b a b ab

Clevelandia 3070,55 7794,77 178,87 3,70 1355,83 13,52 4,19 14,56 249,77
a a b b a a a a ab

CV (%) 23,56 10,30 16,914 3556 11,71 16,48 12,34 13,43 10,08

*Médias seguidas por letras minusculas distintas na coluna diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (a = 0,05).

6.12 Desenvolvimento e crescimento das mudas de jabuticabeira.

As adi¢cbes de consorcios microbianos no solo possuem potencial para
promover o crescimento vegetal das plantas (Karlidag et al., 2007). Observou-se
ao avaliar o incremento no crescimento das mudas de jabuticabeira auséncia de
influéncia significativa para interacdo consorcio x local e na analise destes
fatores isolados.

As mudas apresentaram média de incremento de 1,36 cm, 0 que pode ser
ainda relacionado ao pouco periodo de avaliagdo apos insercao dos isolados,
fato que ja era esperado, mesmo com os teores de nutrientes apresentando
diferengas em alguns niveis, conforme Tabelas 11, 12, 13 e 14.

No entanto, a adicdo do consorcio microbiano com isolado de Bacillus sp.

demonstrou possuir maior eficiéncia contra-ataques de microrganismos
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patogénicos, uma vez que as mudas do tratamento controle (sem inoculagéo de
microrganismos) nao sobreviveram (Figura 22), constatando presencga de fungos

fitopatogénicos endofiticos.

Figura 22: Plantas inoculadas com consorcios a base de isolados bacterianos.
Consoércio 1 (solo sem jabuticabeiras nativas) (A) e a segunda consorcio 2 (solo
sem jabuticabeiras nativas) (B). Os tubetes com mudas dos locais, Controle (1);
Clevelandia (2); Vitorino (3); Pato Branco (4); Dois Vizinhos (5). UTFPR -
Campus Pato Branco - PR, 2023.

R FT

Tk

o

Fonte: Autor. UTFPR-DV/2023
7. CONCLUSAO

A bioprospecgao de microrganismos dos solos dos sitios de coleta, com e
sem presencga natural de jabuticabeiras, permitiu selecdo de poucas espécies
cultivaveis.

Os isolados bioprospectados no solo dos quatros sitios de remanescentes

florestais teve em sua maioria bactérias gram (+), com todos apresentando
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atividade enzimatica para catalase. Com relagao aos isolados fungicos, a maioria
apresentaram ser potenciais fitopatdgenos causadores de doengas em plantas.

Dentre os testes realizados com isolados bacterianos e fungicos, a maior
parte destes isolados foram compativeis entre si, ou seja, conseguiram
sobreviver em mesmo ambiente.

Os isolados apresentaram capacidade em produzir enzimas como amilase,
celulase e protease, demonstrando potencial para fins industriais. Para teste de
producao de AIA e solubilizagcdo de P somente trés individuos demonstraram
potencialidade. Os isolado bacterianos capazes de sintetizar AIA foram
Paenibacillus doosanensis (13) e Bacillus muralis (117). Para solubilizagdo de P,
apenas o isolado bacteriano Bacillus thuringiensis (149) teve potencialidade para
solubilizar este macronutriente.

A maioria das sementes inoculadas nao foi afetada em seu processo
germinativo pelos isolados.

A inoculacao dos consorcios microbianos dos sitios de coleta em mudas de
jabuticabeira nao foi influenciou em seu crescimento apés 30 dias de inoculagéo.
Ressalta-se que periodo de avaliacido destas mudas foi extremamente curto,
necessitando maior acompanhamento.

Com relacdo a analise nutricional das folhas de jabuticabeira, os unicos
nutrientes que nao foram influenciados pelos consorcios testados dos sitios de

coleta foram enxofre e ferro, diferente dos demais.

8. CONSIDERAGOES FINAIS

A realizacao deste trabalho permitiu verificar que ha necessidade de
realizar outros tipos de analises com relacdo a bioprospeccdo de
microrganismos do solo. Entre as analises sugeridas, propde-se metagenémica
destes sitios de coleta para observar a diversidade de espécies presentes no
ambiente. Fazer uso de diferentes meios de culturas, seletivos e nao seletivos

direcionando a bioprospecgéo dos microrganismos. Testar os isolados de forma
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individual e em consorcios entre fungos e bactérias para verificar qual possibilita

maior eficiéncia naquilo que se espera.
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g 118 + + Circular Convexa Inteira Rosa
3 119 + + Irregular Plana Filamentoso  Branco
120 + + Circular Plana Filamentoso  Branco
© 121 + + Circular Convexa Inteira Branco
£ T 123 + + Circular Plana  Filamentoso Branco
QO
g S 125 + + Circular Plana Filamentoso  Branco
S g 129 + + Circular Convexa Inteira Incolor
© . .
= 130 + + Circular Convexa Inteira Incolor
g © 131 + + Circular Convexa Inteira Branco
S 3 132 + + Rizoide Plana  Filamentosa Branco
- QO . X
5 8 133 + + Circular Plana Inteira Amarela
3 135 + + Circular Convexa Inteira Incolor
© .
E 136 + + Circular Plana Lobulada Incolor
Q 137 + + Irregular Plana Lobulada Branca
% 138 + + Irregular Plana Filamentoso  Branco
» 139 + + Irregular Plana Lobulada Incolor
o Y + + Irregular Plana Lobulada Branco
o = . .
c ET 142 + + Circular Plana Inteira Branco
© o o . . ,
& 88 143 + + Circular Convexa Inteira Rosa
] g_‘g 144 + + Circular Convexa Inteira Incolor
© . .
o 8 145 + + Circular Convexa Inteira Branco
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146 + Irregular Plana Filamentoso Branco
147 - Irregular Plana Lobulada Branco
148 + ++ Circular Plana Lobulada Branco
149 + ++ Circular Plana Inteira Branco
150 + ++ Irregular Convexa Ondulada Branco
151 + Circular Plana Inteira Amarela
© 152 + + Circular Plana Inteira Amarela
S 153 + ++ Circular Convexa Inteira Incolor
'f?‘; 154 + + Irregular Plana Lobulada Incolor
E 155 + + Circular Inteira Plana Branca
'g 156 + + Circular Convexa Inteira Branco
o 157 + + Circular Plana Lobulada Amarela
% 158 + ++ Circular Plana Inteira Branca
o 159 + ++ Circular Plana Lobulada Branca
160 + + Irregular Plana Lobulada Amarela
£ led + +++ Circular Plana Inteira Bege
§ % 166 + + Plana Irregular Lobulada Bege

g
2 170 + + Circular Plana Lobulada Amarela
@ 171 + + Irregular Plana Inteira Bege
£ g 172 + + Irregular Plana Filamentosa  Bege
E % 174 + + Rizoide Plana Filamentosa Branca
o é:: 175 + + Inteira Plana Circular Amarela
8 ﬁ 176 + + Circular Plana Inteira Branca
qEJ 177 + + Circular Plana Inteira Incolor
g 178 + + Circular Plana Inteira Branca
3 179 + + Irregular Plana  Filamentosa Branco
180 + + Circular Plana Inteira Branca

*Coloragao de gram e teste da catalase: Positivo (+) e Negativo (-).
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Il: Velocidade de crescimento e equacgao da reta quanto ao crescimento dos
isolados bacterianos dos sitios de coleta. UTFPR - Campus Pato Branco - PR,

2023.
Crescimento bacteriano
Isolado Velocidade Equacao da reta
maxima de
crescimento
(pmax)

11 y = 0.0615x - 1.0569 R2 =

0.03 0.978
12 y =0.074x - 1.0429 Rz =

0.37 0.9363
13 y = 0.0508x - 1.0088 R2 =

0.04 0.9725
14 y =0.067x - 1.0593 R? =

o 0.06 0.9791
% 15 y =0.1138x - 1.0562 R2 =

% 0.11 0.9938
'g 16 y =0.0671x - 1.0434 R2 =

s O 0.06 0.9879
.'é % 17 y =0.0961x - 1.0717 Rz =

« N

4 0.09 0.9937
8 18 y =0.0924x - 1.0716 R2 =

0.43 0.9767
19 y = 0.083x - 1.0927 Rz =

0.09 0.9863
110 y = 0.082x - 0.9696 R2 =

0.08 0.9904
s 112 y = 0.0846x - 1.0523 R2=

% 0.08 0.9786
% 113 y = 0.0846x - 1.0523 R?=

g 0.06 0.9786
3 114 y = 0.0708x - 1.0233 R2 =

S 0.07 0.9897
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115 y = 0.01x - 0.9324 RZ =
0.03 0.977
116 y=0.0542x-0.9823  Re=
0.01 0.9628
117 y = 0.0698x - 0.994 R2 =
0.07 0.9908
118 y=0.0045x -0.9054  Re=
0.00 0.9694
119 y=0.0873x-1.0086  Re=
0.09 0.9765
120 y = 0.043x - 0.9305 R2 =
0.04 0.9234
121 0.01 y=00217x-1.0147  R2=0.874
i} 123 y = 0.0438x - 1.001 R2 =
T 0.04 0.9827
S 125 y=0.0444x -1.0358  Re=
E 0.09 0.9912
3 129 y = 0.0628x - 1.0316 R2 =
P 0.06 0.9862
B 130 y = 0.0641x - 1.0028 R? =
o 0,05 0.9932
£ 131 y=0.0607x-1.0311  Re=
S 0.06 0.996
o 132 0.05 y =0.0422x - 1.0407 R2=0.9784
8 133 0.06 y=0.0575x - 1.0379 R2=0.9584
% 135 0.22 y=0.0118x-0.993  R2=0.9681
= 136 0.13 y=0.0347x - 0.9846 R2=0.9765
2 137 0.37 y=0.0709x - 1.0873 R?=0.9903
(78) 138 0.02 y=0.0223x-0.9797 R?=0.9339
139 y=0.0515x-0.974  R2=
0.05 0.9974
s o g W y=00693x-090846  Re=
g o 8 0.08 0.9935
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142 y = 0.0646x - 0.9772 R?=
0.07 0.9777
143 0.02 y=0.0141x-0.9141 R2=0.9788
144 0.07 y =0.049x - 0.9743  R?=0.9641
145 y =0.0647x-0.9852 R2?=
0.07 0.9926
146 y =0.0509x - 0.9549  R?=
0.05 0.9911
147 y=0.0643x - 1.0176  R%=
0.07 0.9862
148 y = 0.0844x - 1.0198 R? =
0.34 0.989
149 0.09 y =0.085x - 1.0355  R2=0.993
150 y = 0.0693x - 0.9966  R?=
0.07 0.9921
151 y = 0.059x - 0.9939 R? =
0.06 0.9872
152 0.07 y = 0.0763x - 1.009 R2=0.987
153 y = 0.063x - 1.0084 R? =
0.06 0.9952
154 0.06 y =0.0541x - 0.9865  R?=0.987
© 155 y=0.0158x-0.9154  R%=
8 0.02 0.9971
% 156 y=0.0118x-0.8164 R2=
g 0.01 0.9885
3 157 y =0.0706x - 0.9969  R?=
(78) 0.07 0.9763
158 y =0.0713x - 1.0151 R2 =
0.08 0.9862
159 y =0.0243x - 0.9386  R2=
0.02 0.9959
160 y =0.0721x - 1.0186 R2 =

0.23 0.9514
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Dois Vizinhos

m 165 y = 0.0604x - 0.973 R? =
3 0.04 0.9847
g 166
E y=0.0506x-0.9883  Re=
3 0.04 0.9874
(]
° 170 y=0.0685x-09509  R2=
B 0.07 0.9587
71 y = 0.0189x - 0.808 R? =
0.09 0.5983
172 y=0.0448x- 09554  Re=
0.30 0.9992
174 y=00282x-09424  R2=
0.04 0.993
© 175 y=00233x-09364  Re=
8 0.03 0.9775
% 176 y=00418x-0.9320  Rz=
g 0.03 0.9827
2 177 y=00318x-0.9574  Re=
;8) 0.03 0.9753
178 y=00602x-0.9327  Re=
0.04 0.9725
179 y =0.0717x - 1.015 R? =
0.06 0.9893
180 y=0.0488x-0.9378  R2=
0.07 0.9816
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lll: Caracterizagdo morfologica das colonias de fungos isolados de solos na

presenca e auséncia de jabuticabeiras nativas. UTFPR - Campus Pato Branco -

PR, 2023
Isolado Cor Forma Margem Elevagao
© 1F Branco Circular Inteira Ondulada
g E 3F Verde Circular Filamentosa Plana
< g 3 5F Branco Irregular Papilada Ondulada
=) 3 3 7F Verde Circular Filamentosa Plana
4 © .
S = 8F Branco Irregular Inteira Plana
S o 9F Branco Irregular Inteira Plana
"_'." OE) g 11F Branco/verde Circular Filamentosa Plana
© g 3 12F Amarela Irregular Filamentosa Plana
cgé 13F Rosa Irregular Filamentosa Plana
- 14F Verde Irregular Filamentosa Plana
= 15F Rosa Circular Inteira Plana
% % 16F Verde Circular Filamentosa Plana
fe) % 17F Branca/amarela Circular Filamentosa Plana
(@}
(z) n ﬁ 18F Rosa Circular Inteira Plana
4
E © 20F Verde Circular Filamentosa Plana
S £& _ .
g o 23F Verde escuro Circular Inteira Plana
o5
”mw Qo
g,
© 26F Branco Irregular Inteira Plana
g g 27F Rosa Irregular Filamentosa Convexa
o g _S 28F Cinza Circular Filamentosa Algodonosa
(23 3 _(% 30F Branco Irregular Inteira Plana
Z g
g 31F Verde Circular Filamentosa Plana
©
(] £ =
':: o3 32F Branca Irregular Inteira Plana
» ©
o oL
g _‘g 34F Branco Irregular Papilada Ondulada
8,
© 36F Branco/verde Irregular Filamentosa Plana
g S 37F Branco/verde Irregular Filamentosa Plana
Neo)
» o8 38F Verde escuro Circular Inteira Plana
g ;0) g 39F Branco/verde Irregular Filamentosa Plana
% L, 40F Branco/verde Irregular Filamentosa Plana
; ©
2 £3 41F Branco Irregular Inteira Plana
o RS
o N ©
o L
o5
»n 2
g,
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IV: Média de crescimento do fungo apds sete dias de avaliagdo. UTFPR -
Campus Pato Branco - PR, 2023.

CLEVELANDIA

VITORINO

PATO BRANCO

DOIS VIZINHOS

Taxa de crescimento micelial (mm dia')

Isolado 1 2 3 4 5 6 7
1 80 10¢1.2  15£25 21£83 28:95 31z 31z
. 10.6 10.6
eSS 2F 80 14415 32418 42415  47+#19  53:04  53:0.4
8§ 3F 18423 600 62+1.8 800
85 5F 80 10421 16212 16412 19421 22422 23425
S 7F 13314 41343 6730 8010
8F 14334  33t58 52437  65:51  75:7.0
o OF  16£0.3 3040 5040 62415 77417 800
ET  11F  10:0  16:4.5 20473 4383 43183  56:10.0 68:6.1
28  12F 1040 1040  26#34 300 37422 50:0 5434
@2 13F  10:03 13206 21:06 29+1.9 33:1.9 38419 43425
S 14F  10$0  13:23  15$40  25:0 3007  35:0.7  38%1.7
= 15F  8:0 1010.9 15424 21440  35¢11.0 362121 40%6.9
§& 16F  23:16 66153 8020
of ¢ A7F 130 2169 31x1.8 3051 51135 6322  68:2.3
BE  18F 810 10460 14#15 18422 18422 27422 32418
o 20F 19821 5335 600 800
ET  23F 810 10460 19411 20414 28445  31+106 40£12.0
" ©
o8
3 2
S
= 26F 11224 20459 45146 58:45  70£50 800
5 % 27F 10405 25421  38+4.2 50+38  50+38  80£0
9E ¢ 28F  17:23 39:53 57:76 69:63 800
®8  30F  13:23 25:0  42#17 55:28 73:38 77425 800
«  31F 80 37:47 600 800
58 32F  8:04 10508 12423  16x11  19:22 20419 24411
9£ ' B4F 12123 25:23 41344 52428 64534 73825 8020
>8
o 36F 12422 29%7.7  65¢131
EG  37F  13:15  40£10.9 49:224 7175
o8 38F  10£0.3  13:18  24+42  24:53 34101 44111 44111
$3 40F  10:0  13:23 22423  38+121 38+121 53+107 68+103
E g 41F  14%14 26518 48423 60437 68462 800
:
2%
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V: Potenciais isolados bacterianos identificados por meio da analise NCBI Blast

e sua porcentagem (%) de identidade.

Cédigo

isolados

dos

Nome das isolado bacterianas

Per. Ident (%)

Bacillus amyloliquefaciens
Lysinibacillus mangiferihumi
Paenibacillus doosanensis
Lysinibacillus agricola
Bacillus mycoides
Viridibacillus arvi
Bacillus mycoides
Bacillus mycoides
Lysinibacillus varians
Lysinibacillus pakistanensis
Gottfriedia acidiceleris
N, Identificada
Viridibacillus arenosi
Prescottella agglutinans
Bacillus mycoides
Bacillus muralis
Bacillus thuringiensis
Bacillus toyonensis
Lysinibacillus agricola
Prescottella agglutinans
Bacillus clarus
Lysinibacillus agricola
Lysinibacillus agricola
Bacillus bingmayongensis
Lysinibacillus mangiferihumi
Bacillus mycoides
Lysinibacillus agricola
Paenibacillus guangzhouensis
Viridibacillus arenosi
Bacillus wiedmannii
Bacillus mycoides

Lysinibacillus agricola

98,62%
98,32%
95,93%
99,10%
99,67%
98,89%
99,67%
99,67%
98,25%
98,34%
97,88%

99,53%
99,55%
99,79%
94,40%
99,85%
98,87%
91,82%
99,37%
99,54%
98,64%
99,01%
95,11%
98,61%
99,34%
100,00%
97,67%
99,23%
98,88%
99,29%
100,00%
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141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
164
165
166
70
171
172
174
175
176
177
178
179
180

Lysinibacillus pakistanensis
Brevibacillus laterosporus
Prescottella agglutinans
Paenibacillus taichungensis
Lysinibacillus pakistanensis
Neobacillus bataviensis
Cupriavidus basilensis
Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis
Lysinibacillus pakistanensis
Bacillus clarus
Bacillus mycoides
Lysinibacillus agricola
Bacillus hominis
Bacillus mycoides
Bacillus mycoides
Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis
Lysinibacillus fusiformis
Peribacillus simplex
Achromobacter kerstersii
Bacillus wiedmannii
Lysinibacillus contaminans
Bacillus paramycoides
Brevibacillus laterosporus
Bacillus clarus
Bacillus mycoides
Peribacillus simplex
Lysinibacillus fusiformis
Brevibacillus laterosporus
Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis

99,14%
99,33%
99,22%
99,54%
97,86%
99,19%
97,64%
99,39%
99,55%
98,82%
99,34%
98,97%
100,00%
98,33%
98,85%
99,37%
99,44%
99,48%
98,60%
99,12%
99,09%
99,56%
90,43%
99,42%
98,56%
99,32%
98,85%
98,87%
99,21%
99,47%
99,59%
99,33%
99,48%
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VI: Potenciais isolados fungicos identificados por meio da analise NCBI Blast e

sua porcentagem (%) de similaridade,

Cadigo dos Nome das isolado fungicas Per,ldent (%)
isolados

1F Apophysomyces ossiformis 99,13%
3F Trichoderma dorothopsi 99,82%
5F Leptobacillium leptobactrum 92,00%
7F Trichoderma hainanense 99,08%
8F Podila humilis 99,83%
9F Podila humilis 100,00%
11F Penicillium abidjanum 99,82%
12F Fusarium babinda 98,79%
13F Fusarium babinda 98,79%
14F Penicillium tanzanicum 99,63%
15F Clonostachys rosea 89,60%
16F Trichoderma dorothopsis 99,83%
17F Neocosmospora rubicola 99,81%
18F Hypomyces corticiicola 88,83%
20F Trichoderma simmonsii 99,49%
23F Cladosporium tenuissimum 98,91%
26F Podila horticola 99,62%
27F Fusarium brevicaudatum 100,00%
28F Absidia ovalispora 93,73%
30F Podila horticola 99,65%
31F Trichoderma crassum 96,62%
32F Mortierella paraensis 94,66%
34F Mortierella rishikesha 97,37%
36F Penicillium brasilianum 99,82%
37F Penicillium brasilianum 100,00%
38F Cladosporium xylophilum 100,00%
40F Epicoccum keratinophilum 100,00%
41F Podila horticola 99,47%




