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PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE CULTIVARES DE ALFACE PELA
LEVEDURA RIZOSFERICA Torulaspora globosa
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Orientador: Profa. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI
Co-orientador: Prof. Dr. FERNANDO CESAR SALA

RESUMO

O solo abriga grande diversidade microbiana, da qual a maior parte continua
desconhecida, quanto a espécies, grupos microbianos e fungdes no ecossistema.
Dentre os micro-organismos conhecidos que habitam o solo, um grupo se detaca
como benéfico as atividades agricolas: 0s micro-organismos promotores de
crescimento vegetal (MPCV). Sdo capazes de auxiliar o desenvolvimento das
plantas através, principalmente, da producao de fitormdnios, disponibilizacdo de
nutrientes e controle de fitopatdégenos. Dentre os MPCV, as leveduras apresentam
pouco destaque, por estarem em menor quantidade no solo. Trabalhos na literatura,
porém, indicam que este grupo apresenta grande potencial, por apresentar étimos
resultados em experimentos in vitro, quanto aos principais mecanismos de estimulo
ao desenvolvimento vegetal. Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a germinacédo, desenvolvimento inicial de plantulas, mudas e plantas adultas
de alface inoculados com a levedura rizosférica Torulaspora globosa e seus
metabolitos. Para tanto o trabalho envolveu dois experimentos; o primeiro consistiu
na inoculagcao de sementes e mudas de alface, da cultivar Crocantela, em condigbes
de casa-de-vegetacdo, cultivadas em substrato e transplantadas ao campo. O
segundo experimento consistiu avaliar, de forma mais controlada, a acdo da
levedura, de seus metabdlitos e de triptofano na germinacdo e desenvolvimento
inicial de alface (cultivars Crocante e Valentina) em condi¢coes de laboratério. Por
ultimo foi avaliada a acao da bactéria diazotrofica Azospirillum brasilense, de forma
isolada e em associacdo com a levedura, no desenvolvimento da cultivar Valentina.
Os resultados mostraram que para os ensaios de casa-de-vegetacdo e campo, a
inoculagdo da levedura proporcionou mudas com menor comprimento de raiz,
apesar de maior massa de raiz (sistema radicular menor e mais ramificado). As
folhas se apresentaram mais largas e compridas, o que se refletiu em uma maior
massa da parte aérea. A avaliacao das plantas no p6s-colheita mostrou que para as
variaveis altura, numero de folhas, comprimento e largura de folhas, e peso fresco
de parte aérea, o tratamento ndo inoculado apresentou valores estatisticamente
inferiores. Os resultados para os ensaios em condigdes controladas mostraram que
o tratamento das sementes das cultivares Crocante e Valentina nao afetou
significativamente a germinacdo. As plantulas, porém, da cultivar Crocantela
apresentaram raizes menores e com menor area quando tratadas com a levedura e
seus metabdlitos. Os metabdlitos da levedura com triptofano (T7), por sua vez,
proporcionaram maior diametro de raiz. Os dados obtidos pela cultivar Valentina
mostraram que o tratamento com a levedura, seus metabdlitos e adi¢cao de triptofano
(T5) foi o que proporcionou os melhores resultados, com destaque para as variaveis
volume e area de raiz, e numero de pontas de raizes. Os tratamentos com adicao de
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triptofano (com levedura (T6) ou metabdlitos (T7)) foram os que apresentaram o0s
resultados menos satisfatorios para o desenvolvimento das plantulas. Foi possivel
observar que o tratamento 5 também mostrou ser o melhor no estimulo a producao
de pélos radiculares para a cultivar Valentina. A adicdo da bactéria A. brasilense,
isolada e em co-inoculacdo com a levedura, ndo promoveu crescimento significativo
das plantulas de alface da cultivar Valentina. A partir dos dados apresentados
podemos observar que a inoculacdo das sementes e mudas com a levedura mostrou
ser eficiente na promocdo de crescimento de alface. Estudos relacionados a
métodos de inoculacdo, formulacées do indculo, concentracdo de células e analise
quimica dos metabdlitos produzidos, porém, sdo imperativos para otimizar os
resultados de promog¢ao de crescimento e para o estabelecimento da tecnologia.

Palavras-chave: Micro-organismos Promotores de Crescimento Vegetal;

Crocantela; Valentina; olericolas; metabdlitos microbianos
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ABSTRACT

The soil harbors great microbial diversity which remains unknown, as regards
species, microbial groups and functions in the ecosystem. Among the known
microorganisms that inhabit the soil, one group is described as beneficial to
agricultural activities: the plant growth promoter microorganisms (PGPM). They are
able to aid the development of plants through, mainly, the production of phyto-
hormones, nutrients solubilization and control of phytopathogens. Among the PGPM,
yeasts present slight prominence, because they are in less quantity in the soil.
However, studies in the literature indicate that this group presents great potential, as
it presents excellent results in in vitro experiments, regarding the main mechanisms
of stimulus to plant development. Considering the above, the objective of this work
was to evaluate the germination, initial development of seedlings, seedlings and adult
lettuce plants inoculated with the rhizosphere yeast Torulaspora globosa and its
metabolites. Two experiments were realized; the first consisted of the inoculation of
seeds and lettuce seedlings of the Crocantela variety under greenhouse conditions,
germinated in substrate and transplanted to the field. The second experiment
consisted of evaluating, under laboratory controlled conditions, the action of yeast, its
metabolites and tryptophan on germination and initial development of lettuce
(Crocantela and Valentina varieties). Finally, the action of the diazotrophic bacterium
Azospirillum brasilense, alone and co-inoculated with the yeast, was evaluated in the
development of the Valentina variety. The results showed that for yeast and field
trials, yeast inoculation provided seedlings with a lower root length, despite a higher
root mass (smaller and more branched root system). The leaves appeared wider and
longer, which was reflected in a larger mass of the aerial part. The evaluation of the
plants at the post-harvest showed that for the variables height, leaf number, leaf
length and width, and fresh weight of shoot, the noninoculated treatment had
statistically lower values. The results for the trials under controlled conditions showed
that the treatment of the seeds of the cultivars Crocante and Valentina did not affect
significantly the germination. The seedlings, however, of the Crocantela variety
showed roots smaller and with less area when treated with the yeast and its
metabolites. The metabolites of the yeast with tryptophan (T7), in turn, provided a
larger root diameter. The data obtained by the Valentina variety showed that the
treatment with yeast, its metabolites and addition of tryptophan (T5) provided the
best results, especially for volume, root area and number of root tips. The treatments
with tryptophan addition (with yeast (T6) or metabolites (T7)) presented the least
satisfactory results for the development of the seedlings. It was possible to observe
that the treatment 5 also showed the best in stimulating the production of root hair for
the Valentina variety. The addition of the A. brasilense, isolated and in co-inoculation
with the yeast, did not promote significant growth of lettuce seedlings of the Valentina



variety. From the data presented we can observe that the inoculation of the seeds
and seedlings with the yeast showed to be efficient in the promotion of lettuce
growth. Studies related to inoculation methods, inoculum formulations, cell
concentrations and chemical analysis of the metabolites produced, however, are
imperative to optimize the results of growth promotion and the establishment of the
technology.

Keywords: Plant Growth Promoter Microorganisms; Crocantela; Valentina;
horticulture; microbial metabolites



INTRODUCAO

O solo é um ambiente extremamente complexo, que apresenta uma
diversidade microbiana bastante elevada, caracterizada por diferentes tipos
funcionais, que em equilibrio sdo fundamentais a diferentes processos, entre eles na
ciclagem de nutrientes e na protecdo e auxilio ao desenvolvimento vegetal
(BALDRIAN, 2016). A agricultura atual, no entanto, emprega uma grande quantidade
de compostos quimicos, como fertilizantes minerais e defensivos, os quais rompem
com o equilibrio do ecossistema edafico, através da diminui¢cdo da biodiversidade, e
consequente queda da resiliéncia do solo (NUROLITA et al.,, 2016). O emprego
desses produtos, porém, €& imprescindivel, considerando que o processo de
producdo agricola atual se apresenta altamente dependente de insumos que
sustentam o processo produtivo, ao mesmo tempo em que agridem o ambiente
(LAMICHHANE et al., 2016).

O estudo de processos naturais, com o0 emprego de micro-organismos
autdctones capazes de proteger e auxiliar o desenvolvimento da planta apresenta-se
como uma alternativa na busca de uma produgcdo agricola mais sustentavel
(ALAGUKANNAN e ASHOKKUMAR, 2015). O conhecimento das funcdées dos micro-
organismos no solo, porém, continua sendo um desafio aos cientistas. E possivel
encontrar na literatura diversos trabalhos sobre micro-organismos promotores de
crescimento vegetal (MPCV), porém nao existem muitas op¢des de tecnologias

estabelecidas quanto ao emprego desses micro-organismos no manejo agronémico



das culturas no campo (CLEMENTE et al., 2016; GHALAB et al., 2016). Isso se
deve, principalmente, a falta de reprodutibilidade dos resultados obtidos no
laboratério em campo, uma vez que 0 micro-organismo, para ser capaz de auxiliar a
planta, deve ser competente, isto é, precisa sobreviver no agroecossistema,
extremamente biodiverso, € com condicdes ambientais variadas (temperatura,
umidade, concentragdes de nutrientes, pH, concentracao de gases, etc) (SANTOYO
et al., 2016).

MPCV podem ser encontrados naturalmente na rizosfera das plantas, e
apresentam a habilidade de produzir compostos capazes de estimular o
desenvolvimento vegetal por meio de diferentes mecanismos, como a producao de
hormonios vegetais, sideroforos, através do controle biolégico de fitopatégenos e
inducéo de resisténcia vegetal, além da solubilizacdo de fosfatos e disponibilizacéo
de minerais no solo, promovendo uma melhor nutricdo para as plantas (SHERATIA
et al., 2016).

O grupo das Auxinas, através do seu principal representante, o &acido
indolacético (AIA), é uma classe de fitorménios produzido pelos MPCV e conhecida
por estimular o crescimento vegetal (CLELAND, 1990). Diversos micro-organismos,
incluindo bactérias (KHALID et al., 2004), fungos filamentosos (FLOCH et al., 2003)
e leveduras (EL-TARABILY, 2004) sao capazes de produzir quantidades
significativas de AIA e promover efeitos importantes no crescimento e
desenvolvimento vegetal.

Leveduras sdo fungos unicelulares que podem ser encontrados na rizosfera
das plantas, porém em numero inferior as bactérias e fungos filamentosos; devido a
este fato, pouco é conhecido sobre sua fungcédo neste ecossistema, sendo poucos 0s
trabalhos encontrados na literatura sobre o assunto. Rosa (2009) isolou da rizosfera
da cana-de-agucar uma linhagem da espécie Torulaspora globosa, e avaliou seu
potencial no controle biol6gico de fitopatdgenos, observando resultados favoraveis
contra fungos causadores de antracnose (Colletotrichum sublineolum) em milho e
sorgo (ROSA et al., 2010). Durante a caracterizacao da espécie, testes apontaram
esta levedura como capaz de produzir compostos de estimulo ao crescimento
vegetal, como acido indolacético (ROSA, 2009) e acidos organicos capazes de
solubilizar minerais potassicos (ROSA-MAGRI et al., 2012) e fosfato de calcio
(DILARRI et al., 2012).



A alface (Lactuca sativa L.) € uma das hortalicas de maior importancia, sendo a
folhosa mais consumida em todo o mundo. Existem diversas cultivars comerciais,
sendo classificadas de acordo com o tipo da folha. As mais comercializadas no
Brasil s&o, respectivamente, crespa, americana, lisa e mimosa. O mercado brasileiro
possui preferéncia pela alface crespa, e, considerando isso, existem diversos
projetos de melhoramento genético e desenvolvimento de cultivares (cv) que sejam
adaptadas ao nosso clima. Dessa forma, a cv “Crocantela”, desenvolvida na
UFSCar, possui essas caracteristicas, além de resisténcia a diversas doencas e
ciclo curto (SALA e COSTA, 2012; UFSCar, 2013).

Os MPCV podem colaborar com os sistemas agricolas, e existem diversos
trabalhos demonstrando a possibilidade de melhorar caracteristicas fisiologicas e
nutricionais, promovendo crescimento e controlando fitopatégenos (CORREA et al.,
2010; DURAN et al., 2016; CHEN et al., 2016). Considerando a importancia da
horticultura na agricultura brasileira, e a necessidade por tornar a agricultura menos
dependente de produtos toxicos, além dos escassos trabalhos na literatura sobre
leveduras rizosféricas, questdes sdo levantadas quanto a presenca e agado deste
grupo quando associado as plantas, e as condicoes que afetam sua acdo na
promocéao de crescimento vegetal.



OBJETIVOS

1. Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi avaliar a germinacdo, desenvolvimento inicial das
plantulas, mudas e plantas adultas de alface inoculados com a levedura rizosférica
Torulaspora globosa.

2. Objetivos especificos

- Inocular sementes e mudas de alface com a levedura T. globosa e avaliar sua
acdo na promocao de crescimento de mudas e na producdo de alface (cv
Crocantela);

- Avaliar a acado da levedura T. globosa na germinacdo e desenvolvimento
inicial de duas cultivares de alface em condi¢des controladas.



REVISAO DA LITERATURA
1. Alface (Lactuca sativa L.)

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta pertencente a familia Asteraceae, do
grupo das olericolas. Tem grande importancia na alimentagdo humana, destacando-
se como fonte de vitaminas B1 e B2, vitaminas C, calcio e ferro (FERNANDES et al.,
2002). E a mais conhecida dentre as hortalicas folhosas, sendo, por isso, cultivada
em quase todas as regides do planeta (ZIECH et al., 2014). Além de seu valor
nutritivo, a alface se destaca por ser uma olericola de facil aquisicao e de baixo
custo ao consumidor (OLIVEIRA et al., 2004).

A espécie é originaria de clima temperado, cuja adaptacdo a locais de
temperatura e luminosidade elevadas tem dificultado a expressdo de todo seu
potencial genético, causando limitagdes em seu crescimento (SETUBAL; SILVA,
1992). A alface produzida atualmente originou-se de espécies silvestres, ainda
encontradas em regides do sul da Europa e na Asia Ocidental (FILGUEIRA, 2003).
Seu cultivo e comercializacdo apresenta limitacdes, devido sua sensibilidade as
condicoes adversas de temperatura, umidade e chuva (GOMES et al., 2005), e
devido a sua perecibilidade e baixa resisténcia ao transporte no pés-colheita. Estas

caracteristicas obrigam que seu cultivo seja realizado préximo aos grandes centros



consumidores, obrigando os produtores a obter o maximo de aproveitamento da
produtividade (VIDIGAL et al., 1995).

O mercado de alface no Brasil € conduzido principalmente por pequenos
produtores, que conduzem a producdo a entrepostos de venda, como CEASA,
distribuidos localmente. Através dos distribuidores é feita a principal venda ao
consumidor, e onde sédo levantados os principais dados de cada cultura no setor
hortifrati. De acordo com o boletim Hortigranjeiro (CONAB, 2018), a alface foi
comercializada no més de junho de 2018 pelo valor de R$ 2,19 o quilo no estado de
Sao Paulo, e a quantidade comercializada no CEAGESP foi de, aproximadamente, 4
toneladas em maio de 2018, sendo o estado de Sao Paulo o principal produtor de
alface do pais.

A alface é uma planta herbacea, com caule diminuto, ao qual se prendem as
folhas. Estas sdo amplas e crescem em roseta, em volta do caule. As folhas podem
ser lisas ou crespas, formando ou ndo uma cabecga. Sua coloracdo pode apresentar
varios tons de verde, ou roxo, conforme a cultivar. O sistema radicular € bem
ramificado, porém é também superficial, com exploracdo de apenas 0s primeiros
0,25 m do solo, quando a planta é oriunda de mudas transplantadas. Quando
originadas de semeadura direta, a raiz pivotante pode atingir até 0,60 m de
profundidade do solo (FILGUEIRA, 2003).

A coloracao das folhas tem um espectro variado de cores desde diversos tons
de verde até o roxo. As alfaces comercializadas no Brasil podem ser classificadas
em seis grupos de acordo com o tipo de folha (FILGUEIRA, 2003): alface repolhuda-
manteiga; alface repolhuda-crespa (americana); solta lisa; solta crespa; mimosa e
romana. A alface preferida e mais consumida no Brasil € a alface crespa,
representando cerca de 60% do mercado. Por ndo formarem cabeca e pelas suas
folhas crespas, o manuseio e o transporte desta cultivar sdo facilitados. O ciclo de
producdo da alface € curto (45 a 60 dias) o que permite que sua producao seja
realizada durante o ano inteiro, e com rapido retorno de capital.

O solo ideal para o cultivo dessa hortalica € o de textura media, rico em matéria
organica e com boa disponibilidade de nutrientes. Para se obter maior produtividade,
€ necessario o uso de insumos que melhorem as condigcbes fisicas, quimicas e
biolégicas do solo. As maiores produgdes podem ser obtidas a partir da melhoria das
caracteristicas quimicas e fisico-quimica do solo, o que poder ser obtida com o

acréscimo de doses crescentes de compostos organicos (SOUZA et al., 2005).



A grande suscetibilidade da alface as doencas torna-se um fator de limitacao
na producdo dessa hortalica. Segundo Filgueira (2003), sdao conhecidos
aproximadamente 75 diferentes tipos de doencas, devendo ser evitado, 0 quanto
possivel, o uso de produtos toxicos no controle fitossanitario, pois estes podem
deixar residuos ao consumidor. Por tratar-se de uma hortalica de inverno, o seu
cultivo em outras épocas do ano, pode favorecer, em algumas regides, a incidéncia
de doencas e desequilibrios nutricionais, principalmente, se as condi¢des climaticas
se caracterizarem por elevados indices pluviométricos e altas temperaturas (YURI et
al., 2004). Por isso, a época de plantio mais recomendada é o final da estacao
chuvosa, sendo que nas regides mais frias o cultivo pode ser realizado durante todo
0 ano, principalmente sob condi¢do de cultivo protegido.

2. Micro-organismos promotores de crescimento vegetal (MPCV)

Os micro-organismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) se
encontram especialmente na rizosfera das plantas, atraidos pelos exsudatos
radiculares (ODOH, 2017), podendo ser encontrados também no interior dos tecidos
e na superficie dos vegetais. As estratégias, utilizadas por este grupo microbiano
para promover o crescimento das plantas, podem ser diretas ou indiretas; dentre os
mecanismos diretos podemos destacar a producao de horménios vegetais, como as
auxinas (SUAREZ et al., 2014); indiretamente os micro-organismos podem auxiliar a
nutricdo das plantas, disponibilizando minerais insolluveis (SINGH et al.,, 2011),
transformando nutrientes em formas assimilaveis, como o nitrogénio pelas
diazotréficas (GOPALAKRISHNAN et al., 2017) ou tornando sua absorcdo mais
eficiente, como os fungos micorrizicos (SYMANCZIK et al., 2017). O controle de
micro-organismos fitopatogénicos ou deletérios também €& uma estratégia que
possibilita o0 melhor desenvolvimento das plantas (PEREG; MCMILLAN, 2014).

A producdo de horménios vegetais pode regular o crescimento, além de
diversos aspectos da fisiologia vegetal, como senescéncia e dominancia apical
(ODOH, 2017). Dessa forma, os micro-organismos produtores de horménios
vegetais contribuem com o crescimento de plantas, ajudando na resposta a fatores
ambientais, bidticos e abidticos (DODD et al.,, 2010); apesar de as plantas
produzirem os proprios horménios, a quantidade produzida ndo supre a demanda

interna, necessaria para seu desenvolvimento (ODOH, 2017). Dentre os horménios



vegetais mais ligados ao incremento vegetal estd o grupo das auxinas, sendo seu
principal representante o acido indolacético (AlA), responsavel pela regulacdo da
divisdo celular, expansao e diferenciacdo celular, e polarizacdo, além de
desenvolvimento de érgdos, como raiz lateral e adventicia e dominéncia apical
(LUDWIG-MULLER, 2014). A maioria dos micro-organismos que produzem AlA,
utilizam como precursor o aminoacido triptofano; dentre os micro-organismos
relatados como produtores de AlA através de triptofano podemos citar as bactérias
Bacillus amyloliquefaciens, Azospirillum, Azotobacter, entre outras (LIU et al., 2016;
SHAO et al., 2015), assim como as leveduras do género Williopsis e Torulaspora
(FU et al.,, 2016; NASSAR et al., 2005) e o fungo filamentoso Trichoderma
asperellum (Li et al., 2017).

O uso de MPCV como biofertilizantes em culturas de importancia econémica
tem sido bastante considerado. A biofertilizacdo € o mecanismo através da qual o
micro-organismos suprem e/ou disponibilizam nutrientes basicos a planta, de forma
a promover uma melhor nutricdo, e consequentemente melhor desenvolvimento do
vegetal (ODOH, 2017). A fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) é uma das formas
de disponibilizagdo de nutrientes, sendo utilizada como pratica da agricultura
(GELFAND e ROBERTSON, 2015). Assim como o nitrogénio, o fésforo é um
elemento essencial para o desenvolvimento das plantas, e quando aplicado na sua
forma soluvel, é perdido por se ligar fortemente as particulas de solo, tornando-se
em grande parte, insoluvel e indisponivel as plantas (ODOH, 2017). Dessa forma, a
acao de micro-organismos solubilizadores de fosfatos se da pela disponibilizacao
desse mineral na sua forma soluvel, na solugdo do solo (SHARMA et al.,, 2011). A
mineralizacdo de fostatos organicos, ou a mobilizacdo da forma organica para
inorganica também é um mecanismo microbiano, que torna possivel a absorcao do
nutriente pela planta (SINGH et al., 2011). Existem diversos géneros capazes de
solubilizar fosfatos, dentre os quais ha exemplos de bactérias dos géneros
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia (SHAO et al., 2015), leveduras dos géneros
Candida, Clavispora, Torulaspora e Rhodosporidium (FU et al., 2016; SARABIA et
al., 2018) e fungos filamentosos dos géneros Curvularia e Penicillium
(PRIYADHARSINI; MUTHUKUMAR, 2017; SINGH; REDDY, 2011).

Outra estratégia utilizada pelos MPCV ¢é o controle biolégico de fitopatdégenos e
deletérios. Dentre os mecanismos utilizados para o controle biolégico, a producéo de

antibiéticos consiste em uma forma direta de controle, sendo que bactérias dos



géneros Bacillus, Streptomyces e Pseudomonas (POSTMA et al., 2009; SHAO et al.,
2015; YUAN et al., 2015) sdo descritos como produtores. As leveduras killer sédo
conhecidas pela producdo de micotoxinas que matam outros micro-organismos,
dentre eles, fitopatdogenos, o que as tornam candidatas a agentes de controle
biol6gico (ALOUI et al., 2015; LIMA et al., 2013). Produgdo de enzimas hidroliticas
(CATTELAN et al, 1999; PALUMBO et al, 2005), compostos volateis
(HERNANDEZ-LEON et al., 2015) também podem ser produzidos e utilizados pelos
MPCV no controle de patégenos e deletérios, tanto por bactérias, como fungos
(ODOH, 2017). Outro mecanismo de controle bastante utilizado é a competicao por
nicho e nutrientes (ODOH, 2017); MPCV capazes de colonizar rapidamente a
rizosfera ou filosfera sdo habeis em utilizar os nutrientes disponiveis e se
desenvolver no espaco disponivel, ndo possibilitando, aos patégenos, chance de
estabelecimento e impedindo o desenvolvimento da doenca (PAHARI; MISHRA,
2017).

O emprego de MPCV apresenta-se, desta forma, como uma tecnologia com
grande potencial que necessita ser explorada e desenvolvida; o uso de defensivos
agricolas de forma intensa tem mostrado ser prejudicial em médio e longo prazo
para a sustentabilidade dos agroecossistemas. Os MPCV podem ser utilizados para
a diminuicao e, até mesmo a substituicio de compostos quimicos que apresentam
toxicidade ao meio ambiente, e parece ser um dos caminhos para o

desenvolvimento de manejos agronémicos mais sustentaveis e ecologicos.
3. Leveduras promotoras de crescimento vegetal

Leveduras sdo fungos unicelulares, que habitam diversos ambientes, dentre
eles a superficie das plantas e o solo (BOTHA, 2011); espécies isoladas de rizosfera
sdo descritas na literatura como capazes de promover crescimento vegetal das
plantas (AL-FALIH, 2005). Devido sua baixa concentracdo no solo, em relacdo a
outros grupos microbianos (bactérias e fungos filamentosos), sdo, em geral, menos
estudadas (MOHAMED; METWALLY, 2014). Dentre as espécies de leveduras
avaliadas como promotoras de crescimento vegetal Candida sp. isolada de amostra
de solo, apresentou capacidade de solubilizacdo de fosfatos, producao de AlA,
sideréforos, exopolissacarideos, sendo capaz de resistir a seca e promover o
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crescimento de Feijado Rajado (Vigna radiata) sob estresse hidrico
(SILAMBARASAN; VANGNAI, 2017).

As leveduras das espécies Cryptococcus flavus, Rhodosporidium paludigenum,
Hannaellla sinensis e Torulaspora globosa, isoladas de rizosfera de arroz e cana-de-
acucar, apresentaram capacidade de producdo de AIA, além de atividade de
catalase (NUTARATAT et al., 2014). Rh. paludigenum mostrou-se habil em produzir
sideréforos, e C. flavus foi capaz de produzir AIA e apresentar atividade de
carboximetil celulase. T. globosa apresentou antagonismo com patégenos fungicos
através da producao de compostos volateis (NUTARATAT et al., 2014).

Isolando leveduras de Drosera spatulata, Fu et al. (2016), observaram a
producéo de AlA por diversos géneros de leveduras, como Aureobasidium, Candida,
Dothideomycetes, Hanseniaspora, Saccharomyces e Torulaspora. Dentre as
solubilizadoras de fosfato e 6xido de zinco, diversos géneros apresentaram atividade
solubilizadora, porém, apenas Saccharomyces e Torulaspora apresentaram
capacidade de solubilizar fosfato bicalcico e fosfato tricalcico; o género que
apresentou maior capacidade de solubilizar éxido de zinco foi Dothidemomycetes.
Em relacdo a producdo de sideréforos, o género com maior producdo foi
Pseudozyma. Nos testes de atividade antifiungica contra o fungo Glomerella
cingulata, as leveduras com maior atividade foram Barnettozyma e Galactomyces
(FU et al., 2016).

Como uma caracteristica de um MPCV, a levedura Metschinikowia sp. foi
selecionada como um possivel agente de controle bioldégico contra Penicillium
digitatum, agente causador do bolor verde em citrus, mostrando total inibicao até 7
dias ap6s inoculacdo (LIU et al.,, 2017). Uma das vantagens de se utilizar uma
levedura no controle biolégico pos-colheita € a maior capacidade desse grupo em
resistir a baixa atividade de agua, se comparado a outros grupos microbianos (LIU et
al., 2017).

4. Uso de micro-organismos promotores de crescimento vegetal em

espécies olericolas

Estudos apontam a ag¢do de micro-organismos na promog¢ao de crescimento de
diversas espécies olericolas, sendo a alface uma das culturas estudadas. Chabot et

al. (1996) inocularam sementes de alface através da imersdo em suspensao de



11

Rhizobium leguminosarum, levando as plantas a campo, e observaram um aumento
significativo da massa seca das plantas, principalmente em area com solo com baixa
fertilidade. Azospirillum brasilense foi aplicada em sementes de alface e observou-se
aumento da biomassa vegetal, melhora da qualidade da hortalica sob estresse
salino, além de aumento da quantidade de acido ascérbico e diminuicdo da oxidacao
das plantas (FASCIGLIONE et al., 2015).

A resisténcia a estresse tem sido observada como uma das vantagens
oferecidas pela inoculacao das plantas com MPCV; a inoculagdo de mudas de alface
com a bactéria Pseudomonas mendocina, através de aplicacéo via drench em casa
de vegetacdo, promoveu o aumento de biomassa vegetal, em condicdo de alta
salinidade (RUZZI e AROCA. 2015).

Além da alface, outras hortalicas de grande importancia sdo estudadas com o
uso de MPCV, como é o caso da batata. Cerca de 40% da producéo mundial é baixa
por conta da baixa eficiéncia de absorcao de fosfato pela raiz da batata (ZAIDI et al.,
2015), dessa forma, a utilizacdo de micro-organismos solubilizadores de fosfatos séo
uma boa opcao para melhorar produtividade. Malboobi et al. (2009) testaram trés
diferentes bactérias solubilizadoras de fosfato em associagcdo, Pantoea
agglomerans, Microbacterium laevaniforamns e Pseudomonas putida, e a aplicagao
resultou em aumento de biomassa tanto em casa de vegetacdo como em campo. As
bactérias Bacillus cereus e Achromobacter xylosoxidans, solubilizadoras de fosfato e
produtoras de AIA, também promoveram crescimento vegetal ao serem aplicadas
em batata (DAWWAN et al., 2013).

O tomate € uma hortalica de grande importancia mundial, com producdo de
129 toneladas em 2008 (ZAIDI et al., 2015), e também pode ser favorecida pelo uso
de micro-organismos promotores de crescimento vegetal. Bernabeu et al. (2015)
verificaram que a aplicagao da bactéria Burkholderia tropica em plantas de tomate
promoveram um aumento no ndmero € no peso de frutos de tomate, além de
verificar a capacidade de colonizacdo da planta pelo micro-organismo. As bactérias
solubilizadoras de fosfato Pantola agglomerans e Burkholderia anthina também
promoveram crescimento vegetal em tomate, tanto aplicadas separadamente, como
em co-inoculacao, promovendo maior absorcao de fosforo pela planta e aumentando
peso seco de parte aérea e raiz (WALPOLA; YOON, 2013).

Existem evidéncias de promocao de crescimento vegetal em outras hortalicas,

como Bacillus cereus, Brevebacillus reuszeri, Rhizobium rubi em brocolis, Bacillus
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megaterium, P. agglomerans, Bacillus subtilis em repolho, B. cereus, Bacillus
licheniformis, B. megaterium, B. subtilis, Bacillus strains, Pseudomonas putida,
Paenibacillus polymyxa em espinafre, entre outros casos (ZAIDI et al., 2015).
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CAPITULO 1. Torulaspora globosa: levedura rizosférica que promove
crescimento de alface em condicoes de producao de muda e pds-transplante

em campo

1. Resumo

Este trabalho apresentou como objetivo a avaliagdo da inoculacdo da
levedura rizosférica Torulaspora globosa (linhagem 5S55) no desenvolvimento de
alface (cv Crocantela) nas fases de muda e apds a colheita da planta adulta. O
primeiro experimento consistiu na avaliagdo da inoculagdo das sementes e mudas,
com avaliacdo das plantas antes do transplante para o campo. Para tanto, sementes
foram inoculadas com células da levedura (1x108 células.kg de semente™). As
plantulas (oriundas de sementes inoculadas e nao inoculadas) foram divididas em 3
tratamentos, que receberam, ou ndo, nova inoculagdo de 1x108 células.muda’, 7
dias apdés a emergéncia e/ou 15 dias apds a emergéncia das plantas. Trinta dias
apos a emergéncia, as mudas foram avaliadas quanto ao comprimento da parte
aérea e raiz, numero de folhas, largura da folha e massa seca. O segundo
experimento consistiu no transplante das mudas para o campo; ap6s 30 dias de
cultivo estas foram colhidas e avaliadas quanto ao comprimento da parte aérea,
comprimento do caule, largura, comprimento e niumero de folhas, massa fresca e
seca da parte aérea. Os resultados obtidos mostraram que a inoculagao da levedura
nas trés ocasides (sementes, 7 e 15 dias ap6s a emergéncia) proporcionaram
plantas com numero de folhas reduzido, e com menor comprimento de raiz, apesar
de maior massa de raiz (sistema radicular menor e mais ramificado). Apesar de
mudas com menos folhas, estas se apresentaram mais largas e compridas, o que se
refletiu em uma maior massa da parte aérea. Para as plantas transplantadas, os
resultados mostraram que para as variaveis altura, nimero de folhas, comprimento e
largura de folhas, e peso fresco de parte aérea, o tratamento ndo inoculado
apresentou valores estatisticamente inferiores. A inoculacdo das sementes e mudas
com a levedura mostrou ser eficiente na promocdo de crescimento de alface.
Estudos relacionados a métodos de inoculagdo, formulacbes do indculo,
concentracdo de células, porém, sdao imperativos para otimizar os resultados de
promocao de crescimento e para o estabelecimento da tecnologia.

Palavra-chave: promocéo de crescimento vegetal; bioestimulante; mudas de alface;
Crocantela
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2. Introducao

A necessidade crescente da humanidade por comida faz com que a agricultura
busque cada dia mais por alta produtividade, empregando grandes quantidades de
insumos quimicos para suprir a demanda requerida (LAMICHHANE et al., 2016).
Porém, o aumento do uso de fertilizantes ou defensivos agricolas no solo ndo séao
sustentaveis para a agricultura, tanto ambientalmente como financeiramente
(ETESAMI e MAHESHWARI, 2018). O solo possui alta biodiversidade, e interagdes
complexas que se relacionam com sua capacidade produtiva, estabilidade estrutural,
absorcdo de agua e absorcdo de nutrientes (SIDIBE et al., 2018).

Trazer para a agricultura uma abordagem mais sustentavel seria possivel
através da utilizacdo de micro-organismos promotores de crescimento vegetal
(MPCV), e se beneficiando da interagdo micro-organismo-planta (LUGTENBERG et
al., 2002). As comprovacoes de que os MPCV podem trazer beneficios aos cultivos
em ambientes controlados sao iniUmeras, porém, quando levadas a campo, existem
inomeros fatores que podem influenciar nos resultados, como estresses bioticos,
abidticos, a microbiota nativa, a especificidade micro-organismo-planta, o clima, até
mesmo a confianga do produtor, entre outros aspectos (TABASSUM et al., 2017).
Dessa forma, as opc¢des de tecnologias utilizando MPCV nao sao bem estabelecidas
no manejo agronémico das culturas no campo (CLEMENTE et al., 2016).

Os MPCV habitam o solo e as plantas, possuem mecanismos para a promogao
de crescimento vegetal que variam desde defender as plantas de doencas,
aumentar absorcao de nutrientes, através de fixacao de nitrogénio e solubilizacao de
fosfatos, produgao de sideréforos, fitorménios, capacidade de estimular nas raizes e
folhnas a inducdo de resisténcia a estresses bibticos e abibticos, entre outros
mecanismos (ODOH, 2017).

Dentre os mecanismos de promocao de crescimento vegetal, a produgédo de
fitormbnios, em especial o acido indolacético (AlA), do grupo das auxinas, €
conhecida por promover o crescimento vegetal (LUDWIG-MULLER, 2014).
Bactérias, leveduras e fungos filamentosos sdo capazes de produzir quantidades
significativas de AIA, e estimular o crescimento vegetal (SARABIA et al., 2018;
PRIYADHARSINI e MUTHUKUMAR, 2017; SHAO et al., 2015).

Leveduras estdo presentes em diversos ambientes naturais, como solo,

rizosfera, folhas, entre outros ambientes, porém, ndo sao tdo estudados como as
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bactérias e os fungos filamentosos (NASSAR et al., 2005). A levedura Torulaspora
globosa foi isolada de cana-de-acucar, e mostrou-se capaz de produzir compostos
promotores de crescimento vegetal, como AlA, &cidos organicos solubilizadores de
fosfatos (OLIVEIRA, 2016; ROSA, 2009; ROSA-MAGRI et al., 2012).

Alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais comercializada no Brasil, e
uma cultura mais adaptada ao clima ameno (FERNANDES et al.,, 2002). Dessa
forma, existem diversos programas de melhoramento genético para
desenvolvimento de cultivares (cv) adaptadas ao nosso clima, como € o caso da cv
“Crocantela”, desenvolvida na UFSCar, adaptada ao clima quente, possui folha
intermediaria entre crespa e americana, resisténcia a diversas doencas e ciclo curto
(SALA e COSTA, 2012; UFSCAR, 2013).

Considerando a importancia da horticultura na agricultura, e a capacidade de
promocgao de crescimento vegetal dos MPCV em hortalicas (FASCIGLIONE et al.,
2015; ZAIDI et al., 2015), o objetivo deste trabalho foi a inoculacdo de sementes e
mudas de alface, cv Crocantela, com a levedura rizosférica Torulaspora globosa
(linhagem 5S55) e a avaliagdo da acao deste micro-organismo no desenvolvimento
de mudas de alface em casa-de-vegetacdo, e o desenvolvimento das plantas
transplantadas no campo.

3. Materiais e Métodos

3.1. Material biolégico

3.1.1. Levedura rizosférica Torulaspora globosa (5S55)

A levedura avaliada neste projeto pertence a espécie Torulaspora globosa
(linhagem 5S55); a linhagem foi selecionada como produtora de &cido indolacético
(AIA), dentre mais de 300 isolados (dados nédo publicados) obtidos de amostras de
rizosfera de cana-de-acucar, de area do campus de Araras, do Centro de Ciéncias
Agrarias, da Universidade Federal de Sao Carlos (latitude: 22° 21' 25" S e longitude:
47° 23" 03” W, altitude de 629 m); a linhagem se destacou dentre outras devido sua
alta producdo de AIA (mais de 800 pg.ml' em 24 horas de incubacdo) e sua
capacidade de solubilizar fosfato de calcio in vitro (OLIVEIRA, 2016); além de

controlar o desenvolvimento de fungos fitopatégenos em ensaios em cultivo pareado
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em placa de Petri (BIZARRIA JUNIOR, 2016), indicando agdao como agente de
controle biolégico. Desta forma, a linhagem foi caracterizada como potencial
promotora de crescimento vegetal. A linhagem foi identificada através de técnicas de
biologia molecular, com o sequenciamento da regido D1/D2 - 28S do rDNA, com o
uso dos primers NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') e NL4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') (KURTZMAN e ROBNETT, 1997).

A linhagem 5S55 estd armazenada no banco de micro-organismos do
Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM), da Universidade
Federal de Sao Carlos. Centro de Ciéncias Agrarias, campus de Araras/SP; esta
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! 4gar), cobertas com 6leo mineral, e
mantidas em geladeira, a 8°C. Antes do inicio dos testes, a linhagem 5S55 foi
reativada em placa Petri, também em meio YEPD, e incubada a 25°C até o
desenvolvimento das col6nias. Estas foram utilizadas para a inoculagdo de caldo
batata marca Difco®, cultivadas por 48 horas a 120 rpm a 302C, que foram utilizadas
para preparo das suspensodes utilizadas como indculo, nos diferentes experimentos,

sendo estes, compostos de células, suspensas em solucao salina (NaCl 0,85%).

3.1.2. Alface (Lactuca sativa L.) cv. Crocantela

A espécie vegetal utilizada nos experimentos foi a alface (Lactuca sativa L),
cultivar Crocantela. A cultivar escolhida para os testes apresenta caracteristicas
intermediarias entre alface crespa e americana, do tipo crocante, desenvolvida para
adaptar-se as condicbes ambientais brasileiras. Possui numero elevado de folhas
espessas e coloragdo verde clara (FONTANA, 2016). Foram utilizadas sementes
nuas cedidas pela empresa Fercam®, e utilizadas nos ensaios sem aplicacdo de
defensivos para que nao houvesse influéncia no desenvolvimento da levedura

inoculada.

3.2. Avaliacao do desenvolvimento de mudas de alface a partir de sementes
inoculadas com T. globosa (5S55)

Este experimento foi realizado no meses de abril e maio de 2017 em casa-de-
vegetacdo do GEHORT (Grupo de Estudo de Horticultura) do Centro de Ciéncias
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Agrarias, da Universidade Federal de Sao Carlos, campus de Araras/SP. O indice
médio de pluviosidade para esta area nos meses de experimento foi de 77 e 69 mm,
para abril e maio, respectivamente. A temperatura foi de minima de 14°C e maxima
de 26°C, de acordo com site do ClimaTempo.

Antes da inoculacao, as sementes foram desinfetadas com hipoclorito de sédio
(0.625% de cloro ativo), seguida da lavagem com agua destilada para remoc¢ao do
excesso de cloro. Foram utilizadas em todo o experimento, 3200 sementes, sendo
metade destas inoculadas com células de levedura; foi realizado o preparo de uma
suspensdo de células de levedura em concentracdo de 1x108 células.mL, em
solucao salina (NaCl 0.85%) estéril, sendo aplicado 2 mL de suspensdo em 20 g de
semente, equivalente a 100 células por semente, em um saco plastico, e
homogeneizadas com a movimentacdo do saco, para total distribuicdo das células
da levedura nas sementes. Sementes ndo inoculadas (tratamento controle) foram
apenas tratadas com solucao salina estéril, nas mesmas condicdes descritas acima.

A semeadura foi realizada em substrato de fibra de coco da marca Amafibra®,
distribuido em bandejas de plastico com 200 células, sendo colocada uma semente
por célula, a 1 cm de profundidade. Apds a semeadura, as bandejas foram mantidas
em casa de vegetacdo. A umidade do substrato foi mantida na capacidade de
campo, com reposicao quando necessaria através de irrigacao por microaspersao
de forma intermitente. Foi realizada ferti-irrigacao 3 vezes por semana, com 1 L de
solugédo hidropénica de alface bandeja™, cuja composicdo é 0.5 g.L-' de nitrato de
calcio, 0.5 g.L! de nitrato de potassio, 0.35 g.L! de sulfato de magnésio, 0.1 g.L-' de
MAP e 0.03 g.L' de micronutrientes (ConMicros®).

Além da microbiolizacdo das sementes, foram realizadas inoculagdes da
levedura aos 7 e/ou 15 dias ap6s a emergéncia das plantulas de alface; os
tratamentos estdo descritos no Quadro 1. A inoculacdo das mudas foi realizada
individualmente, sendo aplicado 1 mL da suspenséo da levedura por planta, com
1x108 células.mL', com o auxilio de pipeta automatica. Nos tratamentos sem
inoculacao, foi aplicada a mesma quantidade de solucao salina estéril (0.85% NaCl).
No total foram considerados 8 tratamentos, sendo utilizadas 4 repeticdes de 100
plantas por tratamento.
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Quadro 1. Descricdo dos tratamentos de inoculacao de leveduras em sementes e
plantulas de alface cv. Crocantela.

TRATAMENTO SEMENTES INOCULACAO 7 DAE* | INOCULACAO 15 DAE
1 Nao inoculado N&o inoculado N&o inoculado
2 Nao inoculado Nao inoculado Inoculado
3 Nao inoculado Inoculado N&o inoculado
4 Nao inoculado Inoculado Inoculado
5 Inoculado N&o inoculado N&o inoculado
6 Inoculado N&o inoculado Inoculado
7 Inoculado Inoculado N&o inoculado
8 Inoculado Inoculado Inoculado

*DAE — dias apds a emergéncia das plantas

Apéds o desenvolvimento das mudas, no momento ideal de seu transplante para
o campo, 30 dias apds semeadura, as mudas foram avaliadas quanto a altura da
parte aérea, comprimento de raiz, largura e comprimento das folhas, sendo estas
medidas realizadas com o auxilio de régua e paquimetro. Também foram avaliados
o numero de folhas, massa fresca da parte aérea e raiz, € massa seca da parte
aérea e raiz; estas duas Ultimas anadlises foram realizadas com a secagem das
plantas em estufa de secagem, a 60°C, até peso constante. Foram avaliadas 10

plantas por parcela, selecionadas ao acaso.

3.3. Avaliacao da producao de alface em campo a partir de mudas inoculadas
com T. globosa (5S55)

As mudas foram transplantadas para o campo, em area do GEHORT (Grupo
de Estudo de Horticultura), no Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal
de Sao Carlos, campus de Araras/SP, nas mesmas condicées de pluviosidade e
temperatura descritas no item 3.2. A area apresenta solo tipo latossolo; este foi
preparado com subsolagem, seguido de gradagem e uso de retroencanteiradeira
para confeccdo dos canteiros. A adubacgéao foi feita com 150 g de 04-14-08 NPK por

metro quadrado de canteiro, aplicados 7 dias antes do transplante, de maneira
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incorporada no canteiro, e apds 12 dias foi aplicada 10 g por planta de 20-00-20
NPK em cobertura.

As mudas utilizadas neste experimento foram obtidas a partir do experimento
descrito no item 3.2. O delineamento experimental consistiu em blocos ao acaso
(Quadro 2), com 4 blocos por tratamento (mantendo os 8 tratamentos do
experimento anterior), com 20 plantas por bloco (80 mudas por tratamento). As
mudas transplantadas foram selecionadas da bandeja ao acaso, e plantadas
utilizando espagamento entre as linhas de 25 cm e entre as plantas de 30 cm.

Quadro 2. Delineamento experimental em blocos ao acaso utilizado no ensaio.

Bloco Tratamento
I 1 2 8 6 3 5 7 4
Il 3 2 4 5 6 7 1 8
1] 1 4 5 6 8 2 3 7
v 6 8 5 7 2 1 3 4

As plantas foram mantidas no campo por 63 dias sob irrigagdo por aspersao
com vazao de 200 L.h", até o ponto horticultural (momento ideal de colheita). Foram
avaliadas 5 plantas por bloco. As plantas foram retiradas do solo com o auxilio de
uma faca. As plantas colhidas foram avaliadas quanto a altura da parte aérea, da
base do caule até a maior medida da planta, tamanho e largura das folhas (foi
escolhida uma folha do meio da planta, que representasse o padrao da planta toda)
e tamanho do caule (essa medida foi feita com a desfolha total das plantas até
sobrar apenas o caule, sendo medido do corte até o topo), sendo estas medidas
realizadas com o auxilio de uma régua. Também foram avaliados o numero de
folhas, massa fresca e massa seca da parte aérea; esta ultima analise foi realizada

com a secagem das plantas em estufa de secagem, a 60°C, até peso constante.

3.4. Analise estatistica
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by

Os dados obtidos foram submetidos a andlise 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.

4. Resultados
4.1. Avaliacao das mudas de alface cultivadas em casa-de-vegetacao

Os resultados obtidos mostraram que para a variavel altura de parte aérea, nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos avaliados (Figura 1). Para a variavel
comprimento de raizes, porém, a inoculacdo das sementes e da muda 7 e 15 dias
apoOs a emergéncia proporcionou prejuizo a planta, enquanto que a inoculacdao das

sementes e da muda 15 dias apds a emergéncia promoveu seu crescimento (Figura

2).
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Figura 1. Altura média das mudas de alface cultivadas em casa-de-vegetacao.
9,5 A
9,0 AB AB AB
g5 | 8 AB AB
8,0 B
7’5 I
7,0

s/inoc 15 inoc 15 s/inoc 15 inoc 15 s/inoc15 inoc 15 s/inoc 15 inoc 15

DAE DAE DAE DAE DAE DAE DAE DAE

s/ inoc 7 DAE inoc 7 DAE s/ inoc 7 DAE inoc 7 DAE

sementes ndo inoculadas sementes inoculadas
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Figura 2. Comprimento médio de raiz das mudas de alface cultivadas em casa-de-
vegetacao.

Os resultados obtidos para a variavel nimero de folhas das mudas foi similar
ao obtido para comprimento de folha, sendo que a inoculacdo das sementes e da
muda 7 e 15 dias ap6s a emergéncia proporcionou os menores valores. O mesmo
resultado porém, foi obtido no tratamento com inoculacdo das sementes e da muda
apdés 15 dias de emergéncia. Estes foram inferiores ao tratamento com inoculacéo
das sementes e inoculagdo 7 dias apds a emergéncia (Figura 3).

A
AB AB AB AB AB
I I I I I B B
s/inoc15 inoc 15 s/inoc15 inoc15 s/inoc15 inoc15 s/inoc15 inoc 15

DAE DAE DAE DAE DAE DAE DAE DAE
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sementes n&o inoculadas sementes inoculadas

Figura 3. Numero médio de folhas das mudas de alface cultivadas em casa-de-
vegetacao.

Para as variaveis largura de folha, comprimento de folha, peso fresco da parte
aérea e raiz, e peso seco da parte aérea e raiz, o tratamento com a inoculacao das
sementes e das mudas 7 e 15 dias apdés a emergéncia proporcionou,
estatisticamente, resultados que indicam a promoc¢ao de crescimento das mudas. O
tratamento sem nenhuma inoculacao ficou, dentre os tratamentos com menores

valores nas mesmas variaveis (Figuras 4, 5,6, 7,8 e 9).



34

MNP NN
o M e o

— —
= o

largura da folha (cm)
@

N

A
AB AB AB AB
B B
B I I I I I I
s/ inoc 15 inoc 15 s/inoc 15 inoc 15 s/inoc 15 inoc 15 s/inoc 15 inoc 15

DAE DAE DAE DAE DAE DAE DAE DAE
s/ inoc 7 DAE inoc 7 DAE s/ inoc 7 DAE inoc 7 DAE

—
[=)

sementes ndo inoculadas sementes inoculadas

Figura 4. Largura média das folhas das mudas de alface cultivadas em casa-de-

vegetacao.
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Figura 5. Comprimento médio das folhas das mudas de alface cultivadas em casa-de-

vegetagao.
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Figura 7. Peso fresco médio de raiz das mudas de alface cultivadas em casa-de-
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Figura 9. Peso seco meédio de raiz das mudas de alface cultivas em casa-de-

vegetagao.

4.2. Avaliacao das plantas de alface no pés-transplante
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Os resultados obtidos para a variavel altura de planta mostram que mudas
oriundas de sementes inoculadas apresentaram os melhores resultados, os quais
foram estatisticamente superiores ao obtidos pelas plantas oriundas de mudas nao
inoculadas (Figura 10).

As plantas oriundas de mudas n&o inoculadas apresentaram resultados
significativamente inferiores também para as varidveis numero de folhas,
comprimento e largura de folhas, e peso fresco de parte aérea. Para cada variavel,
porém, o tratamento que apresentou resultados estatisticamente superiores variou.
Para numero de folhas, os tratamentos os quais a muda recebeu inoculacdo 7 ou 15
dias apds a emergéncia, e os tratamentos com inoculagdo das sementes sem
inoculacdo das mudas, e com estas inoculadas 15 dias ap6s a emergéncia, foram

significativamente melhores (Figura 11).
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Figura 10. Altura média da parte aérea de plantas de alface transplantadas para o

campo.
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Figura 11. Niumero médio de folhas de plantas de alface transplantadas para o
campo.

Para a variavel comprimento de folhas, as plantas oriundas de mudas que
receberam a inoculagcdo apenas na semente apresentaram resultado
estatisticamente superior as plantas ndo inoculadas (Figura 12).
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Figura 12. Comprimento médio das folhas de plantas de alface transplantadas para

0 campo.

Para a variavel largura de folha, porém, as plantas oriundas de mudas que
receberam inoculagdo apenas 7 dias ap06s a emergéncia foram estatisticamente
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superiores as plantas que nao receberam nenhuma inoculagéo (Figura 13). Para a
variavel peso fresco da parte aérea, por sua vez, o tratamento com inoculagao das
sementes e inoculagdo das mudas 15 dias apds a emergéncia se destacou e foi
significativamente superior as plantas nao inoculadas (Figura 15).

Comprimento de caule e massa seca da parte aérea foram variaveis que nao
apresentaram plantas com diferenca estatistica, isto é, para estas variaveis, a
inoculacao das sementes ou mudas com células de T. globosa nao afetou as plantas

de forma significativa no pés-colheita (Figuras 14 e 16).
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Figura 14. Comprimento médio de caule de plantas de alface transplantadas para o

campo.
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Figura 15. Peso fresco médio da parte aérea de plantas de alface transplantadas para
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Figura 16. Peso seco médio da parte aérea de plantas de alface transplantadas no

campo.
5. Discussao
A inoculagéo de leveduras para promocgao de crescimento vegetal € uma area

ainda pouco conhecida, com poucos trabalhos disponiveis, se comparado ao estudo
de rizobactérias. A levedura objeto de estudo deste trabalho, da espécie Torulaspora
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globosa, porém, tem sido isolada de forma recorrente da rizosfera de cana-de-
acucar e milho (dados nao publicados), e se destaca nos processos de screening
quanto a caracterizacao dos isolados como promotores de crescimento (alta
producéo de acido indolacético (AlA), alta capacidade de solubilizacao de fosfato e
eficiente no controle de fitopatbgenos), todos em ensaios in vitro (ROSA, 2009;
OLIVEIRA, 2016; BIZARRIA JUNIOR, 2016). Observa-se os excelentes resultados
obtidos pela levedura T. globosa in vitro se repetem em ensaios in vivo foi o objetivo
deste trabalho.

Neste capitulo foi apresentado os resultados obtidos a partir da simples
inoculacao das células de T. globosa (5S55) nas sementes e mudas de alface, em
ambiente sem controle (casa-de-vegetagdo e campo). E importante lembrar que o
indculo utilizado ndo apresentou nada além de células, isto é, ndo foi avaliado o uso
de formulacao que proporcionasse algum tipo de protecao as células, ou adicao de
nutrientes para favorecer o estabelecimento da levedura na planta.

Dentre os resultados observados para as mudas, em casa-de-vegetacao, um
que se destacou foi que o tratamento com as inoculagcdes da semente e muda
proporcionou mudas com raizes menores, em relagdo ao comprimento, porém com
aumento significativo de massa fresca e seca. Sabe-se que a agao de micro-
organismos rizosféricos promotores de crescimento pode estimular o
desenvolvimento de ramificacdes e pélos radiculares, os quais sdo benéficos, pois
proporcionam maior superficie de absorcdo de nutrientes pela planta. Nestes casos,
o0 comprimento da raiz nem sempre acompanha o incremento de massa seca total,
ocorrendo o contrario, isto €, uma diminuicdo do comprimento da raiz, com alteracao
anatdmica (IDRIS et al. 2007). Esta alteracao é causada pela presenca de AlA que,
em determinadas concentra¢des, inibe o desenvolvimento da raiz principal e
estimula o desenvolvimento de raizes secundarias e adventicias, o que resulta em
um maior volume radicular (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Outro resultado observado nas mudas de alface diz respeito ao numero de
folhas, que se apresentou significativamente inferior nas plantas inoculadas com a
levedura nas sementes e 7 e 15 dias apds emergéncia; os valores de largura e
comprimento das folhas, porém, foi significativamente superior, mostrando que a
inoculacdo da levedura proporcionou plantas menos folhosas, porém mais
compridas e largas, fato que se refletiu nos resultados de massa fresca e massa

seca da parte aérea.
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A inoculagéo de plantas com micro-organismos produtores de AIA é descrita
como eficiente na promocédo de crescimento de diversas culturas; Youseif (2018)
verificou incremento em peso fresco e seco da parte aérea e radicular de plantulas
de milho inoculadas com Chryseobacterium sp. e Flavobacterium sp., ambos
produtores de AlIA, em ensaios de casa de vegetacao. Burkholderia contaminans,
bactéria produtora de AIA, também se mostrou eficiente em promover crescimento
vegetal através de ensaio em casa de vegetacao, incrementando peso seco de parte
aérea e raiz de milho (TAGELE et al., 2018). A bactéria Bacillus methylotrophicus,
além de produtora de AIA, também produz giberelina, o que resultou em uma
promogao do crescimento de plantas de alface, evidenciados principalmente pelo
ganho de peso fresco (RADHAKRISHNAN e LEE, 2016).

Apesar de menos estudadas que as rizobactérias, diversas espécies de
leveduras rizosféricas sao capazes de produzir AlA, e apresentam resultados
satisfatérios na promogao de crescimento de diversas culturas. A espécie Williopsis
saturnus (yeast 4) endofitica de milho e produtora de AIA, promoveu crescimento de
milho (parte aérea e raiz) em ensaios em casa-de-vegetacdao (NASSAR et al., 2009).
Amprayn et al. (2012) avaliou a acdo da espécie Candida tropicalis (CtHY),
produtora de AIA, no desenvolvimento de arroz, e observou aumento de 35% na
massa seca das raizes.

Os resultados obtidos nas mudas de alface se refletiram nas plantas no campo;
as plantas inoculadas (semente e 15 dias apds emergéncia) apresentaram aumento
significativo em produtividade da alface, quando observado o peso fresco da parte
aérea e o numero de folhas. Este resultado mostra que a levedura T. globosa foi
eficiente em promover o crescimento da cultura. O resultado de maior producao
pode ser vinculado a um melhor desenvolvimento radicular, estimulado pelo AlA,
produzido pela levedura. O melhor desenvolvimento radicular culmina em uma
melhor absorcao de nutrientes. A capacidade da levedura em se estabelecer na raiz
da planta, porém, € fator imperativo para que os resultados de incremento de
desenvolvimento vegetal sejam observados. Apesar da levedura T. globosa (5S55)
ter sido isolada de cana-de-acucar, nossos resultados mostram que foi capaz de se
desenvolver na raiz de alface e promover seu desenvolvimento.

Muitos micro-organismos possuem especificidade quanto a planta, € néo
somente em relacdo a colonizacao, como também a resposta aos estimulos

ambientais (TABASSUM et al., 2017), por isso resultados podem variar conforme a
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espécie ou cultivar avaliada. Neste trabalho a cultivar Crocantela foi escolhida para
os testes, por ser uma cultivar nova de alface, e por ainda nao apresentar trabalhos
quanto a sua resposta a inoculacao por MPCV. Muitos micro-organismos, podem
promover crescimento vegetal em diversas culturas, como é o caso da bactéria
Azospirillum brasilense; esta espécie de bactéria tem sido isolada de diversas
culturas, como milho e arroz, e atualmente diversos trabalhos comprovam a sua
eficiéncia como promotora de crescimento em diferentes culturas (CASSAN e DIAS-
ZORITA, 2016), como € o caso do uso em feijado comum (REMANS et al, 2007), e
em alface, aumentando a taxa de germinacdo e estimulando o crescimento apds
estresse salino, com o aumento do numero de folhas, altura de plantas e
comprimento de raiz (MANGMANG et al., 2015; BASSARI et al. 2006).

A acéo da levedura T. globosa (5S55) como promotora de crescimento vegetal
foi avaliada anteriormente por Oliveira (2016); em seu trabalho avaliou a inoculacao
de mudas transplantadas de tomate com células da levedura, e observou incremento
significativo no desenvolvimento das plantas inoculadas em casa-de-vegetacao.
Experimentos que avaliem formas de inoculagdo e concentragdo de células no
indculo, porém, devem ser realizados. Além disso, a andlise do estabelecimento da
espécie na raiz da planta é necessaria, além da avaliagdo da planta quanto a sua
nutricao, visto que o estimulo ao desenvolvimento radicular e a melhor absorgéao de

nutrientes pela planta podem explicar o incremento em seu desenvolvimento.

6. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que a inoculacdo das
sementes e mudas de alface cv. Crocantela, com a levedura rizosférica T. globosa
(linhagem 5S55) proporcionou aumento de massa de raizes nas mudas, e de

incremento significativo de producgéo de alface, em condi¢ées de campo.
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CAPITULO 2. Avaliacdo da germinacdo e desenvolvimento inicial de alface
inoculado com a levedura rizosférica Torulaspora globosa e seus metabolitos
em condicoes controladas

1. Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a acao da levedura T. globosa e seus
metabdlitos na germinacdo e desenvolvimento inicial de alface, em condicoes
controladas. Para tanto, sementes das cultivars Crocantela e Valentina foram pré-
germinadas em caixas gerbox com papel estérii umedecido com suspensdo de
células da levedura e/ou seus metabdlitos (resultado do seu cultivo por 48 horas), na
presenca ou nao de triptofano. Foram realizadas andlise de porcentagem e
velocidade de germinacéo 4 e 7 dias apds o inicio do experimento. Apés 5 dias as
plantulas foram transferidas para tubos Falcon com meio MS semi-sélido, nos quais
permaneceram por 6 dias, quando foram realizadas andlises de &rea foliar, area e
volume radicular, comprimento da raiz e numero de pontas de raiz. O apice radicular
das plantulas também foi avaliado sob microscopio, para avaliagdo do numero e
tamanho dos pélos radiculares. Um segundo experimento foi realizado semeando a
cultivar Valentina diretamente em tubos Falcon com meio MS semi-solido tratado
com células de T. globosa e/ou seus metabdlitos, com e sem triptofano, além da
inoculacdo de duas linhagens da bactéria Azospirillum brasiliense, isoladas ou em
associagdo com a levedura. Os resultados mostraram que o tratamento das
sementes das cultivares Crocante e Valentina ndo afetou significativamente a
germinagcdo. As plantulas, porém, da cultivar Crocantela apresentaram raizes
menores e com menor area quando tratadas com a levedura e seus metabdlitos. Os
metabdlitos, por sua vez, com triptofano (T7) proporcionou maior diametro de raiz,
diferindo do tratamento controle (T1). Os dados obtidos pela cultivar Valentina
diferiram, sendo que o tratamento com a levedura, seus metabdlitos e adicdo de
triptofano (T5) foi 0 que proporcionou os melhores resultados, com destaque para as
variaveis volume e area de raiz, e niumero de pontas de raizes. Os tratamentos com
adicao de triptofano (com levedura ou metabdlitos) foram os que apresentaram os
resultados menos satisfatorios para o desenvolvimento das plantulas. Foi possivel
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observar que o tratamento 5 também mostrou ser o melhor no estimulo a producao
de pélos radiculares para a cultivar Valentina. A adicdo da bactéria A. brasilense,
isolada e em co-inoculacdo com a levedura, ndo promoveu crescimento significativo
das plantas de alface da cultivar Valentina.

Palavras-chave: promocdo de crescimento vegetal; condicbes gnotobidticas;

Crocantela; Valentina; Azospirillum brasilense; co-inoculagéo.

2. Introducao

A alface é a mais conhecida dentre as hortalicas folhosas, sendo cultivada em
quase todas as regides do planeta (ZIECH et al., 2014), sendo uma cultura de ciclo
curto, variando de 45 a 60 dias, dependendo da cultivar e época. O mercado
brasileiro tem preferéncia pelas cultivars de alface crespa, e dessa forma, existem
programas de melhoramento genético para adaptar as cultivares ao nosso clima
(SALA e COSTA, 2012).

Os micro-organismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) se
encontram especialmente na rizosfera das plantas, atraidos pelos exsudatos
radiculares (ODOH, 2017), e utilizam-se de diversas estratégias para atuar, como
por exemplo a producdo de hormdnios vegetais, como auxinas, fixacao de
nitrogénio, solubilizacao de fosforo, controle de patégenos, entre outros (SUAREZ et
al., 2014; GOPALAKRISHNAN et al., 2017; PEREG; MCMILLAN, 2014). Leveduras
estdo presentes em diversos ambientes naturais, como solo, rizosfera, folhas, entre
outros ambientes, porém, ndo sao tao estudados como MPCV como as bactérias e
os fungos filamentosos (NASSAR et al., 2005). A levedura Torulaspora globosa foi
isolada de cana-de-acucar, e mostrou-se capaz de produzir compostos promotores
de crescimento vegetal, como AIA e acidos organicos solubilizadores de fosfatos
(OLIVEIRA, 2016; ROSA, 2009; ROSA-MAGRI et al., 2012).

A producédo de hormdnios vegetais pelos MPCV contribui com o crescimento
das plantas, ajudando na resposta a fatores ambientais, bi6ticos e abiéticos (DODD
et al.; 2010). O principal horménio estudado é o acido indolacético (AlA), do grupo
das auxinas, responsavel pela divisao celular, polarizacdo, expansao e diferenciacdo
celular, além do desenvolvimento de érgaos, como raiz lateral e adventicia e
dominancia apical (LUDWIG-MULLER, 2014). Dentre o0s micro-organismos
produtores de AIA, a maioria possui o aminodacido L-triptofano (L-TRP) como
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precursor (LIU et al., 2016), e diversos trabalhos sugerem que seu efeito promotor
de crescimento € aumentado quando utilizada fonte exégena de L-TRP (MUSTAFA
et al.; 2018; IDRIS et al., 2007). Fu et al. (2016) mostraram que T. globosa produz
cerca de oito vezes mais AIA em meio de cultura contendo 0,1% de L-TRP em
relacdo ao meio sem o precursor. Os efeitos de leveduras promotoras de
crescimento vegetal foram pouco elucidados até o momento, e levantam
questionamentos dos principais mecanismos de acgdo. Através de estudos
gnotobibdticos, é possivel isolar e elucidar efeitos primarios do micro-organismo no
crescimento inicial da planta, podendo responder questbes quanto ao efeito da
associagao micro-organismo-planta.

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar, em condicdes
controladas, a acdo da levedura T. globosa (5S55), seus metabdlitos e triptofano na
germinacdo e desenvolvimento inicial das cultivares de alface Crocantela e
Valentina; além disso foi avaliada a agdo da inoculagcdo da bactéria diazotréfica
Azospirillum brasilense, isolada e em associagcdo com a levedura T. globosa (5S55)

no desenvolvimento inicial de alface, cultivar Valentina.

3. Materiais e Métodos

3.1. Material biolégico

3.1.1. Levedura rizosférica Torulaspora globosa (linhagem 5S55)

A levedura avaliada neste projeto pertence a espécie Torulaspora globosa
(linhagem 5S55); a linhagem foi isolada de rizosfera de cana-de-agucar, de area da
Universidade Federal de Sao Carlos, campus de Araras/SP (detalhes no item 3.1 do
Capitulo 1). Apés selecao (dados nao publicados) a linhagem foi escolhida por ser
produtora de &cido indolacético (AlA), solubilizadora de fosfato de célcio in vitro
(OLIVEIRA, 2016) e agente de controle biolégico de fitopatdégenos (BIZARRIA
JUNIOR, 2016); desta forma, foi caracterizada como potencial promotora de
crescimento vegetal. A linhagem foi identificada através de técnicas de biologia
molecular, com o sequenciamento da regidao D1/D2 - 28S do rDNA, com o uso dos
primers NL1 e NL4 (KURTZMAN; ROBNETT, 1997).

A linhagem 5S55 est4d armazenada no banco de micro-organismos do

Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM), da Universidade
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Federal de Sao Carlos. Centro de Ciéncias Agrarias, campus de Araras/SP; esta
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' 4gar), cobertas com 6leo mineral, e
mantidas em geladeira, a 8°C. Antes do inicio dos testes, a linhagem 5S55 foi
repicada em placa Petri, também em meio YEPD, e incubada a 25°C até o
desenvolvimento das colbnias. Estas foram utilizadas para o preparo das
suspensoes utilizadas como indculo, nos diferentes experimentos, sendo estes,

compostos de células, suspensas em solucdo salina (NaCl 0,85%).

3.1.2. Alface (Lactuca sativa L.) cv. Crocantela e cv. Valentina

A espécie vegetal utilizada nos experimentos foi a alface (Lactuca sativa L),
cultivar Crocantela e Valentina. Foram utilizadas sementes pelletizadas sem pré-
tratamento, sendo a cultivar Crocantela cedida pela empresa Fercam®, e a cultivar
Valentina, da empresa Sakata®.

3.2. Preparo do inéculo (células) ou produto derivado do cultivo (metabdlito)
de Torulaspora globosa (5S55)

A levedura foi cultivada em frasco erlenmeyer de 500 ml, com 200 ml de meio
de cultura caldo batata, preparado conforme indicacao do fornecedor (marca Difco)
acrescido ou ndo de 1 g/L de triptofano. Os frascos foram mantidos em incubadora
refrigerada com agitacdo a 120 rpm, 30°C por 48 h. Apdés o cultivo, foram
preparados 0s seguintes produtos, conforme o tratamento, de acordo com a tabela 1
abaixo:
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Tabela 1. Tratamentos utilizados nos ensaios de crescimento inicial de alface com

levedura e metabdlitos.

Tratamentos Meio de cultura AlA Levedura
(ug)/planta (UFC)/planta
1 Testemunha Solugao 0 0
Fisiolégica
2 Levedura + Caldo Batata 4,00X10° 1x10°
Metabolito
3 Levedura Caldo Batata 0 1x10°
4 Metabdlito Caldo Batata 4,00X10° 0
5 Levedura + Caldo Batata + 6,60x10* 1x10°
Metabdlito 1g/L triptofano
6 Levedura Caldo Batata + 0 1x10°
1g/L triptofano
7 Metabdlito Caldo Batata + 6,60x10* 0
1g/L triptofano

A levedura (tratamentos 3 e 6) foi obtida através da centrifugacéo do cultivo,
retirada do sobrenadante e ressuspensao do pellet formado com solucao fisiolégica
(0,85% NaCl). O metabdlito (tratamentos 4 e 7) foi obtido através da filtragem com
filtro de membrana 0,22 um do sobrenadante gerado na etapa anterior.

A concentracao de AlA no metabdlito resultante do cultivo da levedura, utilizado
nos tratamentos 5 e 7, foi determinada através de técnica colorimétrica com reagao
com reagente de Salkowsky (GLICKMANN; DESSAUX, 1995).

Para obtencdo das concentracdes utilizadas, em todos os tratamentos foi
realizada uma dilui¢do de 100x do cultivo original.

3.3. Tratamento das sementes de alface com células e/ou metabolito do
cultivo de T. globosa (5S55).

Foram preparadas caixas tipo gerbox com papel filtro estéril, sendo utilizadas 3

caixas por tratamento, com 25 sementes por caixa (Figura 1).



53

Figura 1. Caixa tipo gerbox com 25 sementes de alface da cultivar Crocantela.

Cada caixa gerbox recebeu umidade de 2,5 vezes o peso do papel filtro, o qual
foi distribuido entre 4 mL de agua destilada estéril e 2,5 mL do composto, de acordo
com o tratamento. Os tratamentos utilizados foram os descritos na tabela 1.

As caixas foram mantidas, apdés o tratamento, no escuro, em incubadora a
20°C, por 3 dias. Apos esse periodo, foram mantidas sob fotoperiodo de 12h com
temperatura de 25°C. As sementes foram avaliadas a partir do 3° dia até o 7°dia de

tratamento.

3.3.1. Avaliagdo da germinacdo das sementes de alface tratadas com células ou
metabdlitos do cultivo de T. globosa

Para avaliacdo da germinacdo das sementes de alface tratadas, foram
realizadas a contagem das sementes germinadas apds 4 e 7 dias, conforme as
regras para analise de sementes (BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinacao (IVG) foi calculada utilizando os dados
de contagem de sementes germinadas do 4° ao 7° dia (contagens diarias). Para
obter-se o IVG, utiliza-se a porcentagem de plantulas, dividida pelo dia em que foi
realizada a contagem das sementes germinadas, de acordo com a férmula abaixo:

IVG= G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn

onde: G1, G2, Gn = porcentagem de plantulas germinadas na primeira, segunda e
ultima contagem; N1, N2, Nn= numero de dias ap6s a semeadura na primeira,
segunda e Ultima contagem. Os dados foram transformados em arcsen (x/100)'?,

conforme Franzin et al., (2012).
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3.3.2. Avaliacdo do desenvolvimento inicial de alface a partir de sementes tratadas
com células ou metabdlitos do cultivo de T. globosa

Cinco dias apdés a germinagdo das sementes de alface, as plantulas foram
transferidas para tubos Falcon contendo meio de cultura basal semi-sélido MS
(Murashige e Skoog) marca Sigma®, com adicdo de 5 g.L”' de agar, de forma a
manter a parte aérea do lado de fora, e as raizes na parte interior, em contato com o
meio de cultura. Os tubos foram tampados com Parafim® com uma pequena
abertura no centro, para a passagem da planta, na tentativa de manter a raiz sem

contaminac¢ao de micro-organismos do ambiente (Figura 2).

Figura 2. Plantas apés transplante para meio de cultura MS.

Foram utilizados 6 tubos por tratamento, sendo 1 planta/tubo. Os tubos foram
mantidos em BOD com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C por 6 dias.
Apds este periodo foram realizadas as seguintes avaliagées das plantas: area foliar,
area e volume radicular e comprimento da raiz. Para a obtencdo das medidas das
plantas, as plantas foram retiradas cuidadosamente dos tubos e colocadas em
bandeja com lamina de agua para que fosse realizada a digitalizacdo das imagens
das plantas em scanner (Epson®). A andlise das imagens e obtengdo das medidas
foram realizadas através dos softwares WINRHIZO®, para raiz, e WINFOLIA®, para a
parte aérea. Os softwares utilizados realizam medidas através das imagens
escaneadas (Figura 03) e selecionadas como raiz ou parte aérea.
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( A B

Figura 3. Imagens obtidas com scanner para plantas e posteriormente analisadas
pelos softwares Winrhizo® e Winfolia®. (A) Tratamento 1, Cv. Valentina; (B)

Tratamento 5, Cv. Valentina.

3.3.3. Avaliacdo do desenvolvimento de pelos radiculares nas plantulas de alface a
partir de sementes tratadas com células ou metabdlitos do cultivo de T. globosa sob

microscoépio

Sementes pré-germinadas e pré-tratadas conforme descrito no item 3.2,
tiveram suas radiculas alocadas em laminas para microscopia, fixadas por laminula,
esta Ultima espacada da lamina por migcangas de 2 mm de didmetro, coladas com
silicone. As radiculas foram avaliadas em microscopio, na area proxima do
meristema radicular. Foram avaliadas a presenca (quantidade) e comprimento dos
pelos radiculares, além de avaliacdo qualitativa (presenca de pélos radiculares
retorcidos ou morfologicamente danificados), conforme o trabalho de Berggren et al.
(2001).

3.4. Tratamento de sementes de alface (cv Valentina) com células e/ou
metabdlito do cultivo de T. globosa, e/ou com células de Azospirilum

brasilense.

Para este ensaio foi utilizada a mesma metodologia para a producédo dos
compostos, descrita no item 3.2. Aos tratamentos, porém, foram adicionados dois
novos, com a inoculacdo das sementes com células da bactéria diazotrofica A.

brasilense isolada, e em associacao com T. globosa.
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O inéculo de A. brasilense foi preparado com as linhagens AbV5 e AbV6
(UFPR), do banco de culturas da Stoller do Brasil Ltda. O in6culo foi preparado a
partir da multiplicagdo das células em meio de cultura NFb, em Erlenmeyer de 300
mL contendo 200 mL de meio de cultura, a 120 RPM, 30°C por 48h. A diluicao feita
foi semelhante a da levedura, utilizando uma diluicado 1 em 100, e 100 pL por tubo.

Nesse ensaio, as sementes foram colocadas diretamente, sem pré-
germinagéo, em tubos falcon de 50 mL contendo 30 mL de meio de cultivo MS semi-
sélido (Figura 4). Foram colocadas 2 sementes por tubo, e apés 5 dias, foi
desbastada a planta menor. Apés o plantio, foi realizado o tratamento através da
pipetagem dos 100 puL de cada diluicdo dos compostos, de acordo com o tratamento,
preparada previamente. O tubo foi fechado com Parafiim® para manter o ambiente

estéril e manter a troca gasosa.

Figura 4. Plantas com germinacdo e desenvolvimento em meio MS em condi¢des
gnotobidticas (A) Cv. Valentina ap6s 5 dias de semeadura, antes do desbaste (B).
Planta no dia da avaliacéao.

Os tratamentos utilizados foram seguidos conforme a tabela 2.
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Tabela 2. Tratamentos utilizados nos ensaios de crescimento inicial de alface com
levedura, metabdlitos e Azospirillum brasilense.

Tratamentos Meio de cultura AlA Levedura
(ug)/planta (UFC)/planta
1 Testemunha Solucao 0 0
Fisiol6gica
2 Levedura + Caldo Batata 4,00X10° 1x10°
Metabolito
3 Levedura Caldo Batata 0 1x10°
4 Metabdlito Caldo Batata 4,00X10° 0
5 Levedura + Caldo Batata + 6,60x104 1x10°
Metabdlito 1g/L triptofano
6 Levedura Caldo Batata + 0 1x10°
1g/L triptofano
7 Metabdlito Caldo Batata + 6,60x104 0
1g/L triptofano
8 A. brasilense NFb 0 1x105 (bactéria)
9 A. brasilense + NFb/ Caldo 4,00X10°  1x10° (bactéria) +
Levedura Batata 1x10° (levedura)

Foram utilizados 6 tubos por tratamento, sendo 1 planta/tubo. Os tubos foram
mantidos em BOD com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C por 10 dias.
AplGs esse periodo as plantas foram andlises quanto as medidas de area foliar,
volume, diametro, area e comprimento de raiz, € numero de pontas de raizes,

conforme descrito no item 3.3.2.

3.5. Analise 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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4. Resultados

4.1. Avaliacao da germinacao das sementes de alface tratadas com células
ou metabolitos do cultivo de T. globosa

As sementes da cultivar Crocantela apresentaram 100% de germinacao apoés 3
dias de tratamento, ndo sendo possivel verificar diferenca entre os tratamentos. Para
a cultivar Valentina os resultados de germinacdo podem ser observados na Tabela
3.

Tabela 3. Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacao de

sementes de alface da cultivar Valentina.

Inoculacao Aplicacao Adicao de Germinacao (%) IVG
Levedura Metabdlito Triptofano - -
4 dias 7 dias

NAO NAO NAO 96,00 97,33 1,035
NAO SIM NAO 85,33 100,00 0,982
NAO SIM SIM 82,67 92,00 0,927
SIM NAO NAO 76,00 89,33 0,860
SIM NAO SIM 81,33 96,00 0,941
SIM SIM NAO 69,33 94,67 0,838
SIM SIM SIM 84,00 92,00 0,934

Os resultados apresentados mostram que, apesar de nao haver diferenca
estatistica entre os tratamentos, a inoculagdo da levedura nas sementes promoveu
uma porcentagem de germinacdo inferior se comparado as sementes nao
inoculadas. Enquanto que o tratamento controle alcancou 96% de germinacao em 4
dias, o tratamento com inoculagéo da levedura manteve a taxa de germinagdo em
76% no mesmo periodo. Ao fim de 7 dias, porém, o tratamento das sementes com o
metabdlito da levedura proporcionou 100% de germinacdo das sementes, enquanto
que a inoculagcdo da levedura nas sementes fez com que a germinagdo nao
ultrapassasse 89%, uma queda de mais de 10%.
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4.2. Avaliacao do desenvolvimento inicial de alface a partir de sementes
tratadas com células ou metabdlitos do cultivo de T. globosa

Os resultados obtidos mostram que a cultivar Crocantela nao apresentou
diferengas significativas entre os tratamentos para as variaveis area foliar, volume de
raiz € numero de pontas de raiz, apresentados nas Figuras 5, 6 e 7,

respectivamente.

0.8+
Hl Crocantela

Yalentina

Figura 5. Area Foliar (AF). T1- Tratamento Controle; T2 (+) Levedura (+) Metabdlito
(-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano; T4 (-) Levedura (+)
Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano; T6 (+)
Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano.
Letras maiusculas representam comparacoes entre tratamentos da cv. Crocantela e
letras minusculas, comparacdes entre tratamentos da cv. Valentina.

E possivel observar que, apesar dos valores médios observados diferirem
entre os tratamentos, o desvio padrdo é relativamente alto, o que impede a
diferenciacdo estatistica das médias apresentadas. E possivel observar, por
exemplo, que para a varidvel area foliar, os tratamentos 3, 4 e 7 parecem se
destacar dos outros, com valores médios superiores. Para as variaveis volume de
raiz e numero de pontas de raizes, o tratamento 2 apresenta valor médio inferior aos
outros tratamentos. Nos dois casos, porém, nao é observada diferenga significativa

entre eles.
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Figura 6. Volume de Raiz (VR). T1- Tratamento Controle; T2 (+) Levedura (+)
Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano; T4 (-)
Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; TS5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano;
T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+) Metabdlito (+)
Triptofano. Letras maiusculas representam comparacdes entre tratamentos da cv.
Crocantela e letras minusculas, comparacoes entre tratamentos da cv. Valentina.

Para a variavel diametro de raiz foi observada diferenga significativa entre o
tratamento 7 (metabdlito e triptofano) e o tratamento controle (T1) (Figura 8).

20 - )
Bl Crocanlela

Valentina
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Figura 7. Niumero de Pontas de Raiz (NPZ). T1- Tratamento Controle; T2 (+)
Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano;
T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+)
Triptofano; T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+)
Metabolito (+) Triptofano. Letras mailsculas representam comparagdes entre
tratamentos da cv. Crocantela e letras minUsculas, comparagdes entre tratamentos
da cv. Valentina.

Em relacdo a varidvel area da raiz (Figura 9), foi observada diferenca

significativa, entre o tratamento T1 e o T2 (levedura + metabdlito), com resultados
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superiores observados nas plantas controle. Mesmo resultado foi observado para a
variavel comprimento de raiz (Figura 10), com efeito significativamente negativo

observado também para o T5 (levedura + metabdlico + triptofano).
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Figura 8. Diametro de Raiz (DR). T1- Tratamento Controle; T2 (+) Levedura (+)
Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano; T4 (-)
Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano;
T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+) Metabdlito (+)
Triptofano. Letras mailsculas representam comparacdes entre tratamentos da cv.
Crocantela e letras minusculas, comparacgdes entre tratamentos da cv. Valentina.

Para a cultivar Valentina, os resultados obtidos para area foliar (Figura 5)

mostram que houve diferenga entre as plantas do tratamento T1 e T6 (levedura e

triptofano), sendo que as plantas tratadas foram afetadas de forma negativa.
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Figura 9. Area de Raiz (AR). T1- Tratamento Controle; T2 (+) Levedura (+)
Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano; T4 (-)
Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; TS5 (+) Levedura (+) Metabélito (+) Triptofano;
T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+) Metabdlito (+)
Triptofano. Letras maiusculas representam comparacdes entre tratamentos da cv.
Crocantela e letras minusculas, comparacdes entre tratamentos da cv. Valentina.
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Quando avaliado o parametro volume da raiz (Figura 6), porém, o tratamento 5,
composto pela levedura, metabdlito e triptofano, se destaca, diferindo
significativamente do controle (T1).

Para a variavel nimero de pontas de raiz (Figura 7), o tratamento 5 também se
destaca com os melhores resultados, porém nao difere do T1. Para esta variavel o
tratamento 7 (metabdlico + tritofano) apresenta efeito negativo.

Em relacdo ao parametro didmetro de raiz (Figura 8), ndo houve diferenca
entre os tratamentos. Quando avaliado em relagao a area da raiz (Figura 9), porém,
o tratamento 5 novamente se destaca de todos os outros tratamentos, diferindo
estatisticamente dos demais.

Para o pardmetro comprimento da raiz, na Figura 10, os tratamentos 4 e 5 nédo
diferem da testemunha. Os demais tratamentos séo inferiores estatisticamente.
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Figura 10. Comprimento de Raiz (CR). T1- Tratamento Controle; T2 (+) Levedura (+)
Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano; T4 (-)
Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano;
T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+) Metabdlito (+)
Triptofano. Letras maiusculas representam comparagdes entre tratamentos da cv.
Crocantela e letras minusculas, comparacodes entre tratamentos da cv. Valentina.
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4.3. Avaliacao do desenvolvimento de pelos radiculares sob microscépio de
plantulas de alface a partir de sementes tratadas com células e/ou metabdlitos
do cultivo de T. globosa

A partir das observacdes realizadas nas raizes das plantas sob microscépio
optico, foi possivel observar que para a cultivar Crocantela os tratamentos T3 e T4
foram os que apresentaram melhores resultados nos quesitos quantidade e tamanho
de pelos radiculares (Figura 11). O comprimento maximo dos pelos radiculares
observado no tratamento 3 foi de 0,294 mm, enquanto que o tratamento 4 foi o que
apresentou o maior valor, de 0,496 mm. Apesar de nao ser possivel realizar a
contagem do numero de pelos presentes nas radicelas, os tratamentos T3 e T4
apresentam, visualmente, quantidade superior de pelos, o que pode ser conferido na
Figura 11. E possivel observar que o tratamento controle (T1) apresenta menor
quantidade e tamanho de pelos, se comparado aos outros tratamentos.

Para a cultivar Valentina, porém, os melhores resultados obtidos foram para os
tratamentos T5 e T7 (Figura 12). O melhor resultado quanto ao comprimento maximo
dos pelos radiculares foi obtido no tratamento 5, de 0,500 mm, enquanto que para o
tratamento 7 o valor maximo foi de 0,273 mm. Para a cultivar Valentina, diferente da
Crocante, o tratamento controle (T1) ndo foi 0 que apresentou menor quantidade e
menores pelos. Visualmente, o T1 fica apenas atras dos tratamentos 5 e 7,
apresentando comprimento maximo de pelo de 0,234 mm. Os tratamentos 2, 4 e 6
foram os que apresentaram resultados inferiores, sendo estes possiveis de serem

observados na Figura 12.
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Figura 17. Meristema radicular e pélos radiculares de plantulas de alface da cultivar
Crocantela. T1- Tratamento Controle; T2 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano;
T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano; T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-)
Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano; T6 (+) Levedura (-)
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Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano. Foto obtida
de microscopio optico.

3 b
0,0753 mm

0,0540 mm

1 Valentinal 2 Valentina

10,0878 mm

5 Valentinal 6 Valentina)

7 Valentina

Figura 12. Meristema radicular e pélos radiculares de plantulas de alface da cultivar
Valentina. T1- Tratamento Controle; T2 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T3
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(+) Levedura (-) Metabolito (-) Triptofano; T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-)
Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano; T6 (+) Levedura (-)
Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano. Foto obtida

de microscopio Optico.

4.4. Tratamento de sementes de alface (cv Valentina) com células e/ou
metabdlito do cultivo de T. globosa, e/ou com células de Azospirilum

brasilense.

Em relacdo a area foliar (Figura 13), todos os tratamentos diferiram

negativamente em relacao a testemunha.
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Figura 13. Area foliar (AF) / Cultivar Valentina. T1- Tratamento Controle; T2 (+)
Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano;
T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+)
Triptofano; T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+)
Metabolito (+) Triptofano; T8 (-) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano (+) Cultivo
Azospirillum; T9 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano (+) Cultivo Azospirillum.

Quando avaliado o volume da raiz (Figura 14), nenhum dos tratamentos
diferem estatisticamente da testemunha, porém os tratamentos 5 e 7 apresentam

diferenca significativa dos tratamentos 2 e 4, mostrando que a adi¢cao do triptofano,

influenciou no volume final da raiz.
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Figura 14. Volume de raiz (VR) / Cultivar Valentina. T1- Tratamento Controle; T2 (+)
Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano;
T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+)
Triptofano; T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+)
Metabdlito (+) Triptofano; T8 (-) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano (+) Cultivo
Azospirillum; T9 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano (+) Cultivo Azospirillum.

O parametro numero de pontas de raiz (Figura 15), nos mostra que,
numericamente, o tratamento controle apresentou os menores valores. Porém,
apenas o tratamento 7 diferiu estatisticamente da testemunha, apresentando valores
superiores. O tratamento 7 apenas nado diferiu estatisticamente do tratamento 5,
levedura, metabdlito e triptofano, e tratamento 9, cultivo de Azospirillum + (T2-
levedura e metabdlito).

O didametro da raiz, na Figura 16, apresentou resultados significativamente
superiores em relacdo a testemunha no tratamento 5 e no tratamento 7. O
tratamento 5 foi superior também aos demais tratamentos, e o tratamento 7 foi

superior aos tratamentos que nao continham triptofano ou Azospirillum.
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Figura 15. Numero de pontas de raiz (DPR) / Cultivar Valentina. T1- Tratamento
Controle; T2 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-)
Metabdlito (-) Triptofano; T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+)
Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano; T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano;
T7 (-) Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano; T8 (-) Levedura (-) Metabdlito (-)
Triptofano (+) Cultivo Azospirillum; T9 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano (+)
Cultivo Azospirillum.
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Figura 16. Diametro da raiz (DR) / Cultivar Valentina. T1- Tratamento Controle; T2
(+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-)
Triptofano; T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+)
Metabolito (+) Triptofano; T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-)
Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano; T8 (-) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano
(+) Cultivo Azospirillum; T9 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano (+) Cultivo
Azospirillum.

Em relacdo a area da raiz (Figura 17), o tratamento 2 diferiu negativamente
em relacdo a testemunha, enquanto os demais tratamentos ndo apresentaram

diferencas.
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Figura 17. Area da raiz (AR) / Cultivar Valentina. T1- Tratamento Controle; T2 (+)
Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano;
T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+) Metabdlito (+)
Triptofano; T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-) Levedura (+)
Metabdlito (+) Triptofano; T8 (-) Levedura (-) Metabdlito (-) Triptofano (+) Cultivo
Azospirillum; T9 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano (+) Cultivo Azospirillum.

O parametro comprimento da raiz, observado na Figura 18, apresentou

diversos tratamentos com redugdes significativas em relagdo a testemunha, como o

tratamento 2, 4, 5, 7 € 8.
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Figura 18. Comprimento da raiz (CR) / Cultivar Valentina. T1- Tratamento Controle;
T2 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T3 (+) Levedura (-) Metabdlito (-)
Triptofano; T4 (-) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano; T5 (+) Levedura (+)
Metabolito (+) Triptofano; T6 (+) Levedura (-) Metabdlito (+) Triptofano; T7 (-)
Levedura (+) Metabdlito (+) Triptofano; T8 (-) Levedura (-) Metabdélito (-) Triptofano
(+) Cultivo Azospirillum; T9 (+) Levedura (+) Metabdlito (-) Triptofano (+) Cultivo
Azospirillum.
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5. Discussao

No presente trabalho, a levedura rizosférica T. globosa, que apresenta
potencial para promocao de crescimento vegetal, foi avaliada quanto sua agcdo na
germinacdo e desenvolvimento inicial de duas cultivares de alface, em condigdes de
laboratério. Ensaios com plantas em condicdes gnotobidticas podem ser Uteis
quanto a observacao da acéao isolada do micro-organismo inoculado, e na avaliacao
deste como pretenso promotor de crescimento vegetal (AMBREETHA et al, 2018).
Os dados obtidos, porém, nao representam a realidade de quando o0 processo se
estabelece no campo, na presenca de outros micro-organismos € sem o controle
das condigbes ambientais impostas.

Além da acao das células de levedura na planta, neste trabalho também foi
avaliada a acao de seus metabodlitos (filtrado do cultivo da levedura por 48 horas na
presenca de triptofano). A producao de AIA pela levedura T. globosa (5S55) foi
anteriormente avaliada por Oliveira (2016), que observou producao maxima de 835
Mg/mL, apds 24 horas de incubacao, com queda desta brusca desta concentragcéao
no meio apds este periodo. Considerando a alta producdo de AIA previamente
observada por T. globosa, neste trabalho foi considerada 48 horas de cultivo para a
obtencdo do metabdlito, e a concentracao de AIA utilizada nos ensaios foi de 66
pMg/mL (apéds diluicdo de 10 vezes do meio original). Considerando que a levedura T.
globosa produz AlA apenas na presenca de triptofano como precursor, a adicao
deste aminoacido também foi considerada nos tratamentos.

Foram observadas diferentes respostas para as diferentes cultivares de alface
testadas. As diferencas podem ser observadas desde a germinacdo. A cultivar
Crocantela apresentou maior velocidade de germinacdo, fato que impediu até
mesmo o calculo do IVG (indice de velocidade de germinacao), sendo que 3 dias
apos semeada, 100% das sementes estavam germinadas. As sementes da cultivar
Valentina, por sua vez, alcancaram 100% de germinacao apés 7 dias de semeadura,
e apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os tratamentos, foi possivel
observar que a inoculacao da levedura nas sementes proporcionou um prejuizo de
10% na taxa de germinacdo. Resultados similares foram observados por Nakayan
et al. (2013), que avaliou a acao de leveduras na germinagdo de milho e repolho
chinés; os autores observaram que a germinacao de milho ndo foi afetada pela

inoculagcdo, enquanto que as sementes de repolho inoculadas com a levedura
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Rhodotorula mucilaginosa apresentou queda de 42% na taxa de germinacéo; para o
milho, apesar da inoculagdo das sementes com as leveduras nao afetar
significativamente a germinacao, proporcionou aumento significativo do tamanho das
plantas, tanto da parte aérea como da raiz.

Neste trabalho foi possivel observar que, para a cultivar Crocantela, a raiz 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 diametro. Nos tratamentos que apresentaram células e
metabdlitos da levedura, porém, as plantas apresentaram raizes com menor area e
comprimento. Esses resultados sdo semelhantes aos observados nas mudas da
cultivar Crocantela apresentados no Capitulo 1, isto é, raizes menores e mais
densas. Provavelmente como resultado da acdo da levedura e seus metabdlitos,
com aumento da presenca de AlA na raiz das plantas. Se a concentracao de auxina
€ baixa na raiz, pode estimular a elongacdo da raiz primaria, porém, se a
concentragéo for alta, promovera formacao de raiz secundaria, pelos radiculares e
inibicdo do crescimento da raiz primaria (AMBREETHA et al., 2018, PATTEN e
GLICK, 2002), o que pode explicar a maioria dos resultados de comprimento
radicular serem inferiores a testemunha (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Mesmo resultado foi obtido por Sun et al. (2014), que avaliou a acao da
levedura Ustilago esculenta no desenvolvimento de raizes de Arabidopsis in vitro, e
observou que a producao de AlA pela levedura causou aumento de raizes laterais e
inibicdo de raizes primarias. Podemos observar, que a maior presengca de pelos
radiculares em plantulas de alface Crocantela desenvolvidas a partir de sementes
tratadas (com levedura ou seu metabdlito com AlA), pode apresentar mesma
explicacdo. E possivel, porém, encontrar outros trabalhos na literatura com
resultados diferentes, em que a inoculacdo da levedura, promove aumento do
comprimento tanto da parte aérea como da raiz (AMPRAYN et al., 2012; NAKAYAN
et al., 2013; NASSAR et al.,, 2005). Producdao de AIA pode nao ser o unico
mecanismo utilizado por leveduras para a promog¢ao de crescimento vegetal. O
controle de fitopatdgenos ou micro-organismos deletérios (ALLOUI et al., 2015),
estimulo a colonizacdo de fungos micorrizicos (SARABIA et al.,, 2017), ou
disponibilizacdo de nutrientes (FU et al., 2016) sao outros mecanismos que foram
relatados a diferentes espécies de levedura.
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Para as plantas de alface da cultivar Valentina os resultados mostraram que
para a variavel area foliar o tratamento controle apresentou-se estatisticamente
superior ao tratamento das sementes com levedura e triptofano. Apesar disso, para
0os parametros relativos a raiz, foi observado que o tratamento 5 (inoculacdo da
levedura, seus metabdlitos e adicao de triptofano) foi superior ao tratamento controle
tanto para volume como para area de raiz. E possivel observar que a presenca de
pelos radiculares em plantulas do tratamento 5 também se destaca, tanto em
ndmero como em tamanho.

Fu et al. (2016) avaliou variagdes ocorridas no tecido radicular de plantas
inoculadas com a levedura Ustilago esculenta, e observou que a presenca da
levedura produtora de AIA na raiz promove alteragdo na arquitetura radicular de
Nicotiana benthamiana, através do aumento da atividade mitética e proliferacdo de
células radiculares. Idris et al. (2007), verificaram promog¢ao de crescimento vegetal
em plantas de Lemna minor com aplicacao de filtrado de Bacillus amyloliquefacilens,
com e sem células, e observou um aumento da promog¢ao do crescimento vegetal
quando havia células presentes. Ambreetha et al. (2018) observaram que, aplicando
Bacillus altitudinis em sementes de alface, a arquitetura da raiz era alterada,
aumentando o numero de raizes secundarias, didmetro da raiz e diminuindo o
comprimento da raiz principal, resultados muito semelhantes aos vistos em nossos
experimentos com alface. A aplicagdo de Azospirillum brasilense, bactéria produtora
de auxina, também alterou a arquitetura da raiz, promovendo a produgdo de pelos
radiculares (DOBBELAERE et al., 1999).

E possivel observar também que, para a cultivar Valentina, os tratamentos
com adicdo de triptofano (com levedura ou metabdlito) promoveu prejuizo nas
variaveis area e comprimento de raiz. A presenca do aminoacido pode promover
aumento da concentracdo de AlA, o que pode explicar os resultados. Nassar et al.
(2005) avaliou a acao de duas leveduras endofiticas, Williopsis saturnus (produtora
de AIA) e Rhodotorula glutinis (ndo produtora de AlA), na presenca e auséncia de
triptofano, na promogéo de crescimento de milho; a adicdo de triptofano afetou de
forma significativa o desenvolvimento da planta e promoveu aumento da
concentracdao enddégena de AlA nas raizes e parte aérea de plantulas, mesmo sem a
presenca da levedura. A alface parece ser sensivel a altas concentracdes de AlA;
apesar do hormoénio estimular o desenvolvimento vegetal, em altas concentracées o

efeito pode ser inverso, e causar danos. Schlindwein et al. (2008) avaliou a
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inoculagdo de Bradyrhizobiun sp. (TV-13) e adicdo de triptofano em sementes de
alface; os autores observaram que a linhagem apresenta alta producao de AIA na
presenca de triptofano (in vitro), o que provavelmente foi responsavel pelos
problemas observados no desenvolvimento, tanto da raiz como da parte aérea das
plantulas.

E importante destacar que, apesar dos resultados obtidos in vitro, da
capacidade de T. globosa em produzir AIA (NUTARATAT et al., 2014; OLIVEIRA,
2016; FU et al., 2016), este mecanismo pode nao ser expresso nas condi¢des in
vivo; é importante considerar que as condigdes estressantes que o micro-organismo
encontra no ambiente radicular podem prejudicar a produgdo de AlA, como baixa
concentragcdo de nutrientes, variagcbes de pH, competicio com outros micro-
organismos rizosféricos (ODOH, 2017). Albertini (2017) observou, em ensaios in
vitro, que a espécie Torulaspora globosa (linhagem 6S01) isolada de rizosfera de
milho, produz altas quantidades de AIA na auséncia de fontes de nitrogénio no meio,
e que o pH alcalino favorece a producao de forma significativa. Scarcella et al (2017)
estudando a producédo de AIA pelas espécies de levedura Trichosporon asahii e
Rhodotorula mucilaginosa in vitro observaram que variacdes da temperatura, pH e
fontes de carbono afetam drasticamente a producao do fitohorménio.

As sementes de alface da cultivar Valentina também foram avaliadas quanto a
inoculagdo com Azospirillum brasilense, bactéria diazotréfica conhecida por
promover crescimento vegetal de diferentes culturas; a dupla inoculacao da bactéria
com a levedura T. globosa também foi avaliada. Os resultados obtidos mostraram
que a inoculagao da bactéria (isolada ou com a levedura) ndo promoveu de forma
significativa o crescimento das plantulas de alface. Estudos com a inoculacdo de
sementes e mudas de alface com bactérias diazotréficas podem ser encontrados na
literatura, principalmente com espécies do género Bradyrhizobium e Rhizobium
(SCHLINDWEIN et al., 2008; KOZUSNY-ANDREAN; ANDREANI JUNIOR, 2014).
Para ambos os géneros, nos dois trabalhos citados, os autores observaram que a
inoculacdo com as bactérias promoveu crescimento significativo das plantas de
alface. Como as cultivares avaliadas foram diferentes das testadas neste trabalho,
os resultados podem variar, como mostrado nos ensaios de comparacao entre as

cultivares Crocantela e Valentina.
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6. Conclusoes

Considerando os resultados obtidos é possivel concluir que:

- a inoculagé&o das sementes de alface com a levedura rizosférica T. globosa
e/ou seus metabdlitos ndo afetou a germinacao de alface das cultivares Crocantela e
Valentina;

- plantulas da cultivar Crocantela apresentaram raizes menores e com menor
area quando tratadas com a levedura e seus metabdlitos; o tratamento com os
metabdlitos e triptofano, por sua vez proporcionou maior diametro de raiz;

- para a cultivar Valentina o tratamento com a levedura, seus metabdlitos e
adicao de triptofano foi 0 que proporcionou os melhores resultados, com destaque
para as variaveis volume e area de raiz, numero de pontas de raizes e
desenvolvimento de pelos radiculares;

- a inoculagao da bactéria A. brasilense, isolada e em co-inoculagdo com a
levedura, ndo promoveu crescimento significativo das plantas de alface da cultivar

Valentina.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O emprego de micro-organismos promotores de crescimento vegetal ainda é
uma tecnologia raramente utilizada na agricultura brasileira. O empenho no
desenvolvimento de técnicas que empreguem micro-organismos em parceria ou em
substituicdo a insumos quimicos, porém, é imperativa, considerando o uso intensivo
do solo, e a escassez de recursos minerais utilizados como matéria-prima na
producao de fertilizantes sollveis.

Dentre as principais dificuldades observadas para o estabelecimento desta
tecnologia podemos citar, a descoberta de linhagens que apresentem mecanismos
de promocdo de crescimento, como producdao de hormbnios vegetais,
disponibilizagdo de nutrientes e controle de patéogenos e deletérios; além disso,
essas linhagens também precisam ser competentes para se estabelecer, apds
inoculadas, na raiz das plantas, ou colonizarem seus tecidos, e se estabelecer de
forma endofitica. Por essa razdo, as espécies microbianas mais utilizadas em
inoculantes comerciais sdo muito resistentes (Bacillus que formam enddsporo),
muito agressivas (Trichoderma, que se multiplica com muita rapidez) ou colonizam o
tecido radicular (bactérias diazotroficas simbibticas que formam néddulos em
leguminosas).

Neste trabalho apresentamos um novo grupo microbiano, pouco considerado
como promotor de crescimento vegetal, as leveduras. Torulaspora globosa é uma
espécie pouco estudada, porém esta sendo isolada de forma recorrente da rizosfera
de cana-de-acucar e milho, e se destaca quanto a apresentar os mecanismos acima

descritos como presentes em um MPCV. Este trabalho apresenta resultados inéditos
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da inoculacao desta levedura (linhagem 5S55) em sementes e mudas de alface, das
cultivares Crocantela e Valentina. Os ensaios foram realizados tanto em condicdes
gnotobidticas, como em condi¢cbes de casa-de-vegetacdo e campo.

Os resultados mostraram que a levedura foi capaz de promover o crescimento
do alface, em todas as condicoes avaliadas, estimulando o desenvolvimento
radicular, aumentando a superficie de absorcdo da planta, e provavelmente, desta
forma, estimulando seu desenvolvimento foliar, e aumentando a producéo da planta
no campo. Estudos mais detalhados, e o desenvolvimento de formulagdes, que
possam proteger as células, e estimular seu estabelecimento na rizosfera, porém,
nao podem ser descartados, para que a tecnologia possa ser estabelecida de forma
a apresentar bons resultados sob diferentes condi¢des ambientais.

Outras andlises nas plantas também sado necessarias, para avaliar outros
parametros que podem estar favorecendo o desenvolvimento vegetal sob agdo do
micro-organismo, como estimulo a inducao de resisténcia a estresses, redugcdo da
producédo de etileno, entre outros, citados na literatura por serem estimulados por
outras espécies de MPCV.

O resultado mais importante deste trabalho, porém, consiste na comprovacao
de que a levedura T. globosa (linhagem 5S55), pode sim reproduzir seus excelentes
resultados obtidos nos ensaios in vitro, quando inoculado nas plantas, in vivo. Desta
forma, estamos no caminho para o desenvolvimento de um produto biolégico que
pode, futuramente, proporcionar aumento de producédo, e talvez possa ser utilizado
para tornar 0os manejos agrondmicos mais sustentaveis e menos custosos,

economicamente e ambientalmente.



