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EFEITO DA INOCULACAO DA LEVEDURA Torulaspora globosa E DA BACTERIA
Bacillus subtilis NO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLANTAS DE MILHO

Autor: LIZ EVELYN GRIMALDI GOMEZ
Orientador: Profa. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

RESUMO

O milho (Zea mays) é uma das culturas mais importantes do mundo, fonte de
alimentacdo humana e animal. O Brasil € um dos maiores produtores da cultura, sendo
o terceiro maior produtor e 0 segundo maior exportador mundial. Considerando a
importancia da agricultura para a economia do pais, e a importancia da cultura no
contexto nacional, estudos que possibilitem aumento da produtividade agricola, além
de manejos agrondmicos menos custosos e mais sustentaveis sao fundamentais. O
estudo das associacdes entre as plantas e microrganismos do solo tem mostrado
resultados interessantes quanto a promocao de aumento de produtividade vegetal,
além de possibilitar melhorias na nutricdo vegetal e maior resisténcia das plantas a
estresses bibticos e abibticos. Considerando o exposto, o objetivo desta dissertacdo
foi avaliar a inoculacdo de sementes e plantulas de milho com células da levedura
Torulaspora globosa (6S01) e/ou da bactéria Bacillus subtilis (ENDO26) na
emergéncia, desenvolvimento inicial de plantas de milho, além da associacdo com
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sob condi¢cdes de casa-de-vegetacdo. A
inoculacao iniciou ap0s a semeadura, e se repetiu em dias alternados por 7 dias.
Foram utilizados 10 vasos por tratamento (levedura, bactéria, levedura + bactéria,
controle com agua). Os resultados de emergéncia de plantas mostraram que o
tratamento com células de levedura proporcionou maior velocidade de emergéncia e
maior porcentagem de plantas. Os resultados mostraram, porém, que o tratamento
com células da bactéria proporcionou maior crescimento em comprimento, porém com
menor massa seca na parte aérea. O inverso foi observado para as plantas tratadas
com células de levedura, que tiveram menor comprimento, porém maior massa seca.
Quanto ao numero de folhas ndo houve diferenca entre a inoculacao isolada dos
microrganismos. Quanto ao desenvolvimento radicular, tanto em comprimento quanto
massa seca, a dupla inoculacdo foi a que apresentou melhores resultados. Quanto
aos FMA, foi possivel observar que a inoculacdo da bactéria promoveu aumento
significativo dos esporos do solo e da colonizacéo radicular. A levedura ficou atrés,
porém a inoculacdo desta mostrou ser superior ao controle. Concluimos que a
inoculacdo das plantas de milho com a levedura T. globosa e/ou com a bactéria B.
subtilis promoveu significativo crescimento vegetal, e causou altera¢gées na microbiota
natural do solo, sendo linhagens com potencial para serem empregadas em produtos
bioldgicos para agricultura.

Palavras-chave: microrganismos promotores de crescimento vegetal; fungos
micorrizicos arbusculares, associacao entre plantas e microrganismos; Zea mays
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EFFECT OF INOCULATION OF THE YEAST Torulaspora globosa AND THE
BACTERIA Bacillus subtilis ON THE INITIAL DEVELOPMENT OF MAIZE PLANTS

Author: LIZ EVELYN GRIMALDI GOMEZ
Adviser: Prof2. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

ABSTRACT

Maize (Zea mays) is one of the most important crops in the world, a source of
human and animal food. Brazil is one of the largest producers of the crop, being the
third largest producer and the second largest exporter in the world. Considering the
importance of agriculture for the country's economy, and the importance of culture in
the national context, studies that enable an increase in agricultural productivity, in
addition to less costly and more sustainable agronomic management, are essential.
The study of associations between plants and soil microorganisms has shown
interesting results in promoting increased plant productivity, in addition to enabling
improvements in plant nutrition and greater plant resistance to biotic and abiotic
stresses. Considering the above, the objective of this dissertation was to evaluate the
inoculation of maize seeds and seedlings with cells of the yeast Torulaspora globosa
(6S01) and/or the bacteria Bacillus subtilis (ENDO26) in the emergence and initial
development of maize plants, in addition to the association with arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) under greenhouse conditions. Inoculation began after sowing and was
repeated every other day for 7 days. 10 vessels were used per treatment (yeast,
bacteria, yeast + bacteria, control with water). The plant emergence results showed
that the treatment with yeast cells provided a faster emergence speed and a higher
percentage of plants. The results showed, however, that treatment with bacteria cells
provided greater growth in length, but with lower dry mass in the aerial part. The
opposite was observed for plants treated with yeast cells, which had shorter length but
greater dry mass. Regarding the number of leaves, there was no difference between
the isolated inoculation of microorganisms. Regarding root development, both in length
and dry mass, double inoculation was the one that showed the best results. As for
AMF, it was possible to observe that the inoculation of the bacteria promoted a
significant increase in soil spores and root colonization. The yeast lagged, but its
inoculation proved to be superior to the control. We concluded that the inoculation of
corn plants with the yeast T. globosa and/or the bacteria B. subtilis promoted significant
plant growth and caused changes in the natural microbiota of the soil, being strains
with the potential to be used in biological products for agriculture.

Key-words: plant growth-promoting microorganisms; arbuscular mycorrhizal fungi,
association between plants and microorganisms; Zea mays



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas mais importantes do mundo e um dos
principais organismos usados como modelo genético (ANDORF et al., em 2019). Entre
0S cereais mais cultivados globalmente, o milho ocupa uma posi¢do de destaque.
Conforme Coelho (2021), o Brasil € o terceiro maior produtor e o segundo maior
exportador mundial. De acordo com o ultimo levantamento da CONAB (Companhia
Nacional de Abastecimento), em setembro de 2023, o Brasil encerrou a safra de
2022/2023 com uma producdao total de 322,8 milhdes de toneladas, o que representa
um aumento de 18,4% (50,1 milhdes de toneladas) em comparacdo com o periodo
anterior, estabelecendo assim um novo recorde. Esses numeros evidenciam a
importancia crescente da cultura do milho no Brasil e seu papel fundamental na
economia agricola do pais.

O milho é conhecido por ser uma fonte significativa de nutrientes essenciais,
incluindo energia, proteinas, gorduras e fibras. Em sua composicdo, em base seca,
aproximadamente, 72% consistem em amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibras e 4%
de 6leo. Esses componentes tornam o milho um alimento versatil e valioso em varias
dietas ao redor do mundo (APARECIDA et al., 2015). Se destaca por ser, um cereal
amplamente consumido em todo o mundo, desempenha um papel crucial na
alimentacdo tanto humana quanto animal, na qual, entre 60% e 80% do volume total
de milho produzido no pais é destinado a alimentac@o animal nas quais 0s principais
sdo bovinos, suinos e aves (CONSULTORIA, 2022; KLEIN; VIDAL LUNA, 2020; CNA,
2023). O cultivo é dividido em duas épocas a primeira € denominada safra, ocorrendo
durante o verdo, e a segunda é chamada de safrinha (DUARTE et al., 2015), essa
distincao ressalta a importancia desse cereal na agricultura.

Considerando a importancia desta cultura, é fundamental explorar novas
abordagens no seu manejo. O uso de microrganismos que promovem o crescimento
vegetal (MPCV) emerge como uma alternativa que pode contribuir para o aumento da
producdo agricola sem o aumento do uso de produtos quimicos toxicos e poluentes
(ROJAS et al., 2020). Os microrganismos associados com as plantas sdo essenciais
na germinacdo das sementes e no desenvolvimento saudavel das culturas (FIRDOUS
et al.,, 2019). O estudo da interacdo entre plantas e microrganismos nos ajuda a

compreender os fendmenos desse ecossistema, possibilitando o desenvolvimento de



tecnologias agrondmicas sustentaveis, com menor impacto ambiental (ROJAS et al.,
2020).

Na literatura € possivel encontrar trabalhos que mostram o papel de bactérias,
leveduras, fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e outros grupos microbianos na
promocao do crescimento vegetal. Atuam direta ou indiretamente na planta, auxiliando
seu desenvolvimento, sua nutricdo, protegendo contra o ataque de pragas e doencgas,
ou induzindo sua resisténcia contra estresses bidticos e abidticos. Sua agao pode ser
classificada em trés categorias principais, bioestimuladores, biofertilizantes e agentes
de biocontrole (LOPES et al., 2021).

Dentre os microrganismos conhecidos por promover o crescimento vegetal as
rizobactérias promotoras do crescimento (RPCP) desempenham um papel
particularmente importante, pois colonizam de forma intensa as raizes das plantas e
promovem o estimulo do crescimento vegetal (MAPA, 2021). Podem exercer efeitos
positivos nas plantas por meio de diferentes mecanismos, como a melhora da
absorcao de nutrientes pela planta, por meio da solubilizacdo de fosfatos, da fixacéo
de nitrogénio, além da sintese de fitohormonios, como o acido indol acético (AlA)
(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016; ZEILINGER et al., 2016). As RPCP podem ser
empregadas na agricultura como biofertilizante e no biocontrole, sendo atuamente
bastante utilizadas na producdo agricola (FILHO et al., 2010; WU et al., 2019).
Rizobactérias do género Bacillus sdo amplamente conhecidas por promover o
crescimento vegetal e melhorar a eficiéncia fotossintética, (LANNA et al., 2010). A
espécie Bacillus subtillis tem a capacidade de produzir substancias com acao
antimicrobiana, o que as torna util no controle biolégico de fitopatégenos (FILHO et
al., 2010).

As leveduras constituem um tipo microbiano muito empregado em processos
biotecnoldgicos, sendo que recentemente tem crescido o niumero de estudos deste
grupo como promotores de crescimento de plantas (ROSA et al., 2010; AMPRAYN et
al., 2012). Segundo os resultados obtidos através de uma busca no Google Scholar,
foram identificados um total de 4.606 estudos publicados entre 2010 e 2024. Esse
namero reflete a relevancia e o potencial da levedura como um agente benéfico em
diversas praticas agricolas. Linhagens de levedura da espécie Torulaspora globosa
mostraram possuir mecanismos de promocdo de crescimento vegetal e como
indutoras de resisténcia sistémica em plantas (COLOMBINI, 2022). A levedura, em

trabalhos anteriores, apresentou potencial biotecnolégico como produtora de acido


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412020319449#b0315

indol acético (AIA), solubilizadora de minerais (ROSA-MAGRI et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2019), e como agente de controle bioldgico contra fitopatogenos (ROSA-MAGRI
etal., 2011; NUTARATAT et al., 2014).

Os FMA sao fungos biotréficos que vivem em associacdo simbidtica com as
raizes das plantas promovendo o aumento de absor¢cdo de agua e nutrientes pelas
plantas, (JALONEN et al, 2013; MARTINS; MELLONI; MELLONI, 2017). Além disso,
eles podem tornar a planta mais resistente a estresses naturais, facilitando as
interacdes positivas, como a transferéncia de nutrientes, tais como fésforo (P),
nitrogénio (N) e zinco (Zn) (JALONEN et al., 2013; TEKAYA et al., 2017). Um estudo
realizado por Mohamet et al., (2019) demostraram que a inoculacdo simples de
Glomus sp ou combinada com Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens contribui
para o controle da infeccdo em plantas de feijao comum por Sclerotium rolfsii,
aumentando a lignificacdo das paredes celulares das raizes e intensificando a
competicdo com os fungos patogénicos pelos nutrientes do solo, reduzindo assim
crescimento do fungo.

A agricultura brasileira desempenha um papel crucial na producéo global de
alimentos, téxteis e energia renovavel, destacando-se como uma das poucas op¢des
capazes de promover uma producdo economicamente viavel e ambientalmente
sustentavel. Através do constante desenvolvimento tecnolégico e do
empreendedorismo dos produtores rurais, o Brasil tem elevado significativamente a
sua produtividade agricola, ao mesmo tempo em que busca otimizar o uso da terra e
preservar os recursos naturais (CONRADO et al., 2019).

Por esses motivos, mostra-se como imperativo o estudo da inoculacdo de
microrganismos benéficos em culturas de importancia agricola, com a identificacdo de
grupos microbianos, espécies e linhagens competentes em se associar as plantas e
trazer beneficios consistentes para o desenvolvimento de manejos agricolas
sustentaveis, resilientes e em harmonia com o meio ambiente. O emprego de MPCV
na agricultura pode apresentar impacto significativo na reducéo ou substituicdo do uso
de agroquimicos, contribuindo para uma protecdo vegetal mais sustentavel e em

consonancia com as novas exigéncias de qualidade ambiental.

2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito da inoculacdo da levedura Torulaspora globosa (6S01) e da
bactéria Bacillus subtilis (ENDO26) no desenvolvimento inicial, na colonizacédo

micorrizica e na producédo de enzimas antioxidantes em plantas de milho.

2.2. Objetivos especificos

— Avaliar a aplicacao de células de T. globosa (6S01) e/ou B. subtilis (ENDO26),
no desenvolvimento de plantas de milho;

— Avaliar a aplicacéo de células de T. globosa (6S01) e/ou B. subtilis (ENDO26)
na colonizagéo das raizes das plantas de milho por FMA e no nimero de esporos do
fungo no solo;

— Avaliar a aplicacéo de células de T. globosa (6S01) e/ou B. subtilis (ENDO26)
no numero de solubilizadores de fésforo cultivaveis no solo;

— Avaliar a aplicacéo de células de T. globosa (6S01) e/ou B. subtilis (ENDO26)
nos teores das enzimas antioxidantes peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina nas

plantas de milho.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Culturado Milho
O milho (Zea mays) é uma das culturas mais relevantes em nivel mundial devido
a sua importancia histérica e amplo consumo em diversas regifes. Acredita-se que a
espécie tenha se originado no México, América Central e sudoeste dos Estados
Unidos, pois essas areas sado consideradas centros de diversidade e domesticagéo
do milho. Essas regides desempenham um papel fundamental no desenvolvimento
das primeiras variedades cultivadas dessa planta, que se tornou um alimento basico
para a alimentacdo humana (EMBRAPA, 2021). O milho é um cultivo adequado para
todos os tipos de produtores agricolas. Embora a maioria dos produtores seja
composta por pequenos agricultores, hoje em dia, a producdo de milho vem
predominantemente de grandes exploragfes com grandes areas cultivadas. Essas
propriedades sdo em sua maioria modernas e competitivas, o que demonstra a
capacidade do Brasil de participar agressivamente no mercado mundial de milho

(KLEIN; VIDAL LUNA, 2020)



E importante destacar que em setembro de 2023 a CONAB divulgou dados que
apontam novo recorde de producdo de milho no Brasil, 0 que demostra o avanco no
investimento da producg&o nacional deste cereal e, consequentemente, na economia
brasileira. Segundo o ultimo levantamento da CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento), em setembro de 2023 o Brasil encerrou sua safra 2022/2023 de milho
com uma producdo total de 322,8 milhdes de toneladas, o0 que representa um aumento
de 18,4% (50,1 milhdes de toneladas) em comparacdo com o periodo anterior,
estabelecendo assim um novo recorde. No més de fevereiro (2024), houve
incrementos na estimativa da segunda safra de milho (0,3% ou 265.092 t), com uma
superficie que diminuiu 1,4% e um rendimento médio aumentado em 1,7%. Os
maiores aumentos de producdo ocorreram em Rondbnia (4,5% ou 62.576 t),
Maranhé&o (0,5% ou 3.435 t), Minas Gerais (4,8% ou 135.408 t) e Mato Grosso (3,9%
ou 1.560.223 t). As quedas foram observadas principalmente no Distrito Federal (-
19,3% ou -51.000 t), em Mato Grosso do Sul (-8,1% ou -1.004.657 t), em Santa
Catarina (-32,2% ou -26.261 t) e no Parana (-2,8% ou -408.700 t). Mato Grosso, € 0
maior produtor de milho de segunda safra, com uma participacao de 44,8% do total
nacional, enquanto o Parana permanece como O segundo produtor, com uma
participacdo de 15,5% do total nacional, totalizando 14,2 milhées de toneladas. (IBGE,
2024).

Em escala global, oito paises se destacam na producao de milho, resultando em
mais de 25 milhdes de toneladas (Mt), cada um, e juntos representam 881 Mt ou trés
quartos da producdo mundial de milho. Entre esses paises estdo: Estados Unidos,
China, Brasil, Argentina, Ucrania, Indonésia, india e México (ERNESTEIN et al.,
2022). Essas nacdes representam uma parte significativa da producdo mundial de
milho e desempenham um papel crucial na seguranca alimentar global. Hoje em dia,
no Brasil, o0 milho ocupa o segundo lugar em termos de area cultivada e producéo
bruta, depois da soja (GUIMARAES et al., 2022). O Brasil se posiciona como o terceiro
maior produtor e o segundo maior exportador mundial de milho (ETENE, 2023).

Nos ultimos 20 anos a produgédo nacional de milho teve um crescimento
significativo, devido a sua capacidade de se adaptar facilmente a diferentes genétipos
e condicdes climéticas, permitindo o seu cultivo em regiées com altitudes e climas
variados. Durante esse periodo, a producdo de milho aumentou de maneira
significativa em 193,55%, enquanto a area dedicada ao cultivo teve um aumento de

45,79%, esse crescimento substancial reflete o sucesso e a expansao da industria do



milho no pais (SOUSA; BONAFIN E LIMA 2023), sendo o pais reconhecido como uns
dos principais produtores de milho, situando-se em uma posicao privilegiada para
explorar e aproveitar o potencial desse cultivo como a produgéo de biomassa em
diversos setores industriais, especialmente na producao de etanol. Nos ultimos anos,
temos observado um aumento notavel na utilizacdo do milho para a producédo de
etanol no Brasil, com um impressionante crescimento de aproximadamente 380% nas
Ultimas décadas, o que levou o pais a subir quatro posi¢cdes no ranking internacional
(NOTICIAS MT, 2023).

O rapido crescimento das exportagbes de milho nas dUltimas décadas
transformou o Brasil em um dos principais exportadores de milho no mercado mundial
entre os paises sul-americanos. O Brasil, com sua versatilidade, conseguiu
desenvolver uma indastria pecuaria moderna que se baseia no fornecimento
constante de racdes elaboradas com soja e milho, levando ao aumento de sua
populacdo de gado bovino e suino, assim como de granjas industriais comerciais de
frangos ao mesmo tempo (KLEIN; VIDAL LUNA, 2020), sendo que entre 60% e 80%
do volume total de milho produzido no pais € destinado a alimentacdo animal
principalmente dos ja mencionados (CNA, 2023). Essa utilizacdo estratégica do milho
na indastria de racdo animal desempenha um papel crucial na sustentabilidade da
producdo agropecudria do pais. Em relacdo a dieta humana, o milho € um dos trés
cereais mais consumidos, podendo ser, em algumas situac¢des, o Unico alimento no
dia. Devido a sua composicao quimica versatil, os graos de milho, sejam verdes ou
maduros, proporcionam uma variedade de derivados que sao utilizados na producéo
de uma ampla gama de produtos. Esses derivados incluem desde o simples fuba até
os famosos "chips", que sédo itens inseparaveis das lancheiras escolares da maioria
das criancas brasileiras (TEIXEIRA, 2021). O milho também se converte em uma das
espécies de plantas modelo mais amplamente utilizadas para pesquisas
fundamentais, com muitas descobertas importantes relatadas por pesquisadores de
milho (LIU; FERNIE e YAN, 2020).

3.2.  Microrganismos do solo e associacdo com as plantas
Os microrganismos sdo a base na cadeia alimentar, principalmente porque
apresentam um papel fundamental nos ciclos biogeoquimicos (BLAKE;
CRHISTENSEN e KOVACS, 2020). O solo abriga uma ampla variedade de

microrganismos benéficos, como bactérias e fungos, que desempenham um papel



crucial no desenvolvimento das plantas e na promocédo do crescimento vegetal. Isso
destaca a importancia de estudar a presenca de microrganismos do solo uma vez que
se relacionam e influenciam diretamente as plantas (ARIAS PENALOZA, 2021)

O estudo da interacdo entre plantas e microrganismos é fundamental para obter
resultados valiosos sobre os fenbmenos que ocorrem nos ecossistemas. Essa
compreensao profunda ndo apenas enriquece nosso conhecimento sobre a dinamica
da vida vegetal e microbiana, mas também oferece uma base soélida para o
desenvolvimento de aplicacbes tecnologicas (BADIA et al., 2020). As interacdes
planta-microrganismos geralmente ocorrem principalmente em trés locais da planta:
filosfera, endosfera e rizosfera. A filosfera esta relacionada com as partes aéreas
(caule, folhas e flores ou frutos) enquanto a endosfera estd associada ao sistema de
transporte dentro da planta, e a rizosfera, que € o ambiente ao redor das raizes
(TORSVIK e OVREAS, 2002). E importante destacar que a rizosfera, além de ser o
principal local de absorcdo de nutrientes pelas raizes das plantas, também é um
ambiente onde ocorrem importantes atividades fisioldgicas, quimicas e biolégicas,
sendo as bactérias o grupo mais abundante (SAHAGUN, 2020).

Os microrganismos benéficos do solo sdo capazes de se estabelecer na
rizosfera e controlar pragas e fitopatégenos, ao mesmo tempo em que promovem a
inducao do sistema imunoldgico da planta (LI; HU e LIN, 2021), tais como aumento da
tolerancia ao estresse por seca, salinidade e ataques biéticos, também melhoram a
absorcdo de nutrientes pelas raizes, promovem uma maior taxa de germinacao e
estimulam o crescimento das plantas através da producéao de fitohormdnios (BASU et
al., 2021). No contexto de uma agricultura limpa e amigavel ao meio ambiente, o0 uso
de microrganismos benéficos tornou-se uma ferramenta fundamental e de grande
utilidade (ARROYO et al., 2020). Nos ultimos anos, houve um aumento significativo
na adocédo do controle biologico de fitopatégenos, substituindo assim 0 uso excessivo
de produtos quimicos (FONTES e INGLIS, 2020). Atualmente podemos encontrar
produtos biolégicos a base de microrganismos de solo, comercializados no mercado
agricola, que beneficiam significativamente a saude e o desenvolvimento das plantas
(SALOME, 2023). Alguns dos microrganismos mais utilizados na agricultura sdo os
fungos dos géneros Trichoderma e Beauveria, diversas espécies de micorrizas e
bactérias do género Bacillus, sendo este ultimo grupo usado no controle de
fitopatdbgenos por meio de diferentes mecanismos de agdo, como antibiose,

micoparasitismo ou competicdo (ARROYO et al., 2020).



Essas aplicacbes podem conduzir a processos de producdo agricola mais
sustentaveis, contribuindo para a reducéo do impacto ambiental e da contaminacao.
Além disso, ao explorar essa interacdo de maneira estratégica, podemos alavancar
seu potencial para melhorar o crescimento das plantas destinadas a producdo de
alimentos, biocombustiveis e metabolitos-chave. Essa abordagem nédo apenas
impulsiona a eficiéncia agricola, mas também promove praticas agricolas mais

sustentaveis e resilientes a longo prazo (BADIA et al., 2020).

3.3. Levedura Torulaspora globosa

As leveduras sdo microrganismos unicelulares eucaribticos, pertencentes ao
reino dos Fungos e classificados nos filos Ascomycetes ou Basidiomycetes (NIMSI et
al., 2022). Sao encontradas de forma natural no solo e na superficie das plantas e
apresentam potencial para aplicacdes biotecnolégicas em diversas areas e, também,
como promotora de crescimento vegetal e antagonista a fitopatogenos (ROSA et al.,
2010; AMPRAYN et al., 2012). Sdo um grupo microbiano capaz de aproveitar diversas
fontes de carbono, como glicose, sacarose, frutose, galactose, maltose, soro
hidrolisado e alcool, para obter energia e crescer, o que torna as leveduras organismos
muito versateis tanto no laboratério quanto na industria (MOROCHO e LEIVA, 2019).

E possivel encontrar na literatura cientifica diversos trabalhos que mostram as
leveduras como promotoras de crescimento das plantas sendo que 0s mecanismos
identificados mostram sua capacidade de induzir tolerancia a estresses, produzir
fitohormdnios, solubilizar fosfatos, produzir exopolissacarideos e estimular a
colonizacdo das raizes das plantas por FMA (PEREZ et al., 2023). Como base de
produtos bioldgicos para uso na agricultura, porém, as leveduras tém recebido menos
atencdo entre 0s grupos microbianos, devido a sua densidade populacional
relativamente baixa no solo, e pouco conhecimento sobre seu papel na rizosfera e os
mecanismos de associacdo com as plantas (KURTZMAN e PISKUR, 2006). Até o
momento atual, menos de 1% das espécies de leveduras na natureza foram isoladas
e identificadas (KURTZMAN e PISKUR, 2006; STARMER e LACHANCE, 2011;
SEGAL-KISCHINEVZKY et al., 2022). Infelizmente, a maioria delas ndo pode ser
cultivada em laboratorios, tornando sua investigacédo ainda mais desafiadora (NINSI
et al., 2023).

Uma gama diversificada de espécies de leveduras exibe caracteristicas de

biocontrole e promocéao do crescimento de plantas (YURKOV, 2018; FU et al., 2016).



Dentre as leveduras estudadas como MCPV, a espécie Torulaspora globosa tem sido
estudada, por ser comumente isolada da rizosfera e do solo, e por mostrar potencial
biotecnolégico como produtora de AlA, solubilizadora de minerais (ROSA-MAGRI et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2019), também atua como agente de controle biol6gico
contra fitopatdogenos (ROSA-MAGRI et al., 2011; NUTARATAT et al., 2014), e induzir
resisténcia vegetal (COLOMBINI, 2022). Rosa-Magri et al., (2011) observaram que a
linhagem de T. globosa (1S112), possui acao antifungica contra o fitopatdgeno
Colletotrichum graminicola, agente causal da doenca de antracnose em milho.
Bosqueiro, Bizarria Jr. e Rosa-Magri (2023) estudaram a espécie Torulaspora indica,
e revelaram que atua como agente de controle bioldégico contra a podriddo negra de
pés-colheita em frutos de tomate. Os estudos demostraram que a levedura e capaz
de inibir tanto o crescimento quanto a germinacgéo do patdgeno alternaria arborescens
na cultura de tomate, além de reduzir significativamente os sintomas causados por ele
guando inoculada nas feridas dos frutos. Por outro lado, Cabrini, Sala, Rosa-Magri
(2019) observaram os efeitos da levedura T. globosa (CCA5S55) e seus metabdlitos
na germinagao e desenvolvimento inicial de duas variedades de alface, Crocantela e
Valentina. Os resultados indicaram que a inoculacdo das sementes e das mudas
promoveu incremento significativo na producéo de alface no campo, com aumento de
27% de massa fresca da parte aérea com aumento no nimero meédio de folhas.
Colombini, Cecatto-Antonini, Rosa-Magri (2022), avaliaram o uso da levedura T.
globosa (CCA6S01), como elicitora para resisténcia sistémica induzida (RSI) em milho
contra F. verticillioides. A aplicacdo de células da levedura proporcionou ao milho
reducdo dos sintomas de podriddo e maior atividade de enzimas relacionadas a
resisténcia das plantas. Os resultados mostram grande potencial do emprego da
espécie para promover resisténcia da planta a estresses biéticos, e potencialmente

estresses abiobticos.

3.4. Bactéria Bacillus subtilis
Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva ndo patogénica, que habita no solo
e se encontra naturalmente associada com as plantas em sua rizosfera, além de
serem amplamente utilizadas na producdo de enzimas extracelulares, em escala
mundial (ALVES et al., 2018; ARNAOUTELI et al., 2021). Pode secretar numerosas
enzimas que sao capazes de degradar uma variedade de substratos, essa habilidade

se torna crucial para sua sobrevivéncia em um ambiente de mudancga constante.
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Nessa rapida adaptacdo em condicdes variaveis, a bactéria pode utilizar
eficientemente os recursos disponiveis, garantindo sua viabilidade (SU et al., 2020).
A formacéo de esporos representa uma vantagem competitiva significativa para B.
subtilis em comparacdo com outras bactérias do solo que ndo possuem essa
capacidade (QUIN et al., 2022), o que permite que possam sobreviver em
circunstancias adversas como altas temperaturas e estresse hidrico (KOVACS, 2019).
A bactéria tem a capacidade de produzir substancias com acao antimicrobiana,
0 que as torna Gtil no controle biolégico de fitopatdgenos (FILHO et al., 2010). E
considerada uma rizobactéria promotora de crescimento vegetal (RPCV) pois pode
ser usada como biofertilizante e no biocontrole, por isso sdo amplamente utilizadas na
producdo agricola (WU et al.,, 2019). No Brasil ha véarios produtos biologicos
comerciais a base de linhagens de B. subtilis, empregados para promoc¢ao de
crescimento vegetal ou controle biolégico (Quadro 1).
Quadro 1. Produtos biolégicos registrados e comercializados no Brasil a base de B.

subtilis (Fonte: Bioinsumos, aplicativo da EMBRAPA).

Nome
Comercial/lEmpresa

Bioma Industria

Biotrop

Vittia

Solubio

Bio-inmune (Vittia)

Serenade (Bayer)

Companion

Furatrop

Biobac (UPL)

Baktillis (Mezfer Br)

Row-Vispo
(Tradecorp Brasil)

Cultura

Milho

Alface, Milho

Eucalipto

Eucalipto

Feijao, soja,
morango, citros

Tomate,
piment&o,alface,
feijdo,uva, banana,
manga.

Vérias

Soja

Maca, feijéo, cebola,

café

Soja, feijao, frutos

Soja, Café

Aplicacéo
Promocéo de crescimento
vegetal

Promocéo de crescimento
vegetal

Promogéo de crescimento
vegetal

Promocéo de crescimento

vegetal

Controle biolégico

Controle biolégico

Controle biolégico

Controle biolégico

Controle biolégico

Controle biolégico

Controle biolégico

Doenca/Praga

Colletotrichum sp., Sclerotinia sp.,
Botrytis cinerea, Xanthomonas sp.,
Alternaria solani

Sclerotinia sp. Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Pythium
ultimum, Alternaria sp.
Colletotrichumsp, Botrytis cinérea,
Xanthomonas sp.

Doencas foliares e podridées
radiculares

Nematicida

Meloidogyne incognita, Rhizoctonia
solani, Botrytis cinerea, Alternaria
porri, Neofabraea perennans

Fusarium solani, Rhizoctonia solani,
Colletotrichum glosporioides

Phakopsora pachyrhizi, Hemileia
vastatrix
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Estudos mostram que a interacdo da planta com a bactéria resulta na melhoria
da eficiéncia fotossintética, o que contribui para o desenvolvimento geral e para a
resisténcia contra estresses ambientais, promovendo o aumento do teor dos
nutrientes nas folhas (CORREA et al., 2010). Ha trabalhos demonstrando que a
incorporacao adequada da bactéria pode impulsionar a fertilidade do solo e aumentar
significativamente o rendimento das colheitas, representando um avanco importante
para a agricultura sustentavel. As propriedades benéficas de B. subtilis sdo
exploradas em muitos produtos biolégicos comerciais (BORRISS, 2015). Trabalhos
realizados por Jain et al., (2016) demostraram que isolados de Bacillus incrementam
0 peso fresco da parte aérea e da raiz, além de aumentar o niumero de raizes laterais
em soja. Calvo, et al., (2022) estudaram os efeitos de duas cepas de B. subtilis no

crescimento de milho; e observaram que as linhagens estimularam seu crescimento.

3.5. Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) estabelecem uma associacdo
simbidtica com as raizes da maioria das plantas terrestres, sendo a forma mais comum
de simbiose entre plantas e fungos no solo (PEREIRA et al., 2022). Esses fungos,
pertencentes ao filo Glomeromycota, desempenham um papel fundamental no
crescimento e na saude das plantas, proporcionando uma série de beneficios mutuos.
Nessa simbiose, as plantas fornecem substratos energéticos aos FMA, enquanto os
fungos auxiliam na absorcdo de nutrientes e dgua do solo, além de aumentar a
resisténcia das plantas a diversos estresses, sejam eles bidticos ou abidticos
(PEREIRA et al., 2022; GENRE e BONFANTE, 2010; MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).
Essa cooperacdo beneficia tanto os fungos quanto as plantas, resultando em
melhorias significativas na absorcdo de nutrientes, com destaque para o fésforo
(MORAN et al., 2022).

Os FMA sao conhecidos como o0s ancestrais das raizes das plantas, tendo
surgido na evolugéo antes das raizes propriamente ditas (KUYPER e JANSA, 2023).
Os micélios dos FMA desempenham um papel crucial, conectando o solo as células
corticais das raizes e facilitando a interacdo entre ambos (HU et al., 2019). Essa
conexdao contribui para a absor¢éo eficiente de agua e nutrientes pelas plantas, bem
como para a inducdo da resisténcia contra doencas em plantas de interesse
agrondémico, como o milho (JALONEN et al., 2013; MARTINS, MELLONI e MELLONI,
2017).
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Nardi et al., (2023) enfatizaram em seu estudo que aproximadamente do 90% da
flora terrestre presenta um potencial para estabelecer-se em simbioses com fungos
micorrizicos. O micélio dos FMA, desempenha um papel fundamental na simbiose
entre plantas e fungos, na qual estabelece conexdes cruciais entre o solo e as células
corticais das raizes das plantas (MORAN et al., 2022) e promove a expansao da zona
de deplecdo de nutrientes em torno das raizes das plantas, o que resulta em um
notavel aumento na absorcdo de nutrientes presentes no solo (LIMA, 2020). Os FMA
séo biotréficos obrigatérios, pois precisam das plantas hospedeiras para completar o
seu ciclo de vida (BERRUTI et al., 2017; IJDO et al., 2010)

Zambrano Vera et al., (2019) conduziram um estudo avaliando o efeito de fungos
micorrizicos arbusculares em plantulas de milho (Zea mays L.), e observaram que a
inoculacdo de Sclerocystis sinuosa resultou em uma maior colonizacdo de FMA. No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na altura, biomassa e
crescimento das plantas de milho. Outro lado, Perez, Garcia e Pimentel (2021)
determinaram o efeito dos FMA na fase inicial do crescimento do milho, inoculando
Glomus cubenses e Glomus intraradices. Eles observaram um aumento no diametro
e altura das plantas nos primeiros 45 dias apds a germinacao, sem a necessidade de
aplicacao de fertilizantes quimicos. Jaén Contreras et al.,, (2022) estudaram a
qualidade de hastes florais de lisianthus (Eustoma grandiflorum Raf.) inoculadas
com Bacillus subtilis e Glomus intraradices, sendo que a inoculacdo de apenas o
fungo ou da combinacdo fungo e bactéria promoveram aumento significativo no
tamanho dos talos, alcancando comprimento de 66,92 cm e 6551 cm,
respectivamente. Mohamed et al., (2019) estudaram a parceria de rizobactérias
promotoras do crescimento vegetal (PGPR) e micorrizas para melhorar o crescimento
e a utilizacdo de nutrientes por plantas de feijjao comum em um solo infectado com
fungos de podridao branca; a combinacdo de PGPR e FMA possui um efeito positivo
com o0 aumento na atividade das enzimas quitinase, peroxidase e polifenoloxidase,
reduzindo a infec¢do por Sclerotium rolfsii e mostrando significativa capacidade dos

microrganismos como bioagentes de controle de doencas.

4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Material Biologico

4.1.1. Levedura
Foi utilizada a linhagem de levedura T. globosa (linhagem 6S01) isolada da

rizosfera de milho, que pertence ao banco de microrganismos do Laboratério de
Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM) da Universidade Federal de S&o Carlos,
Centro de Ciéncias Agrarias, campus Araras/SP. A levedura foi selecionada por
apresentar potencial para a promocdo do crescimento vegetal (CABRINI; SALA;
MAGRI, 2019; ALBERTINI et al., 2022). Essa linhagem é mantida em tubos de ensaio
com meio inclinado YEPD (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L

de dextrose e 15 g/L de agar), cobertos com 6leo mineral, na geladeira a 8°C.

4.1.2. Bactéria
A linhagem utilizada foi a bactéria Bacillus subtilis, (ENDO26), bactéria

endofitica, isolada de raiz de cana-de-acUcar (BEZERRA et al., 2022). A linhagem é
pertencente ao banco de microrganismos de Laboratério de Microbiologia Agricola e
Molecular (LAMAM), da Universidade Federal de Sdo Carlos, Centro de Ciéncias
Agrérias, campus Araras/SP. Essa linhagem € mantida em tubos de ensaio com meio
inclinado Nutriente Agar (1g/l Extrato de carne, 2g/l extrato de levedura, 5g/l peptona,
59/l cloreto de sédio), cobertos com 6leo mineral, na geladeira a 8°C.

Figura 1. Prova de sinergismo entre a levedura T. globosa (linhagem 6S01) e a
bactéria Bacillus subtilis (ENDO26).

4.1.3. Milho
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As sementes de milho utilizadas pertencem a variedade IAC AIRAN lote IA
43/2021, com uma capacidade germinativa de 89%, com germinacao minima de 60%
e pureza fisica de 99,9%; foram cedidas pela Profa. Dra. Anastacia Fontanetti, do
Nucleo de Estudo e Pesquisa em Agricultura de Conservacéo (Nepac), do Centro de

Ciéncias Agrérias, da Universidade Federal de Sao Carlos, do Campus de Araras/SP.

4.2. Experimento de cultivo de milho em casa-de-vegetacao

4.2.1. Anédlise e corregao do solo utilizado no experimento

O solo usado no experimento foi coletado na area da quadra 14 do Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal de S&o Carlos, no Campus de
Araras/SP com coordenadas geogréficas -22.312683, -47.384134. Os resultados da analise
guimica do solo para fins de fertilidade estdo na Tabela 1.

A recomendacéo de adubacdo mineral para milho foi baseada nos critérios atualizados
publicados na Edi¢cdo 2022 do Boletim Técnico n° 100 do Instituto Agronémico de Campinas
(IAC). A aplicagao nos vasos, que tinham 20 cm de didmetro, foi feita com 12 gramas de NPK
04-14-08, distribuidas proporcionalmente ao longo do didametro do vaso, em sulcos a 5
centimetros de profundidade e misturadas ao solo para posterior semeadura do milho.
Tabela 1. Resultados da anélise quimica de amostras de solo de areas experimentais
com cana-de-acucar do CCA/UFSCar.

Determinagdes Amostra 5075
B 4gua quente (mg.dm?) 0.23
Cu DTPA (mg.dm3) 2.4
Fe DTPA (mg.dm3) 13.5
Mn DTPA (mg.dm3) 6.9
Zn DTPA (mg.dm3) 0.9
pH CaCl2 5.43
M.O Colorimétrica (g.dm?3) 24.2
Fésforo Resina (mg.dm3) 16.5
S Fosfato de célcio 0,01 mol L-1 (mg.dm) <12
Calcio KCL 1 mol/L (mmolc.dm?) 28.3
Magnésio KCL 1 mol/L(mmolc.dm?3) 13.8
Potdssio Resina(mmolc.dm?) 0.3
Aluminio KCL 1 mol/L(mmolc.dm3) <0.1
H+Al SMP (mmolc.dm?) 36.4
SB mmolc.dm?3) 42.4
CTC mmolc.dm?) 78.8
V (%) 54

M (%) 0
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SB: soma de bases trocaveis; CTC: capacidade de troca de cations; V: saturacdo da CTC por bases; M: saturacao
por aluminio; métodos de extracdo com agua quente e determinagdo por colorimetria (B); extracdo por DTPA e
determinacéo por espectrometria de absorgao atémica (Cu, Zn, Mn e Fe); CaCl de calcio 0,01 mol/L em pH método
colorimétrico extraido com resina trocadora de ions (P), determinagao de turbidimetria e extragdo com fosfato de
calcio 0,01 mol/L (S); extracdo com resina trocadora de ions e determinacdo em espectrometria de emisséo
atomica (k), extracdo com cloreto de potassio e determinagdo em espectrometria de absorcédo atdmica (Ca, Mg);

método titilométrico extraido com cloreto de potassio 0,01 mol/L (A), extragdo com tampdo SMP (H+A).

A recomendacéo foi gentilmente orientada pelo Prof. Dr. Marcio Roberto Soares,
do Departamento de Recursos Naturais e Protecdo Ambiental, CCA, UFSCar, de

acordo com 0s seguintes calculos:

A quantidade necessaria (QN):
QN NPK (kg ha-1) = (X dos nutrientes recomendados) x 100

(Z nutrientes da formula)

QN NPK (kg ha-1) = (45 + 100 50) x 100 =750 kg ha-1 de NPK 04 - 14 — 08
(04 + 14 + 08)
Quantidade de NPK 04 + 14 + 08 por m linear (g m-1)=750.000g =58gm-1
13.0

4.2.2. Producgao de in6culo

4.2.3. In6culo da levedura

Para o preparo do inéculo, a levedura T. globosa (6S01) foi reativada em placas
de Petri com meio YEPD solido e incubadas a 25°C até o desenvolvimento das
colonias. Foram transferidas duas alcadas de biomassa celular da levedura em
crescimento ativo das placas de Petri para dois frascos Erlenmeyers de 250 mL
contendo 125 mL do meio de crescimento liquido, Batata Dextrose Broth (BD)
(Neogem®). Os frascos foram mantidos sob agitacdo de 160 rpm, a 25°C por 48 horas.
Apos esse periodo, o cultivo foi transferido para tubos Falcon de 50 ml esterilizadas,
os quais foram centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi separado
e as ceélulas foram ressuspensas em solucao salina (NaCl 0,85%) estéril. A contagem

das células foi realizada em camara de Neubauer e padronizadas para 1x107 células
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viaveis/ml, utilizando-se a solucéo do corante azul de metileno-citrato de sédio para

contagem de células viaveis (LEE et al., 1981).

4.2.3.1. In6culo da bactéria
Para o preparo do inoculo da bactéria B. subtilis, foi realizada a reativagédo da

cultura em placas de Petri com meio NA (Nutriente Agar) (Kasvi®) sélido e incubadas
a 30°C até o desenvolvimento das colbnias. Foram transferidas duas alcadas de
biomassa celular bacteriana em crescimento ativo para trés frascos Erlenmeyers de
250 mL contendo 125 mL do meio de crescimento liquido Caldo Nutriente (Kasvi®),
sob agitacdo de 160 rpm, a 30°C por 24 horas. Apdés esse tempo, A cultura foi
transferida para tubos de Falcon de 50 ml esterilizados, e centrifugados a 8000 rpm
por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi separado e as células foram ressuspensas em
solucdo salina (NaCl 0,85%) estéril. A suspensao celular utilizada como in6culo foi
padronizada em espectrofotometro para ~ 0,8 de absorbancia em (600 nm),
equivalente a 5 x10®8 UFC/mL (BEZZERRA et al., 2022).

4.2.3. Delineamento do experimental
O experimento foi realizado entre os dias 15 de janeiro e 20 de fevereiro de 2024,

em casa de vegetacdo localizada no campus da UFSCar em Araras/SP. A
temperatura no periodo apresentou variacdo entre maxima e minima de 34 a 22°C,
respectivamente (Google Maps). Foram utilizados vasos de 5 L de capacidade, e ap6s
a alocacdao do solo nos vasos foi realizada a semeadura do milho, sendo colocadas 5
sementes por vaso. Em seguida o solo foi umedecido com agua de torneira, com a
manutencdo de umidade a 80% da capacidade de campo. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, sendo
eles: T1 - inoculacdo de células da levedura (1x107 de células.ml?), T2 - inoculagéo
de células da bactéria (0,8 Asoonm), T3 - aplicacédo de células de levedura e bactéria
(0,8 Asoonm + 1x107 de células.mlt), T4 - controle (Agua). Foram usados 10 vasos por
tratamento. As células de levedura e bactéria, e o controle (dgua), foram aplicados em
dois locais: pulverizados no substrato (apés a semeadura) e na parte aérea da planta
(apbs a emergéncia), em ambos 0s casos utilizando borrifadores (aproximadamente
6 ml. vaso™ por aplicagdo). A primeira aplicacao foi feita no dia em que as sementes
foram semeadas nos vasos. As outras aplicacbes foram realizadas em dias

alternados, desde o 1° dia até o 9° dia ap6s a semeadura, totalizando quatro
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aplicacoes. Ap6s a emergéncia das plantas, foi realizado o desbaste com a
manutencdo de uma planta por vaso. As plantas foram mantidas em casa de

vegetacao por 35 dias.

4.3. Andalises realizadas

4.3.1. Emergéncia das plantas

Apos a semeadura do milho nos vasos, foram realizadas avaliagdes diarias para
quantificar o nimero de plantas emergentes por vaso por tratamento. As avaliacdes
foram realizadas no 4° (inicio da emergéncia), 5° e 6° dia ap6s a semeadura (DAS).
Com os dados obtidos foi realizado o calculo de indice de Velocidade de Emergéncia
(IVE), utilizando a férmula de acordo com Maguire (1962): IVE = (N1/E1)
+(N2/E2)+(Nn/En), onde IVE= indice de velocidade de emergéncia; E1, E2, En=
namero de plantas normais emergidas na primeira, segunda, terceira e Uultima
contagem; N1, N2, Nn= namero de dias apés a semeadura. Ao fim da emergéncia,
antes do desbaste das plantas do vaso (6°DAS), foi realizada a quantificagéo final do
namero de plantas emergidas. Com este dado foi realizado o célculo de porcentagem

final de emergéncia das plantas para cada tratamento.

4.3.2. Desenvolvimento vegetal

A analise do desenvolvimento das plantas foi realizada semanalmente para as
variaveis altura da planta e nimero de folhas, e teve inicio apos total emergéncia das
plantas e desbaste, com a manutencao de uma planta por vaso. Com os dados obtidos
(altura da planta e numero de folhas) foi realizado o calculo de crescimento relativo,
de acordo com Salinas (2022). A taxa de crescimento relativo (TCR) corresponde ao
aumento da altura/numero de folhas por unidade de tempo (a cada semana de
andlise), expresso em cm.dia?® para altura da planta, ou expresso em nimero de
folhas diat, para a avaliacdo de incremento de folhas por planta. Para isso, foi utilizada
a seguinte formula: TCR = 1/ Li * AL / At, onde: Li = dado inicial, AL = dado final -
dado inicial e At = tempo final - tempo inicial.

Ao fim de 35 dias de experimento as plantas foram colhidas, foram separadas
em parte aérea e raiz, e foram realizadas as medidas de comprimento e massa seca

da parte aérea e raiz. As medidas semanais de altura da planta, e do comprimento,
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ao fim do experimento, foram realizadas com fita métrica. Para a avaliacdo da altura
da parte aérea foi considerada a medida a partir da a base da planta ao nivel do solo
até o ponto de insergdo da folha bandeira. Para a andlise de massa seca, a parte
aérea e as raizes foram acondicionadas em saco de papel separadamente, e secadas

a 60°C até atingir peso constante, aferida em balanca analitica.

4.3.3. Teor de clorofila

A amostra foliar de milho a foi retirada da terceira folha da planta e pesada em
uma balanca eletrénica com precisao de 0,0001 g, e a massa foi registrada como 'm'
na unidade de g.Em seguida, aproximadamente 0,1 g de carbonato de calcio e 0,5 mL
de acetona 80% foram macerados em almofariz com pistilo até uma pasta uniforme.
Foram adicionados 5 mL de acetona a 80% para continuar a maceracgao até o tecido
foliar ficar branco. A solucdo de extracao de clorofila foi filtrada usando papel filtro e
depois diluida com acetona 80% até um volume final de 25 mL em bal6es volumétricos
embrulhados em papel aluminio para proteger contra a luminosidade do ambiente. O
volume final da solucéo de extracdo de clorofila foi registrado como 'V' em unidade de
mL. Foram realizadas medidas de absorbancia a 645 nm (A645) e 663 nm (A663) da
solucdo de extracdo de clorofila. O conteldo de clorofila (mg-L*) da solucdo de
extracdo de clorofila foi determinado usando as seguintes equacgfes: Eq. (1) para
clorofila a; Eg. (2) para clorofila b; e Eq. (3) para clorofila total. A transformacdo dos
teores de clorofila em mg-g* da folha de milho foi calculado usando a Eg. (4) de acordo
com Arnon (1949).

Eq (1) Clora(Ca)=12,7 x Ass3 — 2,69 X Asss
Eq(2) Clorb (Cb) = 22,9 x Agas — 4,68 X Acss

Eq. (3) Clor total (Ct) = 8.05 x Aesz + 20.29 x Asas
Eq. (4) Clor (mg.g')= C*xV

m x 1000

(*) usar os resultados dos célculos dos teores de Ca, Cb ou Ct
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4.3.4. Quantificacdo de microrganismos solubilizadores de fosforo
cultivaveis

Ao fim do experimento em casa de vegetacao foram separados 10 gramas de
solo de uma amostra simple e colocada em Erlenmeyer de 125 ml com 90 ml de
solucéo salina (NaCl 0,85%) estéril. Em seguida, os Erlenmeyer foram levados para
um agitador de bancada por 30 minutos, a 150 rpm, com o objetivo de homogeneizar
a suspensdao de solo. Apos a agitacdo, foram feitas diluicbes seriadas decimais até
107. Cada dilui¢do foi plaqueada em meio BDYA e as placas foram incubadas a 30°C
até o crescimento das coldnias e determinacdo do numero de UFC de solubilizadores.
g? de solo. Usaram-se triplicatas para cada diluicdo. Foi utilizado o meio de cultivo
BDYA para solubilizadores e para seu preparo utilizou-se uma mistura contendo:
Caldo de batata dextrose (BD) (Kasvi®) (24g), Extrato de levedura (0,29) e Agar (209)
para um volume de 1000 ml. Além disso, foram preparadas 100 mL de solucédo de
fosfato de potéssio dibasico (K2HPO4) 10% e 200 mL de solugéo de cloreto de calcio
(CaCl2) 10%, sendo estas solucbes filtradas em membrana de 0,22 pum para
esterilizacdo. As solugdes foram adicionadas e homogeneizadas ao meio de cultura
autoclavado antes de verter na placa de Petri. A capacidade das colénias em
solubilizar fosfato foi avaliada pela formacdo de um halo transparente ao redor da

colénia, em contraste com o meio opaco (KANG et al., 2002).

4.3.5. Avaliacdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

4.3.5.1. Extracdo dos esporos de FMA do solo

Ao final do experimento foram coletados 50 gramas de solo de uma amostra
simple dos vasos para cada um dos tratamentos. A amostra foi colocada em um
Becker de 2000 ml com 1000 ml de agua de torneira. Em seguida, a mistura foi agitada
com um bastdo de vidro e deixada em repouso por um minuto. Posteriormente, a
suspensao foi vertida em um conjunto de 3 peneiras (250 pum, 53 um e 38 um) e esse
processo foi repetido duas vezes. Em seguida, as amostras retidas na peneira mais
fina (38 um), foram recuperadas em tubo Falcon de 50 ml e centrifugadas a 3000 rpm
por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e uma solugéo de sacarose 50% foi
adicionada para ressuspender a amostra. Essa suspenséao foi centrifugada a 1750

rpm por um minuto e 0s esporos encontrados no sobrenadante foram recuperados.
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Esses esporos foram lavados com agua de torneira na peneira mais fina e depois
recuperados em um novo tubo Falcon. As amostras foram avaliadas em microscopio
estereoscopico e 0 niumero de esporos por amostra foi determinado em contagem
usando placa propria (Siracusa) (GERDEMANN e NILSON,1963).

4.3.5.2. Quantificacdo da colonizacdo micorrizica nas raizes

Dois gramas de raizes finas foram lavados em agua corrente para retirar o
excesso de solo; as raizes foram colocadas em um tubo Falcon (50 mL) previamente
identificado e adicionado solucédo de hidroxido de potassio (KOH) 10% até cobrir
totalmente a amostra, deixando a mistura em repouso por 48 horas em temperatura
ambiente, até conseguir a coloracdo amarelo palha das raizes. Uma vez clarificadas,
as raizes foram lavadas com agua destilada varias vezes antes de seguir para a etapa
de coloracdo. Para tal, as raizes foram colocadas em tubos Falcon com solucdo de
tinta de caneta 5% deixando repousar por 24 horas. Ap6s o periodo, as raizes foram
retiradas da solucéo de coloragéo, lavadas com agua varias vezes, e preservadas em
solucado de acido latico, glicerina e agua (1:1:1), permanecendo nesta condi¢ao até o
momento da avaliacdo. Fragmentos das raizes coradas foram avaliadas em
microscopio 6ptico, sendo realizado o célculo de nimero de fragmentos, e destes
guais apresentavam alguma estrutura do fungo micorrizico (vesicula, arbusculo e/ou
hifas). Desta afericdo foi calculada a porcentagem de fragmentos colonizados
(PHILLIPS e HAYMAN,1970).

4.3.6. Quantificacdo de enzimas antioxidantes
Ao fim do experimento, amostras de folhas de plantas de milho foram

amostradas e mantidas em freezer -80°C até analise. Plantas cultivadas nas mesmas
condi¢cbes e tratadas com acido acetilsalicilico (AAS) foram usadas como controle
positivo, considerando que o AAS é um indutor quimico para a produgdo de enzimas
antioxidantes, por estimular o sistema de defesa vegetal. As plantas tratadas com AAS
receberam o acido na concentracao de 100 mg/L. O reagente foi diluido inicialmente
em 2 ml de dimetilsulféxido, composto que ndo apresenta alteracdes e toxicidade a
planta, e agua destilada estéril. O tratamento foi realizado seguindo o0 mesmo método

usado para o tratamento das plantas com as células microbianas (item 4.2.3).
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4.3.6.1. Proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976), sendo
gue para cada amostra se utilizou 6,6 UL de extrato proteico, e 200 pL de reativo
Bradford (ACS). O reagente de Bradford foi adicionado as amostras que foram
incubadas por 5 minutos, efetuando-se a leitura de absorbéancia a 595 nm. Cada
amostra foi avaliada em triplicata. Para o branco foi utilizada 6,6 uL tamp&o acetato
de sodio 0.1M pH 5,0 e 200uL de reagente Bradford. A absorbéancia foi plotada em
curva padréo para proteinas (y= 0,3986x + 0,0118, onde “y” € a absorbancia a 595nm

e “X” a concentracao de proteina (mg)) (Figura 2).

Figura 2. Curva padrdo para proteinas.
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4.3.6.2. Atividade enzimatica

A atividade de peroxidase (POD) foi determinada por método
espectrofotométrico, por meio da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol (LUSSO;
PASCHOLATI, 1999). A reacdo consistiu em 7ul do extrato proteico enzimatico e
193l de solucdo contendo 250ul de guaiacol e 360ul de perdxido de hidrogénio em
100mL de tampéo fosfato de sodio 0.01M pH 6,0. A reacéo foi realizada a 25°C por
10 minutos, em que houve leituras da unidade de absorbancia (470nm) no minuto O e
no minuto 10. A unidade de atividade de POD foi definida pela mudanca de
absorbéancia de 0,01 por minuto a 470nm por mg de proteina total (U/min/mg prot).

A analise de polifenoloxidases se deu pela mensuracdo da conversdo do
catecol em quinona (DUANGMAL; APENTEN, 1999). A reacao consistiu em 20ul do
extrato proteico enzimatico e 180pul de catecol 0.02M dissolvido em tampé&o fosfato de
sédio 0.1M pH 6,8. A reacdo foi realizada a 30°C por 2 minuto, em que houve leituras

da unidade de absorbancia (420nm) a cada 10 segundos. O diferencial entre a terceira
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e a quinta leitura foi utilizado para a determinacéo da atividade. A unidade de atividade
de PPO foi definida pelo incremento de absorbancia de 0,001 por minuto a 420nm por
mg de proteina total (U/min/mg prot).

A enzima fenilalanina amoénia-liase PAL foi determinada pela quantificacdo
colorimétrica do acido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA,
2006). A reacao consistiu em 20ul de extrato protéico enzimatico, 80ul de solugéo
tampéo Tris-HCI 0.025M pH 8,8, 100ul de L-fenilalanina 0.05M dissolvida em tampé&o
Tris-HCI 0.025M pH 8,8. A reacao foi incubada a 40°C por 2 horas e, ap0s a esse
periodo, foi acrescentado 20ul de solucdo HCI 6N para interromper a reacdo. A
absorbancia das amostras foi determinada a 290nm, sendo subtraido de cada amostra
o valor do controle (20ul de tampé&o de extracdo 180ul de solucdo tampéao Tris-HCI
0.025M pH 8,8) A atividade enzimética foi expressa em pg de &cido trans-cindmico
(acido trans-cinamico/min/mg de prot.). A absorbancia das amostras foi calculada de
acordo com a curva padréo para o acido trans-cinamico (y= 0,0303x + 0,0237, onde
‘y” € a absorbancia a 290nm e “x” a concentra¢ao de acido trans-cinamico) utilizando

uma curva padrdo para o acido (Figura 3).

Figura 3. Curva padrao para acido trans-cinamico
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4.4. Analise dos dados
O delineamento experimental utilizado no trabalho foi o inteiramente

casualizado, com quatro tratamentos e dez repeticbes por tratamento. Os dados
obtidos foram analisados quanto a normalidade, e quando ndo atenderam aos
critérios, foram submetidos a transformacdo por Box-Cox a fim de garantir

homogeneidade. Posteriormente, foram conduzidas analises de variancia e testes
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Post-Hoc para determinar as diferencas entre as médias pelo teste de Fisher a 5% de

significancia. As analises foram realizadas no software StatPlus v.8.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Emergéncia das plantas de milho

Os resultados obtidos revelam que as sementes e plantulas tratadas com as
células da levedura T. globosa (L 6S01) emergiram de forma mais rapida quando
comparado com os outros tratamentos. Os resultados podem ser observados no 5° e
6° dias apO6s a semeadura (DAS). A aplicacdo de células da bactéria B. subtilis
(ENDO26), por outro lado apresentou resultado inferior ao tratamento com a levedura
no primeiro dia de analise (4° DAS), sendo acompanhado pelos outros tratamentos
nas analises seguintes (Figura 4).

A aplicacdo de células de T. globosa (linhagem 5S55) em sementes de alface
resultou em incremento significativo de producdo da cultura no campo das plantas
(Cabrini, Sala, Rosa-Magri, 2019).

Figura 4. indice de velocidade de emergéncia das plantas de milho durante e apés o
tratamento com células de levedura (6S01) e/ou bactéria (ENDO26).
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica a 5% pelo teste de Fisher.

Semelhante ao resultado aqui observado, Buchelt et al., (2019) avaliaram o uso
de bioestimulantes e Bacillus subtilis em sementes de milho e ndo encontraram

incremento na taxa de germinacao da cultura. De Oliveira; Costa e Zucareli (2024)



24

avaliaram os efeitos da inoculacdo e co-inoculacdo com 0S microrganismos
Azospirillum brasilense, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis e Bacillus
megaterium na germinacdo de sementes e na producdo do milho; os autores
observaram maior indice de velocidade de emergéncia (IVE) no tratamento com T.
harzianum quando comparado com a co-inoculagéo dos quatro microrganismos. Esse
resultado corrobora com o deste trabalho em que a combinacéo da levedura (6S01) e
da bactéria (ENDO26) apresentou menor IVE.

Quanto mais rdpida a emergéncia da planta, menor o tempo desta em
condicbes adversas, susceptivel a estresses (MARTINS et al.,, 1999). Com o
desenvolvimento dos estadios iniciais da planta ocorrendo em menor tempo ha maior
aproveitamento da luz, 4gua e nutrientes, com o inicio antecipado do processo
fotossintético, favorecendo o crescimento da planta (MARTINS et al., 1999;
PANOZZO et al., 2009). A importancia da germinacao e a emergéncia das plantulas
de fato sdo essenciais para obter uma 6tima safra e altos rendimentos (MILJAKOVIC
et al.,, 2024). llla et al. (2020) avaliaram a inoculacdo de Trichoderma harzianum
(CT306) e Bacillus subtilis (CT104) em plantas de amendoim em ensaios de campo,
seja separadamente ou em combinacao, e observou melhora na emergéncia e no
crescimento das plantas, e isso refletiu em um maior rendimento de vagens e graos,
bem como em um aumento na propor¢ao de graos de maior tamanho.

Os resultados obtidos para o namero total de plantas emergidas ao fim da
analise (6° DAS), mostram que o tratamento com células da levedura (6S01)
proporcionou a emergéncia de um namero significativamente superior de plantas se

comparado ao tratamento controle (Figura 5).

Figura 5. Porcentagem final de emergéncia das plantas de milho.
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Com a analise da emergéncia das plantas, sem duvida, podemos verificar que o
tratamento das sementes e plantulas com a levedura (6S01) trouxe um beneficio
significativo para a emergéncia mais rapida das plantas e para o niumero maior de
plantas emergidas, se comparado as plantas inoculadas com a bactéria ou néo
inoculadas. O tratamento de sementes com bactérias, porém, tem sido observado em
diversos estudos como sendo benéfico em proporcionar maior taxa de germinacéo e
emergéncia das plantas. Custddio et al., (2013) estudaram o efeito da inoculacéo de
sementes de feijdo com Bacillus subtilis, e observaram incremento das plantulas de
feijdo com a inoculagéo da bactéria, tanto em ensaios no laboratério como em casa-
de-vegetacao. De Oliveira; Costa e Zucareli (2024) obtiveram um incremento de 33%
na taxa de germinacdo com a co-inoculacdo de Azospirilum brasilense + Bacillus
subtilis + B. megaterium) na cultura de milho. Annadurai et al., (2020), avaliaram a
resposta da co-inoculagdo da levedura endofitica Candida tropicalis (VYW1) e da
bactéria Rhizobium sp. (VRE1) em sementes de feijdo-mungo (Vigna mungo L.,) e
observaram aumento significativo da porcentagem de germinagao. Miljakovi¢ et al.,
(2024) observaram que os tratamentos de sementes de ervilha com a bactéria B.
subtilis e com a co-inoculagéo B. subtilis + B. amyloliquefaciens aumentaram de forma
significativa a porcentagem de germinacédo da cultura.

As diferentes respostas obtidas na emergéncia das plantas quando inoculadas
com microrganismos sao observadas com frequéncia, e 0s motivos principais citados
para isso é a dificuldade do estabelecimento do microrganismo inoculado na semente
e na plantula, e sua capacidade em promover beneficios ao vegetal na condicdo de
casa-de-vegetacdo ou campo. Apesar disso, O’Callaghan, (2016) menciona que, do
ponto de vista agronémico, a introdu¢do de microrganismos benéficos nas sementes
e na rizosfera das plantas pode ser um método eficiente de inoculacdo microbiana do

solo, possibilitando maior chance da colonizacéo destes nas raizes das plantas.

5.2. Desenvolvimento Vegetal

5.2.1. NUumero de folhas

Os dados obtidos para o crescimento relativo de nimero de folhas mostram que,

para a primeira e segunda semanas, as plantas inoculadas com células da levedura



26

T. globosa (6S01) tiveram melhor resultado, e que as plantas tratadas com células da
bactéria B. subtillis (ENDO26) tiveram o0 menor crescimento relativo. Na terceira
semana, porém, o crescimento ndo apresenta diferenca entre os tratamentos, sendo
gue as plantas tratadas com a levedura (6S01) apresentaram crescimento superior do
numero de folhas se comparado ao tratamento controle na quarta e Ultima semana de
analise (Figura 6-A). Tavares et al., (2019) mencionam que o aumento no numero de
folhas é desejavel, devido a maior area fotossintética e, consequente elevacdo do
potencial produtivo da cultura. O nimero de folhas € usado no milho como forma de
identificar seus estadios de desenvolvimento, sendo que podemos afirmar que o
tratamento com células da levedura (6S01) promoveu um avanco no desenvolvimento
vegetal, se comparado com 0s outros tratamentos.

Para a variavel numero total de folhas para os diferentes tratamentos
observamos que na 32 semana de experimento os tratamentos com levedura e da co-
inoculacdo levedura + bactéria apresentaram numero de folhas maior do que o
tratamento controle. Diferente resultado, porém, foi observado na 5% semana de
andlise, sendo que os tratamentos com levedura e bactéria aplicados isoladamente
foram os que proporcionaram plantas com maior numero de folhas, com resultado

superior ao tratamento controle (Figura 6-B).

Figura 6. Crescimento relativo do niumero de folhas (A) e numero médio de folhas (B)
das plantas de milho submetidas aos tratamentos de inoculagdo com a levedura
(6S01) e/ou bactéria (ENDO26).
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica a 5% pelo teste de Fisher.

Um desenvolvimento mais vigoroso das folhas desde o inicio do cultivo pode
aumentar a capacidade fotossintética da planta, o que pode refletir na producédo e no
rendimento de forma mais eficiente. Isso fortalece a validade de nossos resultados,
uma vez que demonstramos que o efeito do microrganismo persiste em varias etapas
do desenvolvimento da planta. O aumento do nimero de folhas em plantas inoculadas
por microrganismos ja foi observado em outras culturas. Domingues et al., (2021)
avaliaram a eficiéncia da utilizacdo de linhagens microbianas de Trichoderma
atroviride, Bacillus subtilis e Azospirillum brasilense em alface de duas cultivares
(Mediterranea e Solaris), e os resultados mostraram que a inoculacdo das plantas
promoveu aumento significativo de numero de folhas, se comparado ao tratamento
ndo inoculado. Araujo et al., (2020) estudaram a inoculacdo do fungo rizosférico
Aspergillus niger sobre mudas de café em viveiro e ap0s o transplante para o campo,
sendo que a inoculacdo do fungo promoveu incremento significativo no niamero de

folhas das mudas durante o periodo de avaliacao.

5.2.2. Altura da planta
Para o crescimento relativo das plantas quanto a altura ndo foi observada

diferenca entre os tratamentos, isto €, a inoculacdo das plantas ndo favoreceu a
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velocidade do crescimento das plantas em altura entre as semanas de analise
(Figura7-A).

Quando séo analisadas as medidas de altura das plantas, porém, € possivel
observar que a partir da 42 semana de analise as plantas tratadas com as células da
bactéria (ENDO26) apresentaram maior altura do que as plantas que receberam os
outros tratamentos. Na 52 semana as plantas dos tratamentos que receberam a
aplicacdo da bactéria, de forma isolada ou co-inoculada com a levedura,
apresentaram maior altura que o controle (sem inoculagéo) (Figura7-B)

Figura 7. Taxa de crescimento relativo (A) e valores médios (B) da altura das plantas
de milho submetidas aos tratamentos de inoculacdo com a levedura (6S01) e/ou
bactéria (ENDO26).
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Machado et al., (2020) avaliaram a inoculagéo foliar de plantas de milho com
Bacillus subtilis e Azospirillum brasilense, e os autores observaram que para a variavel
altura, as plantas inoculadas com B. subtilis apresentaram diferencas significativas em
relacdo aos demais tratamentos. O aumento significativo de altura da planta com a
inoculagdo de B. subtilis, estda relacionado com as diferentes atividades que
desempenha o microrganismo, como a solubilizacdo de nutrientes, a producao de
metabolitos de acéo bactericida e fungica, e a producao de fito horménios (HASHEM
et al., 2019; MUMTAZ et al., 2017).

Lima et al., (2011) avaliaram o efeito da inoculag&o de B. subtilis e da adubacéo
nitrogenada na produtividade do milho. A inoculacdo foi realizada via foliar, e da
mesma forma observaram que o B. subtilis tem beneficios no incremento da altura da
planta do milho. O mesmo resultado foi obtido por Ferreira et al., (2018) que também
observaram incrementos na altura das plantas inoculadas com o B. subtilis. Costa et
al., (2019) estudaram o efeito de diferentes concentragdes de inoculantes a base de B.
subtilis no desenvolvimento inicial da cultura soja de duas variedades (TMG132 e
M8210), e os resultados indicaram incremento na altura de plantas aos 30 dias ap6s
a semeadura para o cultivar M8210. Esse achado concorda com os resultados aqui
apresentados, nos quais foram observadas diferencas significativas com a inoculacao
da bactéria (ENDO26), na quarta semana de avaliacdo em relagdo aos demais

tratamentos.
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5.2.3. Comprimento e massa seca da planta

Quando tratadas com células de bactéria (ENDO26) as plantas apresentaram
maior altura ao fim do experimento (Figura 8-A), porém com menor massa seca
(Figura 8-B). O inverso podemos verificar para as plantas tratadas com células de
levedura (6S01), que apresentaram plantas com menor altura (Figura 8-A), porém
maior massa seca (Figura 8-B). Essa maior massa seca da parte aérea proporcionada
pela inoculacdo das células de levedura ndo pode ser explicada pelo nimero maior
de folhas, pois como foi relatado anteriormente, ndo houve diferenca entre os
tratamentos com levedura e com bactéria para numero de folhas por planta ao fim do
experimento (52 semana de avaliacdo) (Figura 6-B). Varidveis ndo analisadas, como
maior area foliar e/ou diametro do colmo das plantas tratadas com a levedura, podem

explicar a maior massa seca de parte aérea obtida para este tratamento.

Figura 8.Comprimento (A) e massa seca da parte aérea (B) de plantas de milho ao
fim dos 35 dias de experimento, apdés serem submetidas aos tratamentos de

inoculacao.
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Silva et al., (2022) estudaram a inoculacao de linhagens de Paecilomyces sp.,
Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis e Pochonia sp. na cultura da soja, e
observaram que a co-inoculacdo de Paecilomyces sp. e Bacillus subtilis, bem como a
combinacao de todos 0s microrganismos, resultou em médias superiores de altura da
planta, massa fresca e seca da parte aérea em comparacdo com o tratamento de
controle. Um estudo realizado por Mazzuchelli et al., (2014) verificaram que plantas
de milho co-inoculadas com Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis apresentaram
maior altura de plantas em relagdo ao controle. De forma semelhante aos estudos
supracitados, os resultados aqui obtidos mostram que as plantas co-inoculadas com
a levedura (6S01) e a bactéria (ENDO26) apresentaram maior altura e massa seca da
parte aérea, em relacédo ao controle.

Millan et al., (2020) avaliaram o potencial de uma cole¢do de 69 cepas de
leveduras isoladas de vinhedos espanhdis, para promocéo de crescimento de plantas
de milho, em condig&o controlada; os resultados mostraram que trés linhagens de
levedura promoveram incremento de massa seca, porém sem alteracdo significativa
para a altura das plantas. O mesmo resultado foi observado aqui, sendo que o
tratamento da levedura (6S01) promoveu maior massa seca, porém o mesmo nao foi

observado para altura.
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O melhor resultado observado foi obtido com a co-inoculacdo
(levedura+bactéria), que resultou em plantas mais altas e com maior massa seca. O
resultado pode ser explicado devido o fato de que a combinacdo de dois
microrganismos resulta na acédo de diferentes mecanismos de promogao de
crescimento, ou na redundancia destes, aumentando as chances de promocéao de
crescimento das plantas. Os microrganismos aqui estudados, em estudos
preliminares in vitro, mostraram serem capazes de produzir acido indolacético (AlA),
solubilizar minerais, controlar fitopatdogenos e induzir resisténcia sistémica. Albertini et
al., (2022) avaliou as condi¢Bes in vitro para a levedura T. globosa (6S01) produzir
AlA, a qual alcancou a producédo de 400 pg/mL em 24 horas de cultivo em meio de
cultura, o que mostra que a linhagem é promissora para ser usada na promocao de
crescimento vegetal. No mesmo trabalho foi observado que a linhagem € capaz de
solubilizar fosfato tricalcicum sob diferentes condi¢cées (fontes nutricionais, pH,
temperatura e oxigénio), indicando ser uma linhagem robusta para esta funcédo. A
bactéria B. subtilis (ENDO26) foi isolada de raiz de cana-de-acUcar, e foi selecionada
por sua capacidade de produzir AlA, solubilizar P e controlar fitopatdgenos em
condicdes in vitro.

De Oliveira; Costa e Zucareli (2024) avaliaram os efeitos da inoculacéo e co-
inoculagcdo com os microrganismos Azospirillum brasilense, Trichoderma harzianum,
Bacillus subtilis,e Bacillus megaterium na germinacdo de sementes e producédo do
milho; para a varidvel comprimento de parte aérea, tiveram maiores valores com a
inoculacao de B. subtilis e B. megaterium e com a co-inoculacéo de A. brasilense + B.
subtilis e B. megaterium. E possivel concluir pelos trabalhos citados que a co-
inoculagdo de microrganismos € uma pratica amplamente benéfica, sendo uma
abordagem adotada pela industria por meio de produtos biol6gicos comerciais que
incluem mais de uma linhagem ou espécie de microrganismo. E possivel encontrar
exemplos de combinagdo entre espécies de mesmo grupo microbiano (diferentes
bactérias), como a aplicacdo de microrganismos de grupos diferentes (bactérias e
fungos). No entanto, € essencial investigar cuidadosamente a sinergia entre as
linhagens para evitar possiveis efeitos negativos para o desenvolvimento das plantas.

Os dados obtidos para comprimento e massa seca das raizes das plantas de
milho reforcam o resultado positivo da co-inoculacdo (levedura+bactéria) para o

desenvolvimento vegetal, sendo que as plantas deste tratamento apresentaram, para
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as duas variaveis, valores significativamente superiores ao tratamento controle (Figura
9).

Figura 9.Comprimento de raiz (A) e massa seca das raizes (B) de plantas de milho

ao fim de 35 dias de experimento, apés serem submetidas aos tratamentos de

inoculacao.
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica a 5% pelo teste de Fisher.

No estudo de campo realizado por De la Paz et al., (2022) foram avaliadas duas
cepas nativas de B. subtilis e B. amyloquefaciens no cultivo de milho forrageiro; os
resultados mostraram que, apos 115 dias da inoculacéo, o tratamento com B. subtilis
demonstrou um aumento significativo na massa seca das raizes. Por outro lado,
Chagas et al., (2017) estudaram o B. subtilis e Trichoderma sp. no incremento da

biomassa em plantas de soja, feijao-caupi, milho e arroz. As avaliagdes foram aos 20
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e 40 dias apos a emergéncia das plantas (DAE); para massa seca da raiz de milho
obtiveram resultados estatisticamente superiores apenas aos 40 DAE, com as
inoculagdes isoladas dos microrganismos, com resultados superiores em comparagao
com a sua co-inoculacdo. Esses dados diferem dos obtidos neste estudo, sendo que
a inoculacdo isolada da bactéria B. subtilis (ENDO26) nas plantas de milho
proporcionou menor massa seca de raiz, resultado inferior a co-inoculacdo, e
semelhante ao tratamento controle (Figura 8-B).

Polli De Oliveira; Borsoi; De Souza Waligura, (2022) avaliaram a inoculagéo de
microrganismos isolados e combinados aplicados via solo na cultura da soja:
Bradyrhizobium japonicum; B. japonicum + Azospirillum brasiliense; B. japonicum + A.
brasiliense + Trichoderma harzianum; B. japonicum + A. brasiliense + T. harzianum +
B. amyloliquefaciens e B. japonicum + A. brasiliense + T. harzianum + B.
amyloliquefaciens + B. subtilis e B. megaterium; para a variavel de comprimento de
raiz ndo foram observadas diferencas significativas em relacao ao tratamento controle.
Esses resultados ndo concordam com o nosso estudo, onde o tratamento com a co-
inoculacdo proporcionou plantas com maior comprimento de raiz em relagdo ao
controle. E importante destacar que a formacdo das raizes é fundamental para o
desenvolvimento das plantas, pois é o érgdo responsavel pela absorcédo de agua e
nutrientes do solo, além de serem o suporte da planta. Também é relevante notar que,
atraveés das raizes ocorrem a rela¢des simbidticas entre os microrganismos do solo e
a planta, relacdes estas muito importante para a resisténcia da planta contra estresses
(MAGALHAES; NEGRI; SOUSA, 2013).

5.3. Teor de clorofila

Para a variavel teor de clorofila é possivel observar que as plantas tratadas com
a bactéria (ENDOZ26) e a levedura (6S01), de forma isolada, apresentaram os maiores
valores, enquanto as que receberam a co-inoculacdo (levedurat+bactéria)
apresentaram teores significativamente menores, semelhante ao observado no

tratamento controle (Figura 10).
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Figura 10. Teor de clorofila das folhas de milho ao fim de 35 dias de experimento,

apos serem submetidas aos tratamentos de inoculacéo.
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Millan et al., (2020) estudaram a inoculagéo de leveduras em plantas de milho,
e observaram que a inoculacéo isolada de trés linhagens proporcionou aumento de
10% no teor de clorofila, em relagdo ao tratamento controle. O mesmo resultado foi
observado neste trabalho, no qual a inoculagdo com a linhagem 6S01 promoveu
plantas com teor de clorofila superior ao tratamento controle. Costa et al., (2019)
estudaram o efeito de diferentes concentracdes de inoculantes a base de Bacillus
subtilis no desenvolvimento inicial da cultura soja, e os resultados indicaram aumento
do teor de clorofila das folhas de duas variedades testadas, com aumento das doses
de Bacillus subtillis, havendo um efeito significativo nos trés periodos de avaliacéo.
Diferente do que observamos aqui, em um estudo realizado por Annadurai et al.,
(2020), a co-inoculacao de feijao mungo com a levedura Candida tropicalis (VYW1) a
bactéria Rhizobium sp. (VRE1) promoveu maior teor de clorofila em relagdo a
inoculacao isolada. Fornari et al., (2020) mencionam que o indice da clorofila seja a,
b ou total sdo reportados como positivamente relacionados com a produtividade do
milho, na produgdo dos graos e biomassa e sua relagdo com fotossintese e

consequentemente a producédo dos fotoassimilados (PONTE FILHO et al., 2023).
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Gandara Ledezma; Gutiérrez Coronado, (2023), estudaram o efeito de
microrganismos promotores de crescimento vegetal e gesso agricola no cultivo de
figos. Foram aplicados trés tratamentos: controle, consoércio bacteriano (B. subtilis, B.
cereus e Pseudomonas fluorescens) e Trichoderma harzianum com gesso agricola.
Eles observaram as arvores tratadas com consorcio bacteriano e T. harzianum com
gesso agricola, um incremento do teor de clorifla em comparacdo com o controle.
Nos estudos encontrados, a presenca de mudltiplos microrganismos promoveu,
interacdes que sdo sinérgicas, que resultam melhorias no desempenho da planta
incluindo no teor de clorofila. Porém é muito importante tomar em conta que os efeitos
da co-inoculacao, podem variar dependendo das espécies, as culturas e as condi¢cdes
ambientais envolvidas. Neste trabalho observamos que a co-inoculacdo de levedura
(6S01) + bactéria (ENDO26) apresentaram menor teor de clorofila, em comparacéo

com a inoculacgéo individual dos microrganismos.

5.4. Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e solubilizadores de P

Os resultados da quantificacdo do nimero de esporos de FMA nos solos sob
cultivo de milho mostraram que aqueles que receberam a inoculagdo com a bactéria
(ENDO26) e a levedura (6S01), isoladamente, apresentaram as maiores médias,
seguidas do tratamento com a co-inoculagédo. Todos os tratamentos com inoculacéo
apresentaram resultados superiores ao tratamento controle (Figura 11-A).

Para a colonizacao dos FMA nas raizes, as plantas que receberam as células da
bactéria (ENDO26), seja ela de forma isolada ou co-inoculada com a levedura foram
as gue apresentaram melhores resultados. O tratamento com a levedura (6S01)
isoladamente apresentou resultado inferior, porém superior ao tratamento controle
(Figura 11-B).

Na literatura € grande o numero de trabalhos mostrando interagdo positiva de
bactérias promotoras de crescimento e fungos micorrizicos, com incremento ao
desenvolvimento vegetal. Contrera et al., (2022) investigaram o efeito individual e
combinado de Bacillus subtilis e do fungo micorrizico Glomus intraradices no
crescimento e na qualidade pos-colheita das hastes de Lisianthus var., uma espécie
ornamental, sendo que o numero de folhas foi superior quando a dupla inoculagéo foi
realizada; os autores concluem que esse incremento pode estar relacionado a uma

maior absor¢ao de macro e micronutrientes facilitada pela simbiose entre as bactéria
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e o fungo micorrizico, o que, por sua vez, promoveu um maior desenvolvimento das

plantas.

Figura 11.Numero de esporos de FMA no solo (A) e coloniza¢ao micorrizica de raizes

de milho (B) em amostras submetidas as inoculacées com a levedura (6S01) e/ou

bactéria (ENDO26).
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica a 5% pelo teste de Fisher.
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Figura 12.Estruturas dos FMA observadas em esporos de solo e fragmentos de raizes
de milho avaliadas. A- Detalhe das vesiculas; B — hifas fangicas externas as raizes, C
— hifas fungicas e vesiculas; D- esporos no solo.

.

Zaidi et al., (2009) mostraram que B. subtillis esta diretamente envolvido na
solubilizacédo de fésforo. Além disso, Kohler et al., (2007) mostraram que existe um
sinergismo entre B. subtilis e os FMA. Os FMA tém uma associac¢ao simbidtica com a
maioria das plantas, auxiliando na nutricdo com fésforo e protegendo contra estresses
bidticos e abioticos (NANJUNDAPPA et al., 2019). A inoculacdo de microrganismos
no solo/rizosfera ajuda a melhorar a saude geral da planta e sua capacidade de
realizar suas funcdes fisiologicas aproveitando ao maximo seu potencial
(BERENDSEN et al., 2012). Mohamed et al.,, (2019) estudaram a parceria de
rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) e micorrizas para melhorar
0 crescimento e a utilizagdo de nutrientes por plantas de feijjdo comum em um solo
infectado com fungos de podridado branca. Mostraram que as inoculagdes individuais

com FMA ou bactérias melhoram a absor¢cdo de P; também observaram que as
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inoculagcdes combinadas proporcionaram aumentos significativos na absorcdo de P
pelas plantas.

Estudos realizados recentemente demostraram que os efeitos benéficos de
endofiticos ao colonizar as plantas podem ser melhorados pela co-inoculagdo com
outros microrganismos, aumentando o crescimento e o rendimento para fornecer a
nutricdo equilibrada para a planta (FIRDOUS et al., 2019). Rodrigues et al., (2022)
investigaram a combinacéo de cepas de Bacillus e Azospirillum e doses de P sobre a
taxa de colonizacdo micorrizica e o desenvolvimento foliar do milho; os autores
observaram que a co-inoculacéo de Bacillus com Azospirillum promoveu um aumento
significativo da colonizacao por FMA. Esses achados indicam que a co-inoculag¢édo néo
apenas aprimora a disponibilizacdo de nutrientes, mas também cria um ambiente
propicio para os fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Esses achados estdo em
concordancia com este trabalho, no qual observamos que a inoculacédo das plantas
promoveu significativo aumento da colonizacéo das raizes por FMA. Esse processo
pode ser benéfico para planta, como foi possivel observar, houve a promocao do
crescimento das plantas. Esses dados indicam que, dentre os potenciais beneficios,
a reducdo de fertilizantes minerais seria um, o que seria benéfico tanto para a
producdo agricola quanto para os agricultores.

A gquantificacdo de UFC de solubilizadores de fosforo cultivaveis das amostras
de solo ndo mostrou diferenca significativa entre os tratamentos. Os dados obtidos
mostraram grande variagdo no numero de UFC entre as repeticdes dentro dos
tratamentos, indicando heterogeneidade desse grupo microbiano nas amostras
avaliadas. Com esse resultado podemos concluir que, diferente do que foi observado
para os FMA, os tratamentos das plantas com células de levedura e/ou bactéria ndo

afetaram de forma significativa a presenca dos solubilizadores cultivaveis no solo.
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Figura 13.Formacao de halo de solubilizacdo de fosfato inorganico (seta) por coldnia

de fungos filamentosos (A) e bactérias (B), em meio BDYA.

O fésforo no solo poder estar quimicamente fixado com outros cations metélicos
geralmente a sua disponibilidade € limitada. As caracteristicas mais valorizadas dos
microrganismos que promovem crescimento vegetal é sua capacidade de solubilizar
o fosforo, tornando-o disponivel para ser absorvido pelas plantas (SHARMA et al.,
2013).

Oliveira et al., (2019) mencionam que as duas cepas de T. globosa (5S51 e
5S55), foram capazes de solubilizar fosfato, demonstrado pela formacédo de halo de
solubilizagdo em meio solido. Albertini et al., (2022) realizaram o isolamento de
leveduras de solo sob o cultivo de milho, e dentre os isolados selecionaram a linhagem
6S01, usada neste trabalho, por ser produtora de AIA e solubilizadora de P. Bezerra
et al., (2022) que realizaram o isolamento de bactérias promotoras de crescimento de
plantas de cana-de aclcar, obteve a linhagem ENDO26, usada neste trabalho, a qual

foi selecionada, dentre outros mecanismos, a capacidade de solubilizar P in vitro.

5.5. Enzimas antioxidantes

A andlise estatistica realizada sobre a atividade das enzimas peroxidase (PO)
(Figura 14-A), polifenoloxidase (PPO) (Figura 14-B) e fenilalanina amonia-liase (PAL)
(Figura 14-C), revelou auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos. A aplicacédo do teste F ndo demonstrou discrepancias significativas entre
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as médias dos tratamentos, sugerindo uma uniformidade nos efeitos das diferentes
condicles testadas.

A auséncia de diferenca entre os tratamentos pode ser justificada pelo fato de
que as plantas ndo sofreram estresses, sejam eles bidticos ou abidticos, durante o
periodo de avaliacdo. Apesar dos tratamentos com possiveis indutores de resisténcia
(AAS e os microrganismos), a producdo de enzima é observada de forma mais
significativa quando a planta € submetida a situacfes estressantes, sejam elas
ambientais (alteracbes de temperatura, estresse hidrico, salinidade, contato com
metais pesados etc.) ou o0 ataque de pragas e fitopatdégenos.

Peroxidases s&o responsaveis por catalisar a oxidacdo de compostos
organicos, sendo uma enzima chave nas plantas por desempenhar diversas funcoes,
como a formacéo de ligagBes em polissacarideos, a oxidacao do acido indolacético, a
ligacdo de mondmeros, a lignificacdo, a cicatrizacdo de ferimentos, a oxidacao de
fendis, a defesa contra patdgenos, a regulacdo do crescimento celular, entre outras
atividades. (CAMPOS; SILVEIRA, 2003; (DINIZ CAMPOS; MARIETE DA LUZ
SILVEIRA, 2003). A atividade das peroxidases na planta tende a aumentar em
resposta a estresses (RESENDE et al., 2003). Campos et al., (2004) investigaram a
atividade de peroxidase e polifenoloxidase em cultivares de feijao pulverizados com
acido acetil salicilico (AAS), um indutor quimico de resisténcia vegetal, e
microrganismos indutores, constatando um aumento na atividade dessas enzimas
apos a inoculacédo de patégenos. De acordo com os autores, a atividade dessas
enzimas esta associada a varios processos do sistema de defesa das plantas, como
a resposta hipersensivel, a lignificacdo e a acao antimicrobiana.

Aguiar (2016) menciona que além das rizobacterias, as leveduras, como a
Saccharomyces cerevisiae, mostraram uma eficacia na inducao da resisténcia contra
infeccbes causadas por Xanthomonas gardneri em tomateiros. Mohamed et al., (2019)
estudaram a parceria de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) e
micorrizas para melhorar o crescimento e a utilizacdo de nutrientes por plantas de
feijdo comum em um solo infectado com fungos de podridédo branca; a combinacéo de
todos os biotratamentos, ou seja, B. subtilis, B. subtilis + FMA, P. fluorescens, P.
fluorescens + FMA e FMA possui um efeito positivo com o aumento na atividade da
enzima peroxidase, reduzindo a infeccdo por Sclerotium rolfsii e mostrando
significativa capacidade dos microrganismos como bioagentes de controle de

doencas, em comparacdo com o tratamento controle ou até mesmo com o de
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fungicida. Marques et al.,, (2012) estudaram enzimas indicadoras do estado de
inducdo de resisténcia em genaotipos de soja submetidos a deficiéncia de potassio;
acompanhando a atividade de PO nas plantas, observaram que € possivel manter a
atividade da enzima crescente, em taxas maiores nos estadios vegetativos da soja,

em V5 e V7, em situacao de sub estresse

Figura 14 A. Atividade da enzima peroxidase nos extratos vegetais de plantas de
milho.
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Figura 14 B. Atividade da enzima polifenoloxidase nos extratos vegetais de plantas

de milho.
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Figura 15. Atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase nos extratos vegetais de
plantas de milho.
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica a 5% pelo teste de Fisher.

Polifenoloxidases sdo enzimas responsaveis pela oxidacdo de compostos
fenolicos que geram uma acao antimicrobiana, e geralmente esta elevada em tecidos
infectados ou danificados, o que € de grande importancia para as plantas, pois esta
envolvida nos mecanismos de defesa e/ou senescéncia (CAMPOS; SILVEIRA, 2003;
CHARLES; PEREIRA, 2017). Campos et al., (2004) investigaram a atividade de
peroxidase e polifenoloxidase em cultivares de feijdo pulverizados com AAS e
microrganismos indutores, constatando um aumento na atividade dessas enzimas
apos a inoculacdo de patdgenos. De acordo os autores, a atividade de dessas
enzimas esta associada a varios processos do sistema de defesa das plantas, como
a resposta hipersensivel, a lignificacdo e a acao antimicrobiana.

De acordo com Pascholati et al., (1986), a fenilalanina aménia-liase é uma
enzima intensamente estudada em plantas e que atua no metabolismo de compostos
fendlicos, sendo a enzima-chave na regulacdo da rota dos fenilpropandides. Além
disso, atua como catalisadora da L-fenilalanina em acido trans-cinamico e amonia; a
regulacéo do acumulo de fendis se mostra eficaz em resposta a infeccéo e ferimentos.
A enzima PAL é uma das primeiras a ser ativada no metabolismo secundario,
desencadeando rapidamente uma série de mecanismos, como a via dos
fenilpropanoides. Essa via leva a sintese de fitoalexinas, ligninas, acido benzéico e
acido salicilico, sendo este ultimo considerado um sinal importante na amplificacao
das respostas defensivas sistémicas (HAMMERSCHMIDT, 1999). Castro et al., (2005)

descreveram que a fenilalanina amoénia-liase ndo é detectada em quantidades
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significativas em plantas sob baixas condicdes de estresse. No entanto, as atividades
mais altas dessa enzima ocorrem em condi¢cfes opostas, ou seja, durante periodos
mais frios e secos, com maiores variagdes de temperatura, caracteristicos da estacédo
seca. Esses achados estdo em concordancia com o nosso estudo, pois as plantas de
milho ndo passaram por nenhum tipo de estresse o0 que explica a auséncia significativa
da enzima fenilalanina aménia-liase. Boonchitsirikul et al., (1998) também mencionam
que a producdo da enzima PAL, é geralmente ativada pela interagédo patégeno-planta,
ou por outras condicdes de estresse que a planta este passando.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem que se alcancem as seguintes conclusoes:

- A inoculacgéo das plantas de milho com células da levedura T. globosa (6S01)
proporcionou maior velocidade na emergéncia das plantas de milho, além de um maior
namero de plantas emergidas, se comparado aos outros tratamentos;

- O tratamento com células da levedura também proporcionou maior
crescimento relativo do niumero de folhas, o que garantiu desenvolvimento vegetal
mais rapido, com possiveis reflexos positivos para a produtividade ao fim do ciclo da
cultura.

- A co-inoculacao das plantas de milho com as células da levedura T. globosa
(6S01) e as células da bactéria B. subtilis (ENDO26) proporcionaram maior
desenvolvimento da parte aérea e da raiz, para comprimento e massa seca,
mostrando que a parceria entre essas linhagens microbianas tem grande potencial
para promover um crescimento direto da planta, provavelmente garantindo que 0s
mecanismos de promocdo de crescimento dessas linhagens, anteriormente
observados em laboratorio, foram empregados na associagao entre as linhagens e as
plantas (producdo de AlA, solubilizagdo de P, controle de fitopatégenos, inducdo de
resisténcia).

- A inoculagdo das plantas com células da bactéria B. subtilis (ENDO 26)
promoveu maior associagao das plantas com os FMA naturalmente presentes no solo,
mostrando o efeito sinérgico entre os diferentes grupos microbianos, e confirmando a
hipotese de que a inoculacdo da bactéria tem um efeito positivo para estimular a

microbiota natural do solo, que pode ser “convocada” para auxiliar o desenvolvimento
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vegetal. Em menor grau, a inoculacéo das células da levedura também proporcionou
estimulo aos FMA, de forma significativamente superior ao tratamento controle.

- Os resultados da quantificagdo das enzimas antioxidantes das plantas de
milho, submetidas aos diferentes tratamentos, ndo mostrou diferenca significativa.
Provavelmente o fato das plantas ndo terem sido submetidas a estresses tenha
impedido a deteccdo da potencial atividade de inducdo de resisténcia induzida

esperada com a inoculacdo das plantas com os microrganismos estudados.
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