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AVALIAGCAO DO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE MILHO INOCULADO COM A
LEVEDURA RIZOSFERICA Torulaspora globosa (6S01) EM CONDICOES
CONTROLADAS

Autor: PATRICIA HERRMANN CORREA

Orientador: Profa. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

RESUMO

Micro-organismos Promotores de Crescimento Vegetal (MPCV) estimulam o
desenvolvimento das plantas por diferentes mecanismos, como a producao de
horménios vegetais e solubilizagdo de minerais. A espécie Torulaspora globosa,
isolada da rizosfera da cana de acgucar e milho, mostrou-se efetiva para producao de
acido indolacético e acidos organicos capazes de solubilizar minerais, como o fosfato,
com potencial para estimular o crescimento vegetal. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da levedura T. globosa (linhagem 6S01) e adigcdo de glicose e/ou
triptofano, no desenvolvimento inicial de milho em condigdes controladas. Foram
avaliados 16 tratamentos, com duas concentragbes, sendo 10 e 102 células/mL
avaliadas em tempos diferentes, variando em cada uma a inoculagdo em semente
e/ou planta, e adi¢ado de glicose e/ou triptofano, com seis repetigdes por tratamento.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. A concentracéo
de glicose (20 g/mL) e a concentragao do triptofano (0,1%). A avaliagao ocorreu pelos
parametros de comprimento da parte aérea e da raiz e massa seca da parte aérea e
raiz. Observou-se que a adi¢gdo de glicose nos tratamentos de inoculag&o de levedura
promoveu o prejuizo no desenvolvimento inicial da planta, de ambas concentragdes.
O triptofano favoreceu o aumento da massa seca da raiz, na inoculagédo na semente
e planta ou na semente na menor concentragéo de células e na concentracido 108
cel/mL quando houve inoculagdo da semente. O indculo na concentragdo de 10°
cel/mL proporcionou melhores resultados, porém igual estatisticamente ao controle,
exceto na avaliagdo da parte aérea do milho nos tratamentos de inoculagdo semente
e planta e a massa seca da parte aérea, também sem diferenca estatistica com o
controle. Esse € um estudo inédito, porém preliminar, uma vez que foi realizado em
condicdes controladas, e apenas com analise do desenvolvimento inicial da planta de
milho. Os resultados obtidos sdo promissores e motivam estudos mais aprofundados,
com o emprego da inoculagéo das plantas em solo n&o estéril, em casa de vegetacao
€ Nno campo.

Palavras Chave: Leveduras; Torulaspora globosa; microrganismos promotores de
crescimento vegetal (MPCV); bioestimuladores.
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EVALUATION OF INITIAL DEVELOPMENT OF MAIZE INOCULATED WITH
RHIZOSPHERE YEAST Torulaspora globosa (6S01) IN CONTROLED
CONDITIONS

Author: PATRICIA HERRMANN CORREA

Adviser: Profa. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

ABSTRACT

Plant Growth Promoter Microorganisms (PGPMs) stimulate the development of plants
by different mechanisms, such as the production of plant hormones and solubilization
of minerals. The species Torulaspora globosa, isolated from the rhizosphere of sugar
cane and maize, proved effective for the production of indoleacetic acid and organic
acids capable of solubilizing minerals, such as phosphate, with potential to stimulate
plant growth. The objective of this work was to evaluate the effect of T. globosa yeast
(6S01 strain) and addition of glucose and/or tryptophan in the initial development of
corn under controlled conditions.Sixteen treatments were evaluated, with 108 and 103
cells/mL being evaluated at different times, each inoculating in seed and/or plant, and
adding glucose and/or tryptophan, with six replicates per treatment. The experimental
design was a completely randomized design. The concentration of glucose (20 g/mL)
and the concentration of tryptophan (0.1%). The evaluation was carried out by the
parameters of shoot length and root and dry mass of shoot and root. It was observed
that the addition of glucose in the yeast inoculation treatments promoted the damage
in the initial development of the plant of both concentrations. Tryptophan favored the
increase of the root dry mass, inoculation of the seed and plant or the seed in the
lowest concentration of cells and the concentration of 108 cells / mL when inoculating
the seed. The inoculum at the concentration of 108 cells / mL gave better results, but
was statistically similar to the control, except for the evaluation of the aerial part of the
corn in the treatments of seed and plant inoculation and the dry mass of the aerial part,
also without statistical difference with the control. This is an unprecedented but
preliminary study, since it was carried out under controlled conditions, and only with
analysis of the initial development of the corn plant. The results obtained are promising
and motivate further studies, with the use of inoculation of the plants in non-sterile sail,
greenhouse and in the field.

Keywords: Yeasts, Torulaspora globosa, plant growth promoting
microorganisms (PGPMs); biostimulators.



1 INTRODUGAO

O solo é um ambiente complexo que apresenta uma diversidade microbiana
bastante elevada, caracterizada por diferentes tipos funcionais que em equilibrio séo
fundamentais a diferentes processos, como na ciclagem de nutrientes, protecdo e
auxilio ao desenvolvimento vegetal (BALDRIAN, 2016).

O modelo de agricultura atual emprega uma grande quantidade de compostos
quimicos, como defensivos e fertilizantes minerais, que resultam no rompimento do
equilibrio do ecossistema edafico e como consequéncia diminui a biodiversidade do
solo e sua capacidade de resiliéncia (LAMICHHANE et.al., 2016; NUROLITA et al.,
2016). Neste contexto, a utilizagdo de microrganismos capazes de proteger e auxiliar
o desenvolvimento dos vegetais se apresenta como uma alternativa na busca de uma
producao agricola mais sustentavel.

Microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) estdo sendo
amplamente estudados, pois apresentam a habilidade de produzir compostos capazes
de estimular o desenvolvimento vegetal por meio de diferentes mecanismos, como
producao de fitormoénios, promogéo do controle biolégico de fitopatégenos e indugao
de resisténcia vegetal, além da solubilizagdo de fosfatos e disponibilizagdo de
nutrientes para o solo, promovendo uma melhor nutricdo para as plantas (GRAY;
SMITH, 2005; SALANTUR et al., 2006; EGAMBERDIYEVA, 2007).



Dentre esses microrganismos, as leveduras se apresentam como um grupo
com alto potencial para serem utilizadas como microrganismos promotores de
crescimento vegetal. Leveduras s&o fungos unicelulares que podem ser encontrados
na rizosfera das plantas produzindo uma variedade de compostos ativos (IGNATOVA
et al., 2015). Dentre os mecanismos observados de estimulo ao desenvolvimento
vegetal pelas leveduras, verifica-se a producédo de fitorménios, solubilizacdo de
minerais e controle biologico (FU et al., 2016; MESTRE et al., 2016).

Rosa (2009) estudando uma linhagem de Torulaspora globosa isolada da
rizosfera da cana-de-agucar, observou potencial para controle biolégico de
fitopatdégenos contra fungos causadores de antracnose em milho e sorgo. Durante a
caracterizagcao da espécie, testes também apontaram a capacidade da levedura em
produzir compostos de estimulo ao crescimento vegetal, como acido indolacético e
acidos organicos capazes de solubilizar minerais potassicos e fosfato de calcio
(DILARRI et al., 2012; ROSA-MAGRI et al., 2012).

Funcgdes relacionadas ao crescimento vegetal tém sido atribuidas as leveduras
encontradas no ambiente, no entanto, devido a sua baixa concentragdo no solo em
relacdo a outros grupos microbianos, como bactérias e fungos filamentosos, ha uma
maior escassez de estudos direcionadas ao conhecimento do seu potencial como
microrganismo promotor de crescimento vegetal.

Dessa forma, o desafio nesta area é justamente expandir o conhecimento sobre
a relagao planta-levedura a fim de investigar o seu potencial como microrganismo
promotor de crescimento vegetal visando a sustentabilidade agricola, e assim,
contribuir para o equilibrio dos ecossistemas, minimizando a aplicacdo de adubos
quimicos e fungicidas, os quais possuem grande potencial de poluicdo do meio

ambiente.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o desenvolvimento inicial de milho oriundas da inoculagdo com a levedura

rizosférica Torulaspora globosa (linhagem 6S01) em condi¢des controladas.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar as plantas em desenvolvimento inicial, oriundas de sementes de milho
desinfetadas e inoculadas com células de levedura rizosférica Torulaspora
globosa (linhagem 6S01) em condi¢des controladas;

Avaliar a inoculacdo das plantas de milho em condi¢cbes controladas, em
desenvolvimento inicial, com células de levedura rizosférica Torulaspora
globosa (linhagem 6S01) e avaliar o seu desenvolvimento inicial;

Avaliar o desenvolvimento inicial de plantas milho inoculadas e/ou oriundas de
sementes inoculadas, com diferentes concentracdes de células da levedura
rizosférica Torulaspora globosa (linhagem 6S01), em condigdes controladas;
Tratar as plantas de milho recém germinadas, com glicose (20 g/mL) e/ou
triptofano (0,1%), e avaliar o desenvolvimento inicial de plantas inoculadas ou
nao com células de Torulaspora globosa (linhagem 6S01) em condigdes

controladas.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microbiota do solo

O solo é um ecossistema dinamico, considerado o principal reservatério da
diversidade biolégica (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). E constituido por
componentes bidticos e abidticos. Os componentes bidticos abrangem raizes de
plantas, populagdes de microrganismos e animais invertebrados, enquanto que a
por¢cdo abidtica corresponde a agua, matéria orgénica e fragmentos de rocha
(CORREIA; OLIVEIRA, 2000; VORONEY, 2007; CANO, 2011).

Conforme Correia e Oliveira (2000), as caracteristicas de um solo, bem como
a sua qualidade s&o determinadas em grande parte pelos organismos nele presentes.
A estruturagéo do solo ocorre de maneira heterogénea e descontinua, possibilitando
a ocorréncia de micro-habitats que irdo variar entre si em funcdo das suas
caracteristicas fisicas e quimicas e da disponibilidade de nutrientes (MOREIRA;
SIQUEIRA 2006).

Tanto os microrganismos como a fauna presente no solo sdo capazes de
modificar suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas (PANKHURST; LYNCH,

1994). Eles podem agir em processos como decomposigao e ciclagem de nutrientes



ou atuar na textura e estrutura do solo, bem como na sua capacidade de retencao de
agua (CARDOSO et al., 1992; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SANTOS et al., 2008).
Por outro lado, a biota é afetada pela vegetagdo que determina em grande parte o
estabelecimento da comunidade da fauna de solo, sendo um reflexo do manejo
empregado (CORREIA; OLIVEIRA, 2005).

Diversos sao os microrganismos presentes no solo, tais como, eubactérias,
arquebacterias, fungos, protozoarios, virus e invertebrados microscopicos, como
nematoides e 4acaros constituindo uma enorme diversidade genética e
desempenhando fungdes unicas e essenciais na manutengao dos agroecossistemas
(MADIGAN et al., 2004; SAHARAN; NEHRA, 2011; OLIVEIRA, 2016). Bactérias e
fungos estado associados a diversos mecanismos de sintese e degradagao do solo
promovendo a mineralizagdo de compostos orgénicos e liberagdo de nutrientes
(HUNGRIA, URQUIAGA, 1992). Téao logo séo considerados organismos vitais na
construgéo solo, pois oferecem suporte fisico e nutricional para as culturas agricolas
(ARAUJO; HUNGRIA, 1994).

De acordo com Cardoso e Andreote (2016) o solo € um ambiente oligotréfico
(baixa disponibilidade de nutrientes), mas apresenta a ocorréncia de “hot spots”, que
correspondem a zonas com elevada atividade bioldgica devido a presenga de fontes
nutricionais disponiveis, como regides de acumulo de matéria organica e as fragdes
do solo mais préximas a raiz das plantas, conhecidas como rizosfera.

A rizosfera pode ser definida como a regido do solo que € influenciada pela raiz
da planta, ambiente rico em nutrientes e consequentemente em microrganismos
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Os microrganismos residentes na rizosfera podem
beneficiar ou prejudicar a planta e assim influenciar diretamente o desenvolvimento
das culturas (BARRET et al., 2011). Complexos mecanismos adaptativos vém sendo
desenvolvidos pelas plantas evolutivamente, muitos destes somente possiveis,
gracas as interagdes com o0s microrganismos, cujas interagdes ocorrem
principalmente na rizosfera (PEIXOTO NETO; AZEVEDO,; CAETANO, 2004
WENTZEL, 2017).

De acordo com Saharan e Nehra (2011) os microrganismos que colonizam a
rizosfera podem ser classificados de acordo com os seus efeitos nas plantas e a forma
como interagem com as raizes, alguns sendo patdégenos enquanto outros
desencadeando efeitos benéficos. A estimulagédo do crescimento microbiano presente

na rizosfera ocorre através de exsudatos organicos que sédo secretados pelas raizes



das plantas (MOE, 2013; WESTON; MATHESIUS, 2013; BERG et al., 2014).
Conforme Bais et al. (2004) por meio da exsudagao de uma grande variedade de
compostos as raizes podem regular a comunidade microbiana do solo, resistir a
herbivoria, promover simbioses benéficas, alterar as caracteristicas quimicas e fisicas
do solo e inibir o crescimento de outras espécies de plantas. Os inUmeros processos
que ocorrem nesta regido sao cruciais para a saude da planta e influenciam
diretamente o ecossistema como um todo (BERG; SMALLA, 2009; RIBEIRO;
CARDOSO, 2012). Aléem disso, Avila (2007) ressalta que os microrganismos que
habitam a rizosfera tém sido bastante estudados porque, nesse habitat, a atividade
microbiana, a quantidade e o tipo de exsudados sao diferentes do solo nao rizosférico,
acarretando uma maior diversidade de populagdes de bactérias, fungos, protozoarios
e nematoides.

De modo geral os microrganismos presentes no solo estdo envolvidos em
diversos processos de interesse agronédmico, como fixagdo bioldgica de nitrogénio,
transformacdes dos compostos fosfatados, alteracdo da disponibilidade e toxicidade
de metais as plantas, producéo de fitormonios, solubilizagdo de minerais do solo e
acgao antagonica aos fitopatdgenos; podem atuar como reguladores de nutrientes, pela
decomposigéao e re-sintese da matéria organica e na ciclagem dos nutrientes (GLICK,
1995; BERTON et al., 1997; BURD et al., 2000; VITOUSEK et al., 2002; SILVEIRA,;
FREITAS, 2007). Além disso, a comunidade microbiana pode auxiliar na tolerancia a
alta salinidade e a seca que interferem no desenvolvimento e na produtividade das
plantas (CASTIGLIONI et al., 2008; ZHANG et al., 2008).

3.2 Microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV)

Inimeras sdo as estratégias utilizadas para promover o crescimento das
plantas. As técnicas incluem preparo do solo e manejo das florestas, melhoramento
das plantas através de cruzamentos entre as espécies e utilizagdo da engenharia
genética (ROSSI, 2006). Outra interessante tecnologia €& a utilizacdo de
microrganismos promotores de crescimento vegetal (LUZ; LANE; SILVA, 2006).

Microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) sao considerados
estimuladores, diretos ou indiretos, do crescimento das plantas. Esses organismos
encontram-se em habitats naturais colonizando, de forma interna e externa, 6rgaos
de plantas (MARIANO et al., 2004; ALBERTINI, 2017).



Conforme Gomes et al. (2016), o papel benéfico da comunidade microbiana na
promocgao do crescimento das plantas pode ocorrer na forma direta com a producéao
de compostos que nutrem ou facilitam a entrada de certos nutrientes para as plantas,
como fixagao bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, aumento da area de
absorcao das raizes, produgao de fitormonios e de compostos organicos volateis que
estimulam o desenvolvimento vegetal; de forma indireta, esse grupo microbiano pode
atuar na protegcdo das plantas contra fitopatogenos (DI-FIORE; DEL-GALLO,1995;
BOTTINI et al., 2004). Os MPCV também afetam a divisdo e diferenciagdo celular da
planta, por consequéncia causam mudangas na arquitetura do sistema radicular, o
que contribui para o aumento do crescimento de brotacdes. Essas modificagdes sao
estabelecidas alterando as vias de sinalizagdo endogenas nas plantas (VERBON;
LIBERMAN, 2016).

De acordo com Gomes et al. (2016), dentro do grupo conhecido como
microrganismos promotores de crescimento de plantas, destacam-se as bactérias
gram-negativas dos géneros Azospirillum, Gluconacetobacter, Pseudomonas e
Rhizobium e alguns géneros gram-positivos, como Bacillus e Paenibacillus. Os
autores também ressaltam que algumas caracteristicas como motilidade, quimiotaxia,
crescimento, aderéncia e resisténcia a estresses contribuem para a sobrevivéncia
desses microrganismos na rizosfera, € no sucesso na colonizagdo dos tecidos
internos das plantas.

Um dos principais macronutrientes limitante da produtividade de plantas € o
nitrogénio (N) que se encontra na forma nao assimilavel no solo (WILLIAMS; MILLER,
2001; MALAVOLTA, 2006; OKUMURA et al., 2011). A fixagao biolégica do nitrogénio
(FBN) é um processo pelo qual o nitrogénio atmosférico é transformado por bactérias
fixadoras de nitrogénio associadas a raizes em sua forma assimilavel. Isso € possivel
porque esses microrganismos produzem a enzima nitrogenase, caracterizada como
um complexo enzimatico, responsavel pela quebra da ligacao triplice usando energia
celular na forma de adenosina trifosfato (ATP) (BALDANI et al., 2002; SAHARAN;
NEHRA, 2011).

O fésforo também € um macronutriente essencial que precisa ser transformado
para ser utilizado pelas plantas. A solubilizacdo é uma alternativa para a
transformacao de fosfatos inorganicos em fosfatos soluveis. Diversos microrganismos

do solo, incluindo bactérias e fungos, possuem capacidade de solubilizar fosfatos por



meio de diferentes mecanismos, especialmente pela produgdo de acidos (KUCEY,
1983; NAHAS, 1999; WHITELAW, 2000).

A utilizagdo de microrganismos como agentes de controle bioldégico também é
amplamente estudada. Bactérias dos géneros Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas,
Burkholderia e Agrobacterium, por exemplo, sao capazes de suprimir doengas em
plantas pela inducdo de resisténcia sistémica e produgdao de siderdforos ou
antibiéticos (SAHARAN; NEHRA, 2011).

Outro mecanismo que favorece o crescimento das plantas é a producao de
fitormdnios. Os horménios vegetais (auxinas, citocininas, giberelinas etileno e acido
abscisico) sao reguladores naturais de crescimento das plantas, influenciando os
processos fisiologicos em baixas concentragcées (RAVEN et al., 2001).

Dentre os principais fitormonios relacionados ao crescimento vegetal, destaca-
se o grupo das auxinas. A auxina é um hormoénio, produzido pelas plantas, que
apresenta fungdes relacionadas ao alongamento e divisdo celular, tem como principal
representante o acido indolacético (AlA) (TAIZ; ZEIGER, 2004). O efeito do acido
indolacético é promover o crescimento de raizes e caules, através do alongamento
das células recém-formadas nos meristemas. Também estimula a germinagédo das
sementes, faz a mediagao das respostas a luz, gravidade e florescimento, influencia
na fotossintese, na biossintese de varios metabdlitos e na resisténcia a condicdes de
estresse (TSAVKELOVA et al., 2007; GLICK, 2012).

Varios microrganismos como bactérias, fungos, leveduras e algas sao capazes
de sintetizar e excretar AlA, a partir do triptofano como precursor. Uma das formas
mais comuns de conversao do triptofano em AIA ¢é pela rota do acido indolpirdvico
(CAMILLERI; JOUANIN, 1991; PATTEN; GLICK, 1996). Algumas espécies também
tém o precursor da triptamina, enquanto o precursor da indolacetaldoxima é
caracteristico da familia Brassicaceae (ALBERTINI, 2017).

Exemplos de microrganismos produtores de AIA incluem bactérias como
Bacillus amyloliquefaciens, Azospirillum, Azotobacter, entre outras (KUSS et al., 2007;
TSAVKELOVA et al., 2007; CHAGAS et al., 2009; SHAO et al., 2015; LIU et al., 2016),
leveduras do género Williopsis e Torulaspora (FU et al., 2016; NASSAR et al., 2005)
e fungos filamentosos (RINCON et al., 2003; MAOR et al., 2004). Deste modo,
microrganismos produtores de hormdnios vegetais contribuem para o
desenvolvimento das plantas atuando na resposta a fatores bidticos e abidticos
(SAHARAN; NEHRA, 2011).



Outra estratégia é a utilizagdo de MPCV como agentes de biocontrole em
sementes. O tratamento de sementes € uma das recomendacdes para conter a
transmissao de doencas, além de contribuir para maior densidade de plantas na
lavoura, uma vez que a utilizag&do de fungicidas sintéticos tem sido questionada devido
ao uso excessivo levando ao aumento dos custos de producido, bem como da
contaminac&o do meio ambiente (CORREA et al., 2008; VINALE et al., 2008).

Além disso, estudos de MPCV como inoculante em sementes tem se
demonstrado promissor quanto aos parametros de produgdo, pois 0S mesmos
contribuem com o aumento de peso de raizes e brotacdes, altura de plantulas, area
foliar e teor de clorofila em feijao (TOZLU et al., 2012), trigo (OZTURK et al., 2003;
SALANTUR et al., 2006; BULUT, 2013), soja (CATTELAN et al., 1999), beterraba
(CAKMAKCI et al., 2006) e milho (EGAMBERDIYEVA, 2007; GHOLAMI et al., 2009).
Essa associacao favoravel ao desenvolvimento da planta foi explicada principalmente
pela capacidade de fixagdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e produgcao de
fitormoénios (GHOLAMI et al., 2009, CONG et al., 2009).

Dado os beneficios que os microrganismos promovem as plantas, os MPCV
apresentam-se como uma tecnologia com grande potencial que necessita ser
explorada e desenvolvida. A inoculagdo de microrganismos com capacidade de
promover o crescimento vegetal e/ou que atuam como agentes de controle biolégico
de pragas e doengas pode ser uma alternativa sustentavel para utilizagdo na
agricultura (MENDES et al., 2013; CABRINI, 2018).

3.3 Leveduras

Leveduras sdo organismos unicelulares pertencentes em sua maioria ao filo
Ascomycota (BOTHA, 2011). Apresentam como caracteristicas presenca de parede
celular, nucleo organizado com membrana nuclear, nutricdo heterotréfica, reproducgéo
sexuada através de células especializadas denominadas esporos, auséncia de
pigmentos fotossintetizantes e motilidade (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Conforme Albertini (2017), para obtengao de energia, as leveduras dependem
de fontes de carbono organico, sendo assim os carboidratos sdo os nutrientes de
importancia maior. Agucares simples como a glicose, frutose e manose sao
assimiladas pela maioria das espécies estudadas, enquanto alguns oligossacarideos,
polissacarideos, acidos organicos, pentoses, tetroses, hidrocarbonetos e lipideos sao

utilizados seletivamente por algumas espécies.
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Historicamente estdo associadas a processos fermentativos e substratos que
contenham hexoses (agucares). Deste modo possuem ampla utilizagao e importancia
na produgao de etanol combustivel, fermentacéo de bebidas alcodlicas e na producgao
de fermento para pades (NASCIMENTO et al., 2018). A espécie Saccharomyces
cerevisiae € uma das mais estudadas e empregada em diversos processos
biotecnolégicos (PELCZAR, 1997).

A distribuicdo das leveduras no ambiente é bastante ampla, podendo ser
encontrada em flores, folhas, solo, frutos, ar, lagos, rios, mares e em associagdes com
insetos (KURTZMAN; FELL, 1998; BOTHA, 2011). Oliveira (2016) ressalta que apesar
das leveduras serem encontradas em menor quantidade na rizosfera das plantas, se
comparadas as rizobactérias e fungos filamentosos, as que habitam o ambiente
edafico apresentam potencial para promover o crescimento vegetal.

Os mecanismos de promogédo do crescimento desses microrganismos nas
plantas sé&o pela produgao de fitormdnios de crescimento (XIN et al., 2009), no auxilio
a nutricdo da planta, através da solubilizagdo de minerais (ROSA-MAGRI et al., 2012),
na producdo de sider6foros (WANG; CHI, 2009) e no controle biolégico de
fitopatogenos (ROSA et al., 2010).

3.4 Leveduras promotoras de crescimento vegetal

Estudos tém demonstrado a capacidade das leveduras em produzir compostos
bioativos importantes para as plantas, tais como fitorménios, aminoacidos, enzimas e
vitaminas. Também sao capazes de solubilizar macronutrientes como fésforo e calcio,
tornando-os disponiveis para as plantas (FU et al., 2016; MESTRE et al., 2016).

As leveduras possuem algumas adaptagbes vantajosas que permitem
sobreviver a uma ampla gama de condigbes ambientais, inclusive a competi¢cdes
existentes na microbiota do solo. As espécies de Candida crescem rapidamente
consumindo agucares simples e podem fazer fermentacdo anaerdbica, que se torna
util quando o solo esta cheio de agua e ausente de oxigénio (YURKOV, 2016).
Algumas espécies de leveduras utilizam derivados da hemicelulose como fonte de
alimento, ja outras assimilam intermediarios da degradacgéo da lignina, como acidos
ferulico, 4-hidroxibenzadixo e vanilico (MESTRE et al., 2011; YURKOV, 2016).

Ha ainda espécies que conseguem crescer em meios com baixa concentragao
de nutrientes (KIMURA et al., 1998). Destaca-se como adaptagdo vantajosa para

leveduras do solo, a capacidade de crescer em solos com oligotrofia de nitrogénio, o
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que permite a colonizagao em diversos substratos (BOTHA, 2011). Essa adaptacéao é
importante porque cerca de 96-98% do nitrogénio do solo € matéria organica como
complexos insoluveis, como a quitina, proteinas e acidos (VAN DER HEIJDEN et al.,
2008).

Como auxilio em defesa da planta, foi relatado que as leveduras reduzem as
taxas de doencgas das plantas (BOTHA, 2011; FU et al., 2016). A literatura descreve
que diferentes espécies de leveduras mostraram mecanismos diferentes do
antagonismo em diregcdo ao crescimento de fungos patdgenos radiculares (EL-
TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006; BOTHA, 2011).

Quanto a promocgao de crescimento, estudos sugerem que a sintese de AIA é
frequente entre as leveduras (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006; LIMTONG;
KOOWADJANAKUL, 2012; STRELESTSKII et al., 2016). Poder utilizar de
microrganismos produtores de AIA como inoculantes agricolas € vantajoso em relagao
a utilizacao de fitormonios sintéticos que possuem custos elevados (TSAVKELOVA et
al., 2006). Nassar et al. (2005) verificou aumento no crescimento de plantas de milho
com a inoculagao da levedura Cyberlindnera saturnus devido a indugao de AlA por ela
produzido. Xin et al. (2009) identificou trés isolados de leveduras endofiticas das
espécies Rhodotorula graminis e Rhodotorula mucilaginosa que foram obtidas de
caules de alamos do género Populus, como produtoras de auxinas in vitro.

Nutaratat et al. (2014) estudando isolados de levedura obtidos a partir do arroz
e cana-de-agucar verificaram que as leveduras das espécies Cryptococcus flavus,
Rhodosporidium paludigenum, Hannaellla sinensis e Torulaspora globosa, foram
capazes de produzir AlA, além de apresentar atividade de catalase. Os autores
também observaram que T. globosa apresentou antagonismo com patdogenos
fungicos através da producdo de compostos antifungicos volateis. Fu et al. (2016)
observaram a producédo de AIA por diversos géneros de leveduras isolados de
Drosera spatulata, como Aureobasidium, Candida, Dothideomycetes, Hanseniaspora,
Saccharomyces e Torulaspora. Também observaram a produgao de sideroforos por
Pseudozyma, Saccharomyces e Torulaspora que também se destacaram pela
capacidade de solubilizar fosfato bicalcico e fosfato tricalcico.

Rosa (2009) isolou da rizosfera da cana-de-agucar uma linhagem da espécie
Torulaspora globosa, e avaliou seu potencial no controle biolégico de fitopatdgenos,
observando resultados favoraveis contra fungos causadores de antracnose em milho

e sorgo. Durante a caracterizagcdo da espécie, testes apontaram que esta levedura é
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capaz de produzir compostos que estimulam o crescimento vegetal, como acido
indolacético e acidos organicos capazes de solubilizar minerais potassicos e fosfato
de célcio (DILARRI et al., 2012; ROSA-MAGRI et al., 2012).

3.5 Milho (Zea mays L.)

O milho (Zea mays L.) é uma espécie que pertence a familia Poaceae, nativa
da América Central e México. E cultivado em praticamente todas as regides agricolas
do mundo sendo utilizado como fonte de carboidratos e energia tanto para a
alimentacéo humana quanto animal (BOREM; GIUDICE, 2004).

Diversos fatores alteram o desenvolvimento da cultura do milho, como agua,
fotoperiodo e temperatura. A produtividade também & muito influenciada pela baixa
fertilidade dos solos, principalmente pela deficiéncia de nitrogénio (MAGALHAES et
al., 2002). De acordo com Gomes et al. (2016), a comunidade bacteriana encontrada
na rizosfera do milho é intensivamente investigada por uma série de estratégias, tendo
como objetivo melhorar sua produtividade e resisténcia a estresses bidticos e
abidticos.

Os géneros mais comumente encontrados na rizosfera de milho sé&o
Burkholderia, Pantoea, Enterobacter, Pseudomonas, Massilia, Sphingobium,
Sphingomonas, Agrobacterium, Rhizobium, Bradyrhizobium e Ochrobactrum
(JOHNSTON-MONUJE et al., 2016). Entre os grupos de bactérias e fungos associados
a disponibilizacdo de P no solo destacam-se os géneros Bacillus, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Enterobacter, Mesorhizobium, Paenibacillus, Pantoea,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Penicillium e Aspergillus (MARRA, 2012).

Picard e Bosco (2005) observaram produgdo de AIA por rizobactérias do
género Pseudomonas isoladas de milho. Sendo relatado que nas raizes das plantas
hibridas houve aumento da colonizagao de Pseudomonas AlA positivas, demostrando
uma superioridade dos hibridos em comparacao as linhagens parentais para o
recrutamento de bactérias benéficas. Producdo de AlA in vitro foi observada por
Nassar et al. (2005), pela levedura endofitica Williopsis saturnus, isolada da raiz de
milho, que também promoveu o crescimento das raizes e dos brotos de plantulas
quando inoculadas em sementes de milho.

Nakayan et al. (2013) investigaram as leveduras Meyerozyma quillermondii
(CC1), Rhodotorula mucilaginosa (CC2) e Meyerozyma caribbica (CC3), isoladas de

solo quanto as suas atividades de promog¢ao de crescimento de milho. Os autores
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observaram producgao de AlA e solubilizagdo de P em testes in vitro, aumento do vigor
de sementes, aumento do peso seco e absor¢ao de nutrientes em casa de vegetacao.
No campo, observaram efeito positivo sobre o crescimento do milho, rendimento de
sabugo, absor¢ao de nutrientes e contagem microbiana do solo rizosférico.

Como relatado, os microrganismos podem interagir de diferentes formas com
as plantas, funcionando coletivamente como um microbioma (GOMES et al, 2016).
Dentre estes, muitas fungdes tém sido atribuidas as leveduras encontradas no
ambiente, no entanto, devido a sua baixa concentracdo no solo em relacdo a outros
grupos microbianos, como bactérias e fungos filamentosos, ha uma maior escassez
de estudos direcionadas ao conhecimento do seu potencial como microrganismo
promotor de crescimento vegetal. Diante do exposto faz-se importante investigar o
potencial de leveduras como microrganismos promotores de crescimento vegetal

visando a sustentabilidade dos sistemas agricolas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Levedura avaliada

Para os ensaios, foi utilizada a linhagem de levedura Torulaspora globosa
(linhagem 6S01), isolada da rizosfera de milho (ALBERTINI, 2017; ROCHA, 2017), e
pertence ao banco de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia Agricola e
Molecular (LAMAM), da Universidade Federal de Sao Carlos, Centro de Ciéncias
Agrarias, campus de Araras/SP. A linhagem foi selecionada por ser produtora de acido
indol acético (AlA) (ALBERTINI, 2017), e solubilizadora de fosfato tricalcico (ROCHA,
2017), ambos mecanismos relacionados a promogao de crescimento vegetal.

Esta linhagem vem sendo mantida em tubos de ensaio com meio inclinado YEPD
(10 g.L" extrato de levedura. 20 g.L*' peptona. 20 g.L"' dextrose e 15 g.L-! agar),

cobertas com 6leo mineral, em geladeira a 8°C.
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4.2 Preparo do in6culo da levedura

Para o preparo do indculo de levedura, esta foi repicada em placas de Petri
com meio YEPD e incubada a 25°C até o desenvolvimento das col6nias. Uma algada
de células das coldnias crescidas foi transferida para Erlenmeyers de 125 mL com 50
mL de meio YEPD liquido, sob agitagao de 160 rpm, a 25°C por 48h. Apds esse tempo,
o conteudo dos Erlenmeyers foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos; o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em solugao salina
(NaCl 0,85%). Foi executado o teste de viabilidade antes da contagem das células,
que foi realizada em camara de Neubauer e padronizada de acordo com o

experimento.

4.3 Milho

As sementes de milho utilizadas nos experimentos pertencem a variedade AL
Piratininga — CATI (Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral), Peneira 22-L,
categoria S2, Safra: 13/14, Lote: PA-007/14, germinagao — 85%.

A variedade tem como principais caracteristicas o ciclo semi-precoce (135-145
dias), resisténcia moderada a doencgas, destaca-se na safrinha, é recomendada para
solos de baixa a alta fertilidade, apresenta rusticidade e adaptabilidade a diversos
ambientes, e €& excelente como opgao para producado de silagem (CATI, s.d.). A
variedade foi cedida ao laboratorio para pesquisa, e foi escolhida para os ensaios por
ter apresentado alta taxa de germinagcdo nas condigbes experimentais propostas
neste trabalho.

As sementes foram armazenadas em geladeira a 8°C até o momento da
utilizagdo. Para os experimentos, as sementes foram desinfetadas através de imersao
em solucéo de hipoclorito de sédio 2% por 20 minutos. Em seguida as sementes foram
lavadas com agua destilada estéril varias vezes para remogao do excesso de cloro e

deixadas para secar ao ar, dentro da camara de fluxo laminar.

4.4 Avaliagcao do desenvolvimento inicial de milho em cultivo em tubo com
vermiculita, inoculado com a levedura T. globosa (6S01) com adi¢ao ou nao de
glicose e/ou triptofano, em condi¢6es controladas.

Sementes de milho desinfetadas foram inoculadas com a imers&o destas em
suspensao de células da levedura T. globosa, na concentragdo de 1x103 células/mL.

A suspensao celular foi preparada em solugéo salina com adigéo de tween a 0,1%. As
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sementes foram mantidas imersas e sob agitacdo de 150 rpm por 20 minutos a
temperatura ambiente (£ 25°C), para possibilitar maior contato entre as sementes e
as células da levedura. Foram consideradas como tratamento controle, sementes
imersas em solucdo salina e tween, e mantidas nas mesmas condi¢cbes descritas
acima. Apos o tratamento, as sementes foram colocadas para germinar em placa de
Petri com papel filtro estéril umedecido (6 sementes por placa) (Figura 1). As placas
foram incubadas em BOD a 25°C por 3 dias no escuro. Apds a germinagao, as
sementes com radiculas de tamanho semelhante (Figura 2), foram selecionadas com
0 objetivo de padronizar o tamanho das plantas, dentro do tratamento (sementes

inoculadas ou sementes nao inoculadas).

Figura 1. Sementes de milho em placa de Petri com papel filtro umedecido (foto do
préprio autor).

As sementes selecionadas foram transferidas para tubo de vidro (5 x 30 cm) com
100 mL de vermiculita estéril, umedecida com 70 ml de meio de cultura MS (meio
comercial M5519 da empresa Sigma-Aldrich) estéril (Figura 3). O meio MS recebeu a
adicdo de glicose (20 g/L) foi constante e definida com base na porcentagem da
mesma no meio YEPD, comumente e utilizado para o crescimento das colénias de
leveduras, e/ou triptofano (0,1%) (NUTARAT et al, 2015)também constante, além de
nova inoculagéo de 1 mL de suspensao de células da levedura (1x103 células/mL), de
acordo com cada tratamento (Quadro 1). O tubo foi fechado com filme plastico para

impedir a contaminacao do seu interior.
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Os tubos foram mantidos, durante a incubagdo, em uma base protegida da
exposi¢cao da luz, simulando a condi¢cédo da raiz no solo (Figura 4). Os tubos foram
incubados em fitotron (Figura 5), por 12 dias a 27°C (+ 2°C) e fotoperiodo de 12 horas.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 16

tratamentos, como descrito no Quadro 1, e seis repeticdes por tratamento.

Figura 2. Semente de milho germinada. Detalhe da radicula, que foi utilizada como

parametro para selegdo das sementes que foram transferidas para o tubo com
vermiculita. (Foto: Gabrielle Alves).
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Figura 3. Sementes germinadas apos transferéncia para o tubo de ensaio com
vermiculita umedecida com meio MS (foto do préprio autor).

Figura 4. Suporte dos tubos, com a manutencgéo da vermiculita e sistema radicular no
escuro (foto do proéprio autor).

Figura 5. Equipamento Fitotron, utilizado para incubagéo das plantas (foto do proprio
autor).
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Quadro 1. Descri¢cao dos tratamentos utilizados no experimento com inoculacéo de T.

globosa (6S01) nas sementes e/ou plantas de milho.

Tratamento Inoculagao Inoculagao Triptofano Glicose
Semente Planta (0,1%) (20 g/L)

T Presente Presente Ausente Ausente
T2 Presente Presente Presente Ausente
T3 Presente Presente Ausente Presente
T4 Presente Presente Presente Presente
T5 Presente Ausente Ausente Ausente
T6 Presente Ausente Presente Ausente
T7 Presente Ausente Ausente Presente
T8 Presente Ausente Presente Presente
T9 Ausente Presente Ausente Ausente
T10 Ausente Presente Presente Ausente
T11 Ausente Presente Ausente Presente
T12 Ausente Presente Presente Presente
T13 Ausente Ausente Presente Ausente
T14 Ausente Ausente Ausente Presente
T15 Ausente Ausente Presente Presente
T16 Ausente Ausente Ausente Ausente

Apds 7 dias, o filme plastico que tampava o tubo (para evitar contaminagao) foi
retirado para possibilitar o pleno desenvolvimento da planta, que ultrapassou o
comprimento do tubo (Figura 6).
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Figura 6. Plantas de milho ap6s 7 dias de incubacéo, alcangando o limite do tubo (foto
do préprio autor).

Quinze dias apoés a transferéncia das sementes pré-germinadas para o tubo,
as plantas foram avaliadas. Foram realizadas as analises de comprimento de raiz e
parte aérea, com o auxilio de uma régua. Também foi determinada a matéria seca da
parte aérea e da raiz; para tanto a planta foi separada (raiz e parte aérea) com o uso
de um bisturi, e cada segmento, de cada planta, foi colocada em um saco de papel,
individualmente. Os sacos foram mantidos em incubadora de secagem, a 60°C até
peso constante. A massa seca das plantas foi determinada em balanga analitica e os
resultados expressos em miligramas.

O mesmo experimento foi repetido, nas mesmas condicbes e tratamentos
anteriormente descritos, apenas com a alteracdo da concentragdo de células da
levedura T. globosa, para 1x10° células/mL, nos tratamentos em que foi realizada a

inoculacdo das sementes e/ou plantulas de milho.
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4.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de LSD de Fisher a 5% de significancia. As analises
foram realizadas utilizando o software Statistica V.7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas germinaram na porcentagem informada pelo lote utilizado, 85% de
germinagao. Nao se observou diferenga na germinagao entre as sementes inoculadas
e nao inoculadas. O processo de desinfecgcao também possibilitou a obtencdo de
sementes com auséncia visivel de contaminagao fungica ou bacteriana. Este ponto foi
importante para o andamento do experimento, que tinha por objetivo o
desenvolvimento de plantas com auséncia de microrganismos enddfitos e/ou epifitos,
para a avaliagdo da agcdo, com o maximo de exclusividade, da levedura T. globosa
sobre a planta.

Quanto a analise das plantas apds o desenvolvimento nos tubos com
vermiculita, pode-se observar na Figura 7 que, para o comprimento da raiz, os
tratamentos com melhores resultados foram T1, T5 e T9, que consistem nas plantas
que receberam a inoculacdo da levedura nas sementes e na planta, somente na
semente, e somente na planta, respectivamente. Os resultados, porém, nao diferem
do tratamento controle (T16 - sem inoculag&o ou adigéo de triptofano e/ou glicose). E
importante notar que o mesmo padrao foi observado para as duas concentragoes de
células utilizadas (1x108 células/mL e 1x103 células/mL) (Figura 7 - A e B).

A adicao de triptofano nas plantas inoculadas (T2, T6 e T10) originou raizes
mais curtas. Resultado semelhante foi obtido nas plantas tratadas com triptofano, sem

inoculagao (T13). As plantas que receberam adi¢ao de glicose e inoculagao (T3, T4,
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T7, T8, T11 e T12) foram as que apresentaram as menores raizes. Nao houve
diferenga, porém, do resultado obtido nas plantas tratadas com glicose e sem

inoculagao da levedura (T14) (Figura 7).
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Figura 7. Comprimento de raiz de milho para os tratamentos avaliados. A — Inoculagéo
de T. globosa na concentragdo de 1x10° células/mL e B - inoculagéo de T. globosa na
concentracédo de 1x103 células/mL de levedura T. globosa. As barras representam o
erro padrao da média. Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre
as médias pelo Teste de Fisher (p<0,05). Tratamentos descritos na Tabela 1, pag. 19.

Para a massa seca da raiz, os resultados para o indculo de 1x10° células/mL,
seguiram o mesmo padrdo observado para o comprimento da raiz. Os melhores
resultados foram observados para os tratamentos T1, T5, T9 e T16. A excegao, para
este parametro foi o T6 (inoculagdo das sementes e adigdo de triptofano), que néo

diferiu do tratamento T5 (somente inoculacdo das sementes). Para os outros
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tratamentos com inoculagao (T1 e T9), quando a adigao de triptofano e/ou glicose foi

realizada, o efeito foi prejudicial a produgdo da massa seca radicular. A adicdo de

glicose apresentou-se como muito prejudicial para o desenvolvimento da raiz (Figura

8 —AeFigura9 - A).
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Figura 8. Massa seca de raiz de milho para os tratamentos avaliados. A — Inoculagao
de T. globosa na concentragdo de 1x108 células/mL e B - inoculagéo de T. globosa na
concentragédo de 1x103 células/mL de levedura T. globosa. As barras representam o
erro padrdo da média. Letras diferentes indicam que ha diferenga significativa entre
as médias pelo Teste de Fisher (p<0,05). Tratamentos descritos na Tabela 1, pag. 19.
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Figura 9. A - Raizes das plantas que receberam adigéo de glicose (20 mg/L) no meio
de cultura MS. (T3 — inoculacédo de semente e planta; T7 —inoculagao de semente; T4
— inoculagao de semente e planta e adi¢cao de triptofano; T8 — inoculagcao de semente
e adicao de triptofano; T11 — inoculagcdo da planta; T14 — sem inoculagdo; T12 —
inoculagao de planta e adicdo de triptofano; T15 — adi¢cdo de triptofano). B —
Tratamentos que receberam apenas a adigédo de Triptofano (0,1%) no meio de cultura
MS. (T2 - inoculagdo de semente e planta; T6 — inoculagdo de semente; T10 —
inoculagdo da planta; T13 — sem inoculagdo). C - Tratamentos com melhores
resultados de desenvolvimento radicular (T1, T5 e T9 — inoculagao da levedura em
semente e planta, somente semente e somente planta, respectivamente; T16 —
tratamento controle). Plantas inoculadas com suspenséo de 1x108 células/mL.
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Quando os resultados de massa seca de raiz sdo considerados para o indculo
de 1x103 células/mL, o padrao ndo se repetiu, como observado na concentragio de
indculo superior. A adi¢cao de triptofano nos tratamentos com inoculagao da levedura
(T2, T6 e 10) apresentou resultados superiores daqueles em que apenas a inoculagao
foi realizada. Destaque dado aos tratamentos T2 e T6, os quais receberam inoculagao
na semente e planta, e somente na semente, respectivamente. Os resultados, porém,
nao diferiram do tratamento controle (T16) (Figura 8 — B).

Nos tratamentos nos quais a levedura foi inoculada e houve a adigao de glicose,
ocorreu provavelmente o processo de fermentagao na rizosfera das plantas de milho,
com a producgdo de etanol e CO2. Foi possivel observar nos tubos que receberam
glicose, ocorreu o estufamento do filme plastico que protegia o interior do tubo de
contaminacao (Figura 10) e também ao retirar o plastico apds 7 dias, notou-se a
presenca de cheiro caracteristico de fermentacao. Este fato deve ter sido estimulado
pela presenca do filme plastico tampando os tubos de ensaio durante os primeiros
dias do experimento, que foi usado para evitar a contaminacdo da planta e da
vermiculita. Considerando que a levedura T. globosa é capaz de fermentar glicose na
auséncia de oxigénio, este fato pode ter sido o responsavel pelo prejuizo ao

desenvolvimento do vegetal (Figura 8 — A)

Figura 10. Detalhe do estufamento do filme plastico nos tratamentos inoculados com
a levedura e com adigao de glicose no meio.
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A decisao quanto ao uso de leveduras como promotoras de crescimento
vegetal deve considerar caracteristicas do seu metabolismo energético e as condigdes
que a levedura vai enfrentar quando inoculada na rizosfera. O solo € um ambiente que
pode apresentar nichos anoxicos, os quais proporcionam condi¢gdes ideais para a
fermentacao. Conforme Moreira, Siqueira (2006) o processo fermentativo ocorre com
polimeros organicos, agucares e aminoacidos e sao importante fontes de carbono e
energia para diversos organismos, no entanto, varios metabdlitos anaerobios séo
fitotoxicos para as plantas mesmo em baixas concentragbes, podendo inibir o
crescimento das raizes. Neste caso, a ocorréncia de fermentagao etandlica, por
exemplo, dependendo da intensidade, pode promover aumento significativo da
concentracdo de CO:2 e etanol, o que pode afetar a respiragdo aerdbia radicular,
causar toxicidade e prejuizo ao desenvolvimento da planta. As condi¢des
apresentadas neste experimento proporcionaram ambiente favoravel a fermentagao
pela levedura, o que refletiu nos resultados observados em todos os tratamentos em
que a inoculagéo da levedura e a adi¢cao de glicose foi realizada.

A utilizagdo da glicose nos tratamentos teve por objetivo fornecer a levedura
uma fonte de carbono, para seu estabelecimento na rizosfera do milho. Todavia em
condi¢des naturais, as plantas secretam diversos exsudatos radiculares, dentre eles
agucares, que podem servir como fonte de carbono para a flora microbiana (BADRI;
VIVANCO, 2009). Sdo através desses compostos que 0s microrganismos sao
capazes de se estabelecer e auxiliar o desenvolvimento da planta (CHEN et al., 2006;
NAKAYAN et al., 2013).

Para o comprimento da parte aérea, a inoculagdo das sementes e/ou plantas
com a levedura, e/ou a adigao de triptofano no meio, ndo promoveram incremento ao
tratamento controle (T16). Para os tratamentos que receberam a concentragéo maior
de células (1x10° células/mL) e glicose (T3, T4, T7, T8, T11, T12), ou glicose e/ou
triptofano (T14 e T15) foi observado prejuizo ao desenvolvimento da planta (Figura 11
— A), semelhante ao observado para o desenvolvimento radicular. Para as plantas que
receberam uma concentragdo menor de células de levedura (1x102 células/mL), todos
os tratamentos (inoculagdo com levedura, e/ou adicao de triptofano e/ou glicose)
originaram plantas com tamanho inferior ao controle. Os tratamentos nao diferiram

entre sim (Figura 11 — B).
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Figura 11. Comprimento da parte aérea de plantas de milho para os tratamentos
avaliados. A — Inoculagéo de T. globosa na concentragdo de 10° células/mL e B -
inoculagdo de T. globosa na concentragéo de 103 células/mL de levedura T. globosa.
As barras representam o erro padrdao da média. Letras diferentes indicam que ha
diferenga significativa entre as médias pelo Teste de Fisher (p<0,05). Tratamentos
descritos na Tabela 1, pag. 19

Para a variavel massa seca da parte aérea, para os tratamentos com o inéculo
mais concentrado (1x10° células/mL), os melhores resultados foram observados nos
tratamentos T5 e T9; estes, porém, ndo diferiram do tratamento controle T16 (Figura
12 — A). E importante observar que, quando o triptofano é adicionado, nos tratamentos
T6 e T10, ha uma queda significativa na massa seca vegetal (Figura 12 — A). Outro
ponto importante observado € que a dupla inoculagdo (na semente e na planta), no

tratamento T1, proporcionou resultados inferiores ao controle, mostrando que uma
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maior concentracdo de inoculacdo nao favoreceu o desenvolvimento da parte aérea

do vegetal, diferente do que foi observado no mesmo tratamento para massa seca da

raiz.
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Figura 12. Massa seca da parte aérea de plantas de milho para os tratamentos
avaliados. A — Inoculagéo de T. globosa na concentragdo de 10° células/mL e B -
inoculagdo de T. globosa na concentragédo de 103 células/mL de levedura T. globosa.
As barras representam o erro padrdao da média. Letras diferentes indicam que ha
diferenga significativa entre as médias pelo Teste de Fisher (p<0,05). Tratamentos
descritos na Tabela 1, pag. 19

Para a variavel massa seca da parte aérea, quando o inéculo empregado foi o

menos concentrado (1x103 células/mL), novamente observa-se que os tratamentos
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com melhores resultados foram os T1, T5, T9 e T16, entretanto estatisticamente séo
iguais (Figura 12 — B). Apesar dos resultados de comprimento de massa area nao
diferirem entre os tratamentos (apenas do controle), os dados de massa seca
confirmam que a adicdo de glicose e/ou triptofano no meio foi prejudicial ao
desenvolvimento vegetal. A inoculagdo das sementes e/ou plantas de milho com
células de levedura nao promoveu o incremento de massa vegetal, uma vez que os
tratamentos nao diferiram do controle.

A inoculagdo das plantas com células da levedura rizosférica T. globosa,
produtora de alta quantidade de AIA in vitro na presenga de triptofano (OLIVERIA,
2016; ALBERTINI, 2017) e a adi¢cao de triptofano no meio, pode ter prejudicado o
desenvolvimento vegetal devido a produgdo de concentragdes de AIA acima das
desejaveis a rizosfera do milho. Schlindwein et al. (2008) avaliaram a inoculagédo de
Bradyrhizobiun sp. (TV-13) e a adigao de triptofano em sementes de alface; os autores
observaram que a linhagem apresenta alta produg¢ao de AIA na presenca de triptofano
(in vitro). Na planta o tratamento (bactéria e triptofano) promoveu prejuizo no
desenvolvimento, tanto da raiz como da parte aérea das plantulas.

Cabrini (2018), avaliando a acédo da levedura T. globosa (5S55) e seus
metabdlitos na germinagdo e desenvolvimento inicial de alface, em condigbes
controladas, observaram que a raiz da cultivar de alface Crocantela foi a parte da
planta mais afetada pela inoculacdo das sementes; quando as sementes foram
tratadas com o metabdlito da levedura e o triptofano foi adicionado, as raizes
apresentaram maior didmetro. No entanto, prejuizo nas variaveis area e comprimento
de raiz foram observados para cultivar de alface Valentina nos tratamentos com
adicdo de triptofano (com levedura ou metabdlito).

Os resultados obtidos nesse trabalho apresentaram diferentes respostas para
as duas concentracdes de células utilizadas como inéculo. Por isso foi realizada a
comparacgao entre os tratamentos considerando apenas a inoculagao de células, nas
diferentes concentragcdes, com o tratamento controle, para os diferentes parametros

avaliados (Figura 13, 14 e 15).
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Figura 13. Comparagdo das concentragdes de células avaliadas como inéculo na
semente e planta, sem adi¢do de glicose e/ou triptofano, no comprimento e massa
seca da raiz e parte aérea. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica
entre os parametros de raiz, e letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os
parametros de parte aérea, pelo Teste de Fisher (p<0,05).

E possivel observar na figura 13, que o inéculo mais concentrado proporcionou
resultados melhores que o in6culo menos concentrado para comprimento de raiz e
parte aérea (sem diferenca estatistica), e massa seca de raiz, para a dupla inoculagao

(semente e planta).
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Figura 14. Comparacao das concentragdes de células avaliadas como inéculo apenas
inoculagdo na semente, sem adi¢cado de glicose e/ou triptofano, no comprimento e
massa seca da raiz e parte aérea. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca
estatistica entre os parédmetros de raiz, e letras minusculas indicam diferenca
estatistica entre os parametros de parte aérea pelo Teste de Fisher (p<0,05).

Na figura 14, onde a inoculacdo é apenas da semente, o indculo mais
concentrado é superior numericamente para comprimento da parte aérea e a massa
seca da parte aérea e raiz, porém sem diferenca estatistica com inoculagdo 103
células/mL e sem inoculagéo.
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Figura 15. Comparagéo das concentragdes de células avaliadas como in6culo, com
inoculagao apenas na planta, sem adigao de glicose e/ou triptofano, no comprimento
e massa seca da raiz e parte aérea. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca
estatistica entre os parametros de raiz, e letras minusculas indicam diferenca
estatistica entre os parametros de parte aérea, pelo Teste de Fisher (p<0,05).

Para a inoculagao da planta, o mesmo inéculo foi superior para comprimento
de raiz e parte aérea, e para massa seca da parte aérea e raiz. Importante notar que,
apesar desta maior concentragao celular ter apresentado melhores resultados, estes
nao foram superiores ao tratamento controle. Excecéo foi observada para massa seca

de raiz e parte aérea, o qual foi superior ao controle (Figura 15).
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Estudos apresentados por Kapulnik et al. (1985) mostra que altos niveis de
inoculagao inicial em plantas inoculadas com Azospirillum foi negativa, como o
ocorrido neste estudo. Acredita-se que é devido a competigdo por nutrientes com as
plantas, no inicio do desenvolvimento da colbnia.

Outros trabalhos mostraram que a inoculagao da levedura rizosférica T.
globosa (linhagem 5S55) em tomate (OLIVEIRA, 2016) e alface (CABRINI, 2018)
apresentaram resultados positivos no incremento do desenvolvimento vegetal.
Oliveira (2016) estudando o desenvolvimento de mudas de tomate inoculadas por T.
globosa (linhagem 5S55), verificou que a presenga da levedura promoveu
incrementos no crescimento da planta, tanto para altura da parte aérea, quanto para
comprimento de raiz, cujos resultados para esses paradmetros foram superiores aos
resultados obtidos pelo tratamento controle, sem inoculagao.

Nakayan et al. (2013) avaliando a promog¢ao de crescimento vegetal por
Meyerozyma quilliermonddi (CC1), Rhodotorula mucilaginosa (CC2) e Meyerozyma
caribbica (CC3), em milho e alface em casa de vegetagdo, observaram resultados
satisfatorios para vigor de sementes, altura de planta e massa seca de milho quando
comparada ao controle sem inoculagéo. As linhagens de levedura avaliadas por
Nakayan et al. (2013) apresentaram, em ensaios in vitro, capacidade de produgao de
AlA e solubilizacdo de P. Os autores também observaram que M. guilliermondii (CC1)
aumentou a captacéo total de N, P, K, Fe, Mn e Zn em comparagédo com o controle.

Nassar et al. (2005) analisaram promogao de crescimento vegetal em plantas
de milho em casa de vegetacgao, na presencga e auséncia de triptofano, estudando a
levedura Williopsis saturnus (produtora de AlA) e Rhodotorula glutinis (n&o produtora
de AIA). Os autores observaram que a adicdo de triptofano afetou de forma
significativa o desenvolvimento da planta e promoveu aumento da concentragéo
enddégena de AlA nas raizes e parte aérea de plantulas, mesmo sem a presencga da
levedura. E conhecido que microrganismos promotores de crescimento vegetal afetam
o sistema radicular das plantas inoculadas, com estimulo ao desenvolvimento de
pelos radiculares, e mudanca da sua arquitetura. Esta alteracao afeta a absorgao dos
nutrientes pela planta, que por sua vez, afeta o desenvolvimento da parte aérea,
promovendo maior produg¢ao de biomassa (BERENDSEN, 2012).

Bais et al. (2006) ressalta, porém, que a interagdo dos microrganismos com 0s
plantas pode ser benéfica, prejudicial ou neutra, dependendo de fatores importantes:

a exsudacao radicular (agua, agucares, esterdis, etc.), que estimula e alimenta a
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microbiota; a constituicdo da comunidade microbiana presente na raiz, € 0 sucesso
da colonizagao daqueles microrganismos que podem trazer beneficios para a planta.
A grande biodiversidade na rizosfera € um desafio para a pesquisa sobre as relagdes
entre as plantas e os microrganismos. Além disso, os membros das comunidades
microbianas também interagem uns com os outros, e essas interagbes podem ou nao
favorecer o desenvolvimento da planta (SASSE; MARTINOIA, 2018).

Estudos mostram que o numero de leveduras presentes na rizosfera pode ser
pequeno em comparagdo ao de outros microrganismos rizosféricos, como fungos
filamentosos e bactérias (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006; ROSA-MAGRI
etal., 2012), e por isso poucos trabalhos sao encontrados na literatura sobre a atuagéo
deste grupo como promotores de crescimento vegetal. Assim esse estudo contribui
para o melhor entendimento do papel das leveduras rizosféricas nesta funcao, e
mostra que ha potencial para que esse grupo atue de forma benéfica no incremento
do desenvolvimento do milho.

Dentre as variaveis avaliadas neste trabalho, foi observado que a adigao de
triptofano e a inoculacdo das sementes foram as que se apresentaram mais
significativas. Por isso os dados comparativos destas variaveis estdo apresentados
nas figuras 16, e 17.

E possivel encontrar na literatura trabalhos que relatam o uso de triptofano
como bioestimulante, responsavel por proporcionar incrementos no desenvolvimento
vegetal (NASSAR et al, 2005; SUN et al, 2014; OLIVEIRA, 2016). Este dado esta
relacionado ao fato deste aminoacido ser empregado, por microrganismos € pela
prépria planta, como precursor da producao de AlA (auxina) (PATTEN; GLICK, 1996).
Neste trabalho, porém, os tratamentos com triptofano, independente da inoculagéo ou
nao da semente, apresentaram as menores meédias quando comparado aos
tratamentos sem triptofano. Este dado foi observado para comprimento da raiz para
as duas concentragdes de indculo (Figura 16 e 17). Nao foi observada diferenga para
comprimento de parte aérea. O resultado se repete quando avaliamos a massa seca

de raiz, para o indculo mais concentrado.
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Figura 16. Comprimento e massa seca da raiz e parte aérea de plantas de milho para
os tratamentos avaliados — inoculagéo ou ndo de T. globosa na concentragéo de 10°
células/mL e adicdo ou ndo de triptofano. Letras minusculas diferentes indicam
diferenga significativa entre os parédmetros de raiz, e letras maiusculas diferentes
indicam diferencga significativa entre os parametros da parte aérea pelo Teste de
Fisher (p<0,05).

Para massa seca de raiz para o in6culo menos concentrado, porém, podemos
notar que o tratamento com semente inoculada e adi¢cao de triptofano apresentou

resultado superior. Para massa seca da parte aérea, e para o in6culo menos

concentrado, a auséncia de triptofano apresentou os melhores resultados (Figura 17).
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Figura 17. Comprimento e massa seca da raiz e parte aérea de plantas de milho para
os tratamentos avaliados — inoculagéo ou ndo de T. globosa na concentragéo de 103
células/mL e adicdo ou ndo de triptofano. Letras minusculas diferentes indicam
diferenga significativa entre os parametros de raiz, e letras maiusculas diferentes

indicam diferenca significativa entre os parametros da parte aérea pelo Teste de
Fisher (p<0,05).
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6 CONSIDERACOES

Esse € um estudo inédito, porém preliminar, uma vez que foi realizado em
condigdes controladas, e apenas com analise do desenvolvimento inicial da planta de
milho. Os resultados obtidos sdo promissores e motivam estudos mais aprofundados,
com o emprego da inoculagao das plantas em solo nao estéril, em casa-de-vegetagéo
e no campo. Otimizar a concentracido de células no indculo e avaliar a melhor forma
de inoculagdo, s&o pontos imperativos para futuras investigagbes. Além é claro, é
importante buscar a compreensao sobre como ocorre a relagéo entre a planta e o
microrganismo, para desta forma, fomentar esta associagao de forma a promover o
incremento do desenvolvimento vegetal. Com isso, pode-se propor alternativas as
tecnologias bioldgicas atualmente presentes no mercado, as quais auxiliam o produtor
a realizar uma agricultura mais sustentavel, com menor custo e maior produgéo.

Novos estudos devem ser realizados, com a inoculagdo do microrganismo em
diferentes niveis de estresse oxidativo e concentracao ideal como indculo inicial, para
avaliar as melhores condi¢des para estimular a relagdo benéfica entre a levedura e a

planta, observada em outros estudos, com outras espécies vegetais.
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7 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos € possivel concluir que:

- a adigao de glicose 20 mg/mLnos tratamentos com inoculagdo da levedura,
promoveu prejuizo no desenvolvimento inicial das plantas de milho, tanto para a raiz
como para a parte aérea;

- a adicéo de triptofano a 0,1% nos tratamentos com inoculagdo da levedura
promoveu prejuizo no desenvolvimento das plantas na maioria dos tratamentos,
exceto para massa seca da raiz, quando a inoculacio foi na semente e na planta, ou
somente na semente, na menor concentragao de células, e somente na semente na
maior concentracao de células.

- 0 inoculo com 1x10® células/mL apresentou melhores resultados de
incremento do desenvolvimento do milho, se comparado ao indculo de 1x103
células/mL, exceto quando avaliada a parte aérea do milho, nos tratamentos com
inoculacdo na semente e na planta; para comprimento ndo houve diferenca entre as
concentracdes de células. Para massa seca, a maior concentragdo apresentou
melhores resultados quando a inoculagao foi realizada somente na planta.

- as condicdes propostas no experimento estimularam a fermentacao etandlica
pela levedura. Este fato € um alerta quanto ao potencial deletério da levedura para o

desenvolvimento da planta.
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