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RESUMO 

A comunidade microbiana do solo é majoritariamente formada por bactérias e 

fungos. Sendo assim, pressupõe-se que processos microbianos fundamentais 

para a homeostase na biosfera sejam modulados por interações entre estes 

microrganismos. As interações mutualísticas podem representar uma estratégia 

importante para o desenvolvimento de produtos tecnológicos aplicáveis a 

agricultura, que atualmente está centrada no desenvolvimento de 

bioinoculantes. Estes são formulados principalmente por bactérias promotoras 

do crescimento vegetal (BPCV) e representam um mercado em franca 

expansão. A maioria dos estudos avalia o efeito da bactéria isolada e não da 

sua interação com outros microrganismos. Nesse cenário global da busca de 

uma alternativa sustentável a utilização de agrotóxicos, se justifica a estudar 

caminhos, que auxiliam a elucidação e caracterização do mecanismo de 

associação entre microrganismos, bem como a interação microrganismo-

planta, para uma futura formulação de um biofertilizante misto. Este trabalho 

teve como objetivo avaliar o efeito do fungo Trichoderma longibrachiatum cepa 

F476 e seus exsudados em interação com a bactéria Herbaspirillum 

seropedicae estirpe HRC54, na promoção do crescimento inicial do milho. 

Inicialmente foi avaliada a diferença no perfil das ligações químicas dos 

microrganismos isolados e em interação através de análises de espectroscopia 

na região do Infravermelho (IV). A seguir, um ensaio foi conduzido em casa de 

vegetação em delineamento inteiramente ao acaso com 6 tratamentos e 10 

repetições, sendo T1: C (controle), T2: E (exsudado), T3: F (fungo), T4: B 

(bactéria), T5: B+E (bactéria e exsudado fúngico) e T6: B+F (bactéria e fungo). 

As plantas com 15 dias após emergência foram analisadas para atributos de 

crescimento, bioquímicos e desempenho fotossintético. Um ensaio paralelo foi 

conduzido para avaliar o padrão de colonização radicular da bacteria H. 

seropedicae estirpe RAM 10 (marcada com proteína verde fluorescente) na 

presença do fungo. Verificou-se que há uma mudança no padrão de exsudação 

quando a bactéria e o fungo estão em associação, predominando a presença 

de compostos carbonados, evidenciado pela presença de ligações com 

carbono. A presença do fungo Trichoderma longibrachiatum inoculado em 

conjunto com a bactéria influenciou significativamente a biomassa, altura e o 

comprimento das plantas de milho. Assim como, as taxas de fotossíntese, 

carboidratos e proteínas totais. A co-inoculação bactéria-fungo facilitou o 

estabelecimento da população bacteriana na rizosfera/rizoplano radicular. Os 

componentes minerais e orgânicos do substrato se revelaram carreadores 

importantes da bactéria, modulando a colonização da raiz de milho, 

fortalecendo o conceito da biofortificação de substratos. Então, a interação 

mutualística pode trazer benefícios para a formulação de inoculantes mistos 

aumentando a eficiência e a persistência das bactérias promotoras do 

crescimento no agroecossistemas. 

Palavra-chave: ecologia microbiana, microbiologia do solo, quimiotaxia, 

interação bactéria-fungo, metabólitos 
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ABSTRACT 

 

The soil microbial community is mostly formed of bacteria and fungi. Thus, it is 

assumed that interactions between these microorganisms modulate 

fundamental microbial processes for homeostasis in the biosphere. Beneficial 

mutual interactions can represent an important strategy for developing 

technological products applicable to agriculture. The technological use of 

beneficial microorganisms in agriculture is centred on the development of 

bioinoculants. These are mainly formulated by plant growth-promoting bacteria 

(PGPB) and represent a rapidly expanding market, in addition to the 

interactions between rhizobia and leguminous plants. However, most studies 

evaluate the effect of the isolated bacteria and not its interaction with other 

microorganisms. In this global scenario of the search for a sustainable 

alternative to pesticides, it is justified to study ways that help elucidate and 

characterize the mechanism of association between microorganisms and the 

microorganism-plant interaction for a future formulation of a mixed biofertilizer. 

In this sense, this work aimed to evaluate the effect of the fungus Trichoderma 

longibrachiatum and its metabolites in interaction with the bacteria 

Herbaspirillum seropedicae in promoting the initial growth of corn crops. For 

this, there were 4 main treatments, being (1) BAC (bacteria), (2) FUN (fungi), 

(3) B+F (bacteria and fungi) and (4) B+E (bacteria + fungal metabolite). First, 

the chemical bond profile difference from isolated and interacting inoculum was 

evaluated in Spectroscopy in the Infrared (IR) region. Finally, they were 

inoculated in corn plants for 15 days and analyses of growth, biochemistry, 

photosynthetic performance, and the pattern of root colonization by 

microorganisms were performed. A change in the exudation pattern was found 

when the bacteria and the fungi are in association, with a predominance of 

carbon compounds, evidenced by carbon bonds. The fungus Trichoderma 

longibrachiatum inoculated with the bacterium significantly influenced corn 

plants’ biomass, height, and length. As well as the rates of photosynthesis and 

total carbohydrates. Bacterial-fungal co-inoculation facilitated the bacterial 

population to colonize the corn root and the substrate, strengthening the 

concept of substrate biofortification. Therefore, the mutualistic interaction can 

benefit the formulation of mixed inoculants by increasing the efficiency and 

persistence of growth-promoting bacteria in the agricultural environment. 

Keywords: microbial ecology, soil microbiology, chemotaxis, bacteria-fungi 

interaction, metabolites 
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1. Introdução 
 

O uso isolado de fungos e bactérias para promover o crescimento de 

plantas é amplamente estudado em pesquisas agrobiotecnológicas. Porém, 

apesar das interações microbianas mutualísticas ocorrerem naturalmente no 

sistema solo-planta, existem estudos escassos sobre os mecanismos e 

tecnologias associadas a inoculação mista (SANTOYO et al., 2016). Sendo 

assim, o conhecimento sobre os tipos e mecanismos de interação entre 

bactéria-fungo recebe crescente atenção, buscando entender quais os 

microrganismos são capazes de estabelecer uma relação positiva e ainda, se 

essas cooperações microbianas são benéficas para a planta hospedeira 

(RIEUSSET et al., 2020). 

A bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54 utilizada nesse 

estudo é um microrganismo bastante testado para a promoção do crescimento 

vegetal pela sua capacidade de fixar o nitrogênio atmosférico e modular a 

arquitetura radicular e a absorção de nutrientes, favorecendo a aquisição mais 

eficiente do nitrogênio e outros nutrientes do solo. Além disso, tem a habilidade 

de modular e sintetizar hormônios, como auxinas (BALDANI et al., 1992; 

BALDANI et al, 2014). Possui atividade solubilizadora, e é uma bactéria 

endofítica. Todas essas características favorecem a utilização desse 

microrganismo para uma agricultura sustentável.   

Já o fungo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476 é uma 

espécie descrita recentemente e tem sua aplicação direcionada para o controle 

de doenças em plantas (REIS et al., 2021). Eles atuam como recicladores de 

nutrientes, pois agem na decomposição do substrato onde vivem, favorecendo 

o aproveitamento das substâncias por outros organismos (SANTOS et al., 

2020). Além disso, os diversos fungos do gênero Trichoderma são utilizados, 

principalmente na indústria, pela produção de enzimas e metabolitos 

secundários que possuem diversas vantagens para planta como, biocontrole, 

atividade antifúngica e antibacteriana, auxiliando na sobrevivência e 

desenvolvimentos das culturas (GANDRA et al., 2017; MON et al., 2021).  

A importância da coexistência de populações de bactérias e fungos é 

estudada e comprovada pelo nosso grupo de pesquisa no Núcleo de 
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Desenvolvimento de Insumos Biológicos para Agricultura (NUDIBA). Estudos 

ecológicos em diferentes espécies vegetais tem como objetivo a produção 

agroecológica de inoculantes, diminuindo o impacto ambiental causado pela 

adubação química. Um trabalho anterior demonstrou que há interação 

estrutural entre a bactéria Herbaspirillum seropedicae estipe HRC 54 e o fungo 

Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-476 e que essa cooperação modula 

positivamente a população e aumenta a atividade diazotrófica da bacteria 

(ALVES et al., 2018). Por outro lado, o relacionamento não impacta 

negativamente o crescimento do fungo, sendo considerada uma interação 

mutualística (ALVES et al., 2018). Também, demonstram os aumentos nas 

taxas de solubilização de fosfato e produção do ácido indol acético em plantas 

de tomate. Outro estudo relatou que a interação entre a bactéria Serratia 

marcescens estirpe 22GI e o fungo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-

F476 atuaram na fortificação biológica de substrato para produção de mudas 

de tomate e mamão, resultando no maior desenvolvimento da parte aérea e 

raízes (REIS et al., 2021). 

Dessa forma, o conhecimento sobre a resposta de culturas à interação 

bactéria-fungo e sobre os exsudados fúngicos poderão ser usadas para 

entender como essa relação influencia a promoção do crescimento vegetal e 

confirmar dados fisiológicos obtidos anteriormente. A abordagem da pesquisa 

aqui apresentada incluiu análises de respostas da planta a inoculação 

combinada de Herbaspirillum seropedicae e Trichoderma longibrachiatum 

quanto ao acúmulo de biomassa, alterações bioquímicas e desempenho 

fotossintético e de colonização radicular bacteriana como uma alternativa para 

aumento da eficiência de uso de nutrientes em agroecossistemas. Os achados 

do presente trabalho reforçam a necessidade de compreender mais 

detalhadamente o funcionamento dessas relações ecológicas entre diferentes 

microrganismos com intuito de maximizar as respostas de bioinoculantes 

aplicados a agricultura. 
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2. Revisão de literatura 

 

2.1  Bactérias promotoras do crescimento vegetal  

Para a atenuação dos danos ambientais e a necessidade do aumento na 

produção global de alimentos faz-se essencial que a agricultura encontre 

alternativas para incrementar a produtividade nas próximas décadas. Para 

tanto, a prática agrícola está indo em direção a uma abordagem mais 

sustentável e amiga do ambiente, complementando os métodos agrícolas 

convencionais baseados no uso de fertilizantes químicos e pesticidas para 

melhorar o desenvolvimento das culturas (ADELEKE et al., 2021).  

A pesquisa atual busca entender a relação entre as plantas e os 

microrganismos que representam um grande potencial para o agronegócio na 

geração de insumos biológicos na forma de bioinoculantes capazes de diminuir 

a dependência de agrotóxicos e dos fertilizantes sintéticos produzidos a partir 

de recursos não-renováveis (BALDOTTO et al., 2009; ALVES et al., 2019). Os 

agricultores demandam tecnologias sustentáveis que reduzam o custo de 

produção, mantendo o rendimento das culturas (CHAVES et al., 2019). Estudos 

sobre microrganismos capazes de promover o crescimento vegetal com um 

menor impacto ambiental ganha reconhecimento como ferramenta tecnológica 

a favor da produção agrícola.  

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) são 

microrganismos benéficos capazes de promover o crescimento através de 

distintos mecanismos como a biofertilização, bioestimulação, biocontrole e 

indução da tolerância a estresses bióticos e abióticos que influenciam o 

desenvolvimento vegetal (AFZAL, et al., 2019). Assim, as plantas podem 

desenvolver associações benéficas com a microbiota do solo, selecionar os 

colonizadores a fim de aumentar sua adaptação e desempenho no meio 

ambiente (MOHANRAM et al., 2019). Essas bactérias, podem ser classificadas 

como: bactérias rizosféricas, encontradas em torno das raízes das plantas; e 

bactérias endofíticas, encontradas no interior dos tecidos da planta. As 

bactérias endófitas mais estudadas e mais predominantes pertencem aos três 

principais filos Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes e, os gêneros mais 

comumente encontrados relatados em estudos são Azospirillum, Azoarcus, 

Bacillus, Enterobacter, Paraburkholderia, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, 
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Pseudomonas e Serratia (FIRDOUS et al., 2019; ALBERTON et al., 2021). As 

espécies endofíticas geralmente são consideradas onipresentes tanto no solo, 

quanto na rizosfera. Normalmente, ocupam o interior de tecidos radiculares e 

chegam a atingir o xilema (BECKER et al., 2018). Nesta fase, o microrganismo 

é diferenciado em patogênico, adaptação associativa, simbiótica ou neutro 

dentro da planta, e o microrganismo benéfico para a planta torna-se endofítico 

(BASHAN et al., 2014). 

A promoção do crescimento vegetal por endófitos bacterianos, 

geralmente, envolve mecanismos diretos ou indiretos. A promoção direta 

ocorre devido a capacidade de adquirir e fornecer nutrientes para as plantas, 

como nitrogênio, fósforo, potássio e os minerais essenciais, ou modulando os 

níveis de hormônios vegetais como as auxinas e citocininas (RANA et al., 

2020). Habitualmente, as bactérias endofíticas que compõem os gêneros 

Azospirillum, Azoarcus e Herbaspirillum estão envolvidas na fixação biológica 

de nitrogênio em plantas não leguminosas, ou seja, favorecem a aquisição do 

nitrogênio para as plantas a partir da fixação do N atmosférico (GUPTA et al., 

2019). Esse mecanismo foi relatado também pela colonização da bactéria 

Gluconacetobacter diazotrophicus nas culturas como milho, arroz, trigo e outras 

espécies vegetais não leguminosas, como o tomate (FIRDOUS et al., 2019). A 

solubilização de fosfato e de potássio é um recurso de grande importância para 

as plantas, visto que as concentrações de potássio solúvel no solo são 

geralmente, muito baixas e o fósforo presente é inorgânico e indisponível para 

o uso (KUMAR et al., 2015). Pseudomonas e Bacillus são consideradas as 

principais bactérias solubilizadoras de fosfato e do potássio. Além disso, um 

estudo realizado com a Azospirillum baldaniorum estirpe Sp245 demonstrou a 

melhor resposta na eficiência do uso do fósforo quando inoculada em 

Platycyamus regnellii (RUIS-CANALES et al., 2021). Até 80% das bactérias 

endofíticas podem sintetizar o hormônio ácido indol acético (IAA-auxina) 

responsável por estimular o desenvolvimento celular e principalmente das 

raízes, aumentando a absorção de nutrientes e minerais do solo. As citocininas 

atuam na divisão celular e foram detectadas em células de algumas cepas de 

Azotobacter spp., Rhizobium spp., Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas 

fluorescens, Bacillus subtilis e Paenibacillus polymyxa (MIGUEL et al., 2020).  
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Já no mecanismo indireto, as bactérias atuam no biocontrole, diminuindo 

a ação de diferentes fitopatógenos no crescimento e desenvolvimento das 

plantas. Algumas bactérias produzem enzimas como por exemplo, quitinases, 

celulases, β-1,3 glucanases, proteases e lipases que pode quebrar uma parte 

das paredes celulares de diversos fungos patogênicos (CALVO et al., 2014). 

BPCV que sintetizam uma ou mais dessas enzimas foram encontradas por ter 

atividade de biocontrole contra uma variedade de fungos patogênicos, incluindo 

Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp., 

Rhizoctonia solani, e Pythium ultimum (CHAUHAN et al., 2015). 

 

2.2  Herbaspirillum seropedicae  

A primeira descrição do gênero Herbaspirillum ocorreu no ano de 1986, 

na qual durante a análise da ocorrência de Azospirillum spp. em raízes de 

cereais, Baldani e colaboradores isolaram um grupo de bactérias fixadoras de 

N2 em forma de bastão, gram-negativos, curvos e móveis (Fig. 1). 

Primeiramente, foram classificadas como uma nova espécie do gênero 

Azospirillum, porém, estas células se demonstraram muito menores que os 

membros do gênero descritos na época. A partir dos estudos de hibridação 

RNA-RNA e DNA-DNA demonstraram o baixo nível de similaridade com 

Azospirillum e uma proximidade remota com a espécie Aquaspirillum itersonii, 

levando os autores a propor o gênero chamado Herbaspirillum. Este, refere-se 

ao habitat desses organismos, encontrados associados as raízes de plantas 

herbáceas. Também estabeleceram a espécie Herbaspirillum seropedicae, 

nome dado pelo primeiro lugar onde foi isolada, e a cepa Z67 depositada como 

estirpe-tipo no American Type Culture Collection (ATCC 35892).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Microscopia eletrônica de transmissão das células de Herbaspirillum seropedicae. 

(Baldani et al., 1986). 
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O gênero Herbaspirillum pertence ao Filo Proteobacteria, Classe 

Betaproteobacteria, Ordem Burkhoderiales, Família Oxalobacteracea. Até o 

momento, o gênero Herbaspirillum compreende 14 espécies, e embora sejam 

originalmente reconhecidas como bactérias associadas a plantas, a maioria 

das espécies de Herbaspirillum (9 espécies) não foram encontradas dessa 

forma e vivem em corpos d’águas e/ou em solos e sedimentos.  

A bactéria Herbaspirillum seropedicae é gram-negativa, diazotrófica e, 

pertencente à subclasse Beta das Proteobactérias. Suas células têm de 0,6 a 

0,7 μm de diâmetro e 1,5 a 5 μm de comprimento, de característica vibrióide, e 

com dois (ocasionalmente, um ou três) flagelos em um ou ambos os polos 

celulares. H. seropedicae fixa nitrogênio em condições microaeróbicas e tem a 

capacidade de usar muitos açúcares como fonte de carbono. É classificada 

como uma bactéria promotora do crescimento vegetal (BPCV) pois possui 

características importantes que favorecem as plantas como, a fixação biológica 

de nitrogênio, solubilização de fosfato e produção de sideróforos. Esses 

microrganismos melhoram o desenvolvimento da raiz pela produção de 

diferentes classes de reguladores de crescimento, influenciam crescimento da 

raiz primária (DOBBELAERE et al., 1999), aumento do número e comprimento 

das raízes laterais (COMBES-MEYNET et al., 2011), e o alongamento da raiz 

(CONTESTO et al., 2008), resultando no incremento da produtividade das 

colheitas em campo. Essa bactéria associa-se com diversas plantas de 

interesse econômico, como milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa), sorgo 

(Sorghum bicolor), trigo (Triticuma aestivum), cana-de-açúcar (Saccharum 

officinarum), bananeiras (Musa sp.), palmeiras (Roystonia sp.), abacaxizeiros 

(Ananas comosus) e feijão (Phaseolus vulgaris).  

Döbereiner (1992) demonstrou que as espécies diazotróficas do gênero 

Herbaspirillum possuem a habilidade de colonizar os tecidos de forma 

endofítica. Essa característica foi confirmada utilizando um meio desenvolvido 

especificamente para o enriquecimento seletivo e isolamento de H. 

seropedicae, o meio JNFb semi-sólido e as placas de meio JNFb sólido com o 

triplo da concentração de azul de bromotimol (OLIVARES et al., 1996). Nos 

estudos de ocorrência ficou evidente a predominância desta bactéria em 

associação com raízes de plantas da família das Poaceae, como cana-de-
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açúcar, arroz, milho, sorgo e gramíneas forrageiras (OLIVARES et al., 1996). 

Posteriormente, essa espécie também foi encontrada associada a plantas 

dicotiledôneas, como o abacaxi e banana no Brasil. (MAGALHÃES et al., 2001; 

BALDOTTO et al., 2011). Estudos estruturais em plantas inoculadas 

evidenciaram o caráter endofítico da interação com a planta hospedeira, na 

qual durante a colonização e estabelecimento não se observaram sintomas de 

patogenicidade. A infecção ocorre através dos pontos de emergência das 

raízes laterais que rompem as camadas de células do córtex e da epiderme, 

que servem como porta de entrada para a colonização endofítica (OLIVARES, 

1997; JAMES e OLIVARES, 1998; MONTEIRO et al., 2012). A sua 

sobrevivência depende de sua colonização no interior de plantas (OLIVARES 

et al., 1996). No mesmo estudo, observou-se que a recuperação de culturas 

viáveis em solo, a partir da germinação de sementes inoculadas com a bactéria 

Herbaspirillum seropedicae, indicaram que a bactéria pode sobreviver por um 

período mais prolongado de tempo no solo em níveis populacionais abaixo do 

limite de detecção do método de isolamento. 

A habilidade de fixar nitrogênio atmosférico e associar-se a plantas é um 

dos seus atributos mais estudados. A fixação biológica de nitrogênio é uma das 

principais fontes de nitrogênio para plantas e uma etapa fundamental na 

distribuição desse nutriente no ecossistema. Além disso, o nitrogênio é um dos 

nutrientes mais complexos e altamente limitante no desenvolvimento das 

plantas. Em um estudo, a bactéria Herbaspirillum seropedicae foi inoculada em 

mudas de arroz e, apresentou um aumento de até 40% no N total da planta 

(GUPTA et al., 2012).  

É importante ressaltar que o mercado de biofertilizantes composto por 

bactérias fixadoras de nitrogênio possuem participação de 10% do mercado 

mundial. No Brasil a utilização resultou em um benefício econômico de USDA 

15 bilhões por ano até 2021. O uso de inóculos comerciais a base de 

microrganismos diazotróficos tem contribuído para aumentar a produtividade da 

soja no Brasil e, portanto, ajudou a colocar o país em segundo lugar entre os 

maiores produtores de soja, ficando apenas atrás dos EUA. Corroborando 

esses resultados, Antunes e colaboradores (2019) mostraram que a inoculação 

com Herbaspirillum seropedicae, Pseudomonas sp. e Bacillus megaterium 

aumentaram o rendimento da cana-de-açúcar (variedade RB92579) de 18% a 



18 
 

57,31%. Dessa forma, as bactérias diazotróficas demonstram capacidade de 

reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados para 0,160 bilhões de toneladas por 

ano, correspondendo a uma redução de 0,270 bilhão de toneladas de carvão 

consumido no processo de produção de fertilizantes nitrogenados (SOUMARE 

et al., 2020). 

Nesse contexto, a bactéria da espécie Herbaspirillum seropedicae 

contribui nos estudos das interações microrganismo-planta, por apresentarem 

maior especificidade de associações, uma vez que são endófitos obrigatórios 

com baixa sobrevivência no solo e possuem diversas características que 

favorecem o desenvolvimento vegetal. Diante disso, no intuito de melhorar a 

fertilidade do solo, sem afetar o rendimento das lavouras e ainda reduzir os 

impactos negativos causados pelos fertilizantes químicos no ambiente, o nosso 

grupo de pesquisa busca explorar as bactérias promotoras do crescimento 

vegetal visando benefícios agrícolas. Atualmente, as pesquisas têm se 

concentrado principalmente em bactérias, porém trabalhos recentes 

demonstram que os fungos saprófitos possuem papéis igualmente importantes 

(BESEN et al., 2020). 

 

2.3 Fungos do gênero Trichoderma  

O fungo Trichoderma está entre os fungos mais comumente encontrados 

nos ecossistemas de solos e raízes. Foi descrito como um gênero, em 1794 

pelo pesquisador chamado Persoon. Ao longo dos anos, os estudos sobre esse 

gênero tiveram pouca evolução, até que em 1969, o pesquisador Rifai foi o 

primeiro micologista a realizar a taxonomia do Trichoderma. A partir desses 

estudos e com os avanços da tecnologia para discriminação de táxons, com 

base nas análises filogenéticas pelas técnicas de biologia molecular, o 

Trichoderma foi dividido em cinco seções, incluindo o clado Longibrachiatum, 

no qual é evolutivamente um dos clados mais jovens do gênero (SAMUELS et 

al., 2012). Até o momento, 252 espécies foram descritas. 

São caracterizados por serem fungos do solo de vida livre, mas 

evidências sugerem que as espécies de Trichoderma podem ser oportunistas, 

simbiontes de plantas e parasitas de outros fungos (DRUZHININA et al., 2012; 

HARMAN et al., 2004). A maioria são fungos saprófitos que se reproduzem 

assexuadamente (MACHADO et al., 2012). Ocorrem em quase todos os solos 
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e outros habitats naturais, especialmente naqueles que contêm ou consistem 

em matéria orgânica. Embora esteja representado dessa forma, algumas 

espécies do Trichoderma possuem uma vasta distribuição ecológica 

(SAMUELS, 2006). Também são encontrados nas superfícies radiculares de 

várias plantas, na casca em decomposição, principalmente quando danificada 

por outros fungos, em materiais de construção danificados pela água e, 

animais, incluindo seres humanos, demonstrando que são capazes de lidar 

com ambientes tão diferentes como o habitat rico e diversificado (SCHUSTER 

et al., 2010). 

Algumas espécies do gênero Trichoderma, como Trichoderma reesei, 

são candidatos promissores para o tratamento biológico de plantas e, por esse 

motivo, têm despertado grande interesse no âmbito científico (DRUZHININA et 

al., 2017). O Trichoderma tem a capacidade de produzir antibióticos, parasitar 

outros fungos e competir com microrganismos que são considerados a base de 

como o Trichoderma exerce efeitos benéficos no crescimento e 

desenvolvimento das plantas. Os benefícios das espécies de Trichoderma em 

melhorar o crescimento da planta pode ser realizado através de vários 

mecanismos que incluem, o micoparasitismo, antibiose, degradação de toxinas, 

inativação de vias de enzimas patogênicas, resistência contra patógenos, 

aumento da absorção de nutrientes e solubilização de minerais (FRISVAD et 

al., 2018). Além disso, auxiliam na produção de hormônios vegetais que 

ajudam no crescimento e formação da raiz, o que resulta no uso mais eficiente 

de nitrogênio, fósforo, potássio e micronutrientes e aumentando o vigor das 

plantas (SANTOS et al., 2020). Por esses motivos, a aplicação de produtos, na 

produção agrícola, constituído por microrganismos como o Trichoderma, 

demonstra o melhor desenvolvimento das plantas e, é considerado como uma 

das melhores alternativas aos produtos sintéticos que são prejudiciais à saúde 

humana e ao meio ambiente.  

O uso intensivo de agrotóxicos na agricultura para o controle de 

doenças, pragas e plantas invasoras, tem promovido diversos problemas 

ambientais, tais como: contaminação dos alimentos, do solo, da água e dos 

animais, intoxicações de agricultores, a resistência de patógenos a certos 

princípios ativos dos agrotóxicos, desequilíbrio biológico, a eliminação de 

organismos benéficos, entre outros. Entre as alternativas para redução do uso 
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de agrotóxicos, o controle biológico é um dos mais discutidos. O controle 

biológico utilizando o Trichoderma apresenta diversas vantagens como custo 

reduzido, menores riscos ao ambiente e à saúde humana, os micro-organismos 

são fáceis de serem multiplicados e produzidos em laboratórios, quanto de 

serem aplicados em campo, além de sua alta eficiência no controle de 

fitopatógenos (GHAZANFAR et al., 2018). Além disso, diferentemente do que 

ocorre com os fungicidas, que têm efeito temporário e precisam ser reaplicados 

ao longo do ciclo da cultura, os agentes de biocontrole têm capacidade de 

estabelecimento, colonização e dispersão no ecossistema (KHAN et al., 2017). 

 O gênero Trichoderma está entre os fungos mais utilizado como 

agentes de biocontrole de doenças vegetais em todo o mundo, sendo 

amplamente estudado e utilizado por apresentar intensa atividade antagônica 

perante diferentes fungos fitopatogênicos. Atualmente, mais de 60% dos 

pesticidas naturais registrados contêm um único isolado de Trichoderma, ou 

uma mistura de suas espécies, em virtude de sua habilidade sensorial e do 

controle de outros fungos. O usa da mistura de três espécies de Trichoderma 

(T. harzianum, T. viride e T. virens) aumentou o comprimento e a biomassa 

total de P e N na raiz e na parte aérea do grão-de-bico (MAHATO et al., 2018). 

Análises realizadas entre T. harzianum e plantas de tomate diretamente no solo 

indicou que, a interação entre o fungo e as raízes persistiu por um longo 

período (MANGANIELLO et al., 2018). O conjunto de estudos e informações 

mostra a eficácia da utilização do Trichoderma como biofertilizantes, desde sua 

aplicação ao solo, sementes ou nas superfícies das plantas, bem como a 

capacidade de absorção de nutrientes pela raiz e/ou sua distribuição dentro da 

planta. Em especial as espécies do gênero Trichoderma, poderão ter um 

importante impacto na redução do uso excessivo de fungicidas, no 

desenvolvimento da agricultura sustentável e na proteção do meio ambiente 

(LÓPEZ-BUCIO et al., 2015; TEDERSOO et al., 2018). 
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2.4 A espécie Trichoderma longibrachiatum 

O fungo Trichoderma longibrachiatum está entre as maiores utilidades e 

mais diversos do gênero, uma vez que possui alta adaptabilidade a diversos 

ambientes ecológicos devido a sua efetiva capacidade reprodutiva. O clado 

Longibrachiatum foi sistematizado por Samuels e seus colaboradores (2012) 

com 21 espécies conhecida até a atualidade (Fig. 2). A espécie é mais 

conhecida pela produção de enzimas que hidrolisam a celulose, e até mesmo 

são causas de infecções no homem e nos animais.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Microscopia óptica de campo claro de Trichoderma longibrachiatum corado 

com azul de metileno. 

 

São caracterizados por serem fungos com crescimento rápido com 

temperatura ideal entre 25-35 °C, com colônias com um pigmento entre verde e 

amarelo. Após 48h com crescimento no escuro, normalmente, aparecem as 

primeiras hifas de coloração branca, e lentamente tornam-se verde escuro. Os 

conidióforos se formam em pequenas pústulas alongadas, e são longos e 

plumosos frequentemente visíveis. Ocorrem comumente em material vegetal 

em decomposição, onde seu papel ecológico varia de um ser saprófito estrito a 

um parasita de outros fungos saprófitos (GANDRA et al., 2017). Dessa forma, 

utilizam celulases para digerir celulose da biomassa vegetal em decomposição 

e quitinases para digerir as paredes quitinosas de outros fungos. Também é 

capaz de digerir proteínas com a ajuda de proteases como, serina e 

metaloproteases (ANDREOLLI et al., 2016). A cepa UENF 476 foi obtida a 

partir do vermicomposto do esterco bovino maturado durante 90 dias e foi 

identificado como membro do gênero Trichoderma com base na morfologia da 

colônia e celular. Para definição em nível de espécie, foram selecionados 
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genes do DNA do espaçador ITS1 e ITS4 para sequenciamento, e foram 

alinhadas com Trichoderma longibrachiatum (REIS et al., 2021).  

A espécie Trichoderma longibrachiatum compreende um estudo mais 

intenso do gênero, junto ao Trichoderma reseei, pois são utilizados 

industrialmente por causa de sua alta capacidade de secretar grandes 

quantidades de metabólitos secundários e proteínas como as enzimas 

hemicelulolíticas envolvidas na indústria de alimentos, rações e 

biocombustíveis (PALOHEIMO et al., 2016). Por outro lado, é sugerido que o T. 

longibrachiatum podem ser aplicados em culturas como agente de biocontrole 

por seus efeitos parasitários e letais em outros microrganismos. Além disso, 

sua capacidade enzimática pode ser potencialmente oportuna na 

biorremediação. O uso industrial inclui também, o aproveitamento da produção 

de celulases para tingir tecidos no âmbito têxtil (ALVES et al., 2017). Por fim, 

estudos demonstram a importância do T. longibrachiatum, não só com 

biocontrole, mas também na promoção do crescimento vegetal, aumentando a 

absorção de nutrientes, inibindo o crescimento de parasitas, favorecendo o 

metabolismo de carboidratos e incrementando a síntese de fitohormônios 

(ELAMAWI et al., 2018).  

  

2.5 Perfil químico do fungo Trichoderma 

Diversos mecanismos têm sido propostos para explicar os efeitos 

positivos desses microrganismos na planta hospedeira e, um dos fatores que 

contribui para sua atividade biológica benéfica está relacionada à grande 

variedade na produção de metabólitos secundários.  

Os metabólitos secundários (MSs) são definidos como um grupo de 

pequenos compostos orgânicos que estão envolvidos diretamente no 

crescimento normal dos microrganismos, mas eles têm papéis importantes no 

desenvolvimento, sinalização e interação com outros organismos (LI et al., 

2019). A ausência de metabólitos secundários não resulta em morte imediata 

do indivíduo, mas em prejuízo a longo prazo da capacidade de sobrevivência 

do organismo, reprodução, morfologia ou talvez nenhuma mudança 

significativa. Porém, existem certas condições ambientais em que os 

metabólitos secundários são necessários para a sobrevivência (GUO et al., 

2018). Os MSs servem como (i) mecanismos de defesa contra bactérias outros 
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fungos, amebas e insetos; (ii) agentes de transporte de nutrientes; (iii) agentes 

de simbiose entre o fungo e outros organismos, como bactérias e plantas; (iv) 

hormônios de desenvolvimento; e (v) efetores nas diferenciações celulares 

(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016). Como por exemplo, alguns gêneros de 

fungos entomopatogênicos são fontes ricas de bioativos incluindo policetídeos, 

peptídeos não ribossomais e terpenos (SANTOS et al., 2021). Por outro lado, 

fungos endofíticos do gênero Epichloe são capazes de fornecer resistência a 

pragas e doenças em gramíneas e, chegaram a ser desenvolvidos em domínio 

industrial (KHAN et al., 2020). 

As espécies de fungos do gênero Trichoderma são bem conhecidas por 

secretarem e produzirem metabólitos secundários com uma variedade de 

atividades biológicas. Atualmente, mais de 373 compostos foram identificados 

e, em alguns casos raros, a atividade é desconhecida (KOTTB et al., 2015). 

Entre eles, os mais estudados são os “peptaibols”, terpenos, policetídeos e 

enzimas extracelulares, incluindo β-glucanase, quitinase e proteinases 

(VINALE et al., 2020).  

Os “peptaibols são de uma família de peptídeos lineares que contém 

uma alta proporção do aminoácido α, α-ácido dimetilisobutírico, um C-álcool 

terminal, como fenilalaninol ou leucinol, e um N- acilado, geralmente acetil 

como grupo terminal. Eles ocorrem naturalmente como misturas de isoformas, 

e são conhecidas mais de 300 sequências de aminoácidos diferentes (MARIK 

et al., 2019). Os tricogins de T. longibrachiatum e as tricodeceninas de T. viride 

são exemplos de peptaibóis. Os “peptaibols” geralmente possuem atividade 

antimicrobiana contra microrganismos gram-positivos. Acredita-se que suas 

atividades biológicas surjam de suas propriedades modificadoras de membrana 

e sua capacidade de formar canais de transmembrana (PATIL 2016). Os 

“peptaibols” atuam na membrana do organismo alvo para inibir enzimas 

associadas à membrana envolvidas na síntese de parede celular. “Peptaibols” 

também atuam como eliciadores para induzir a resistência das plantas a 

patógenos. Essa capacidade tem sido demonstrada, como exemplo, para 

desencadear uma resposta de defesa em feijão de lima e para reduzir a 

susceptibilidade da planta de tabaco ao vírus do mosaico do tabaco, 

pertencente à família Virgaviridae (LEE et al., 2015).  
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Os terpenos são os mais abundantes e de ocorrência mais ampla de 

metabólitos secundários na natureza. Os fungos filamentosos produzem uma 

grande série desses compostos que possuem diferentes ações, principalmente 

com atividades antifúngicas. Ao contrário dos peptaibóis e policetídeos 

fúngicos, que são sintetizados por grandes proteínas modulares com 

subdomínios enzimáticos, a biossíntese de terpenos é realizada a partir de 

diferentes etapas de síntese com proteínas individuais (ZAFRA et al., 2015; 

SALWAN et al., 2019).  

Os policetídeos (PKs) são conhecidos por possuírem uma grande 

variedade de atividades farmacologicamente importantes, incluindo 

propriedades antimicrobiana, antifúngico, antiparasitário, antitumoral e 

agroquímico. Esses metabólitos são sintetizados por reações sequenciais 

catalisadas por uma coleção de atividades enzimáticas chamadas policetídeo 

sintases (PKSs), que são grandes complexos multienzimáticos de proteínas 

que contêm um grupo coordenado de sítios ativos (VINALE et al., 2020). A 

biossíntese ocorre de maneira gradual a partir de 2, 3, 4 carbonos simples em 

blocos de construção, como acetil-CoA, propionil CoA, butiril-CoA e seus 

derivados ativados, malonil, metilmalonil e etilmalonil-CoA. Os PKSs são 

compostos por duas ou mais multienzimas modulares (MUKHERJEE et al., 

2012).  

O primeiro composto antifúngico isolado de Trichoderma foi 6-pentil-α-

pirona (6PP). Este composto é um agente aromatizante não tóxico que foi 

sintetizado quimicamente para fins industriais antes de sua descoberta como 

um produto natural. Este composto foi isolado pela primeira vez de T. viride. 

Posteriormente, outras espécies de Trichoderma foram identificadas também 

como produtores 6PP (CARILLO et al., 2020). 6PP é o responsável pelo 

“aroma de coco” associado com espécies de Trichoderma, e mostra inibição 

apreciável no crescimento de Rhizoctonia solani (SALWAN et al., 2019). Além 

disso, a produção de 6PP por T. atroviride foi mostrado para aumentar a 

formação da raiz lateral em Arabdopsis thaliana (LI et al., 2019). 

Na agricultura, a produção das enzimas extracelulares tem sido usada 

como uma forma de promoção do crescimento vegetal e é considerada um 

papel eficaz e significativo. Essas enzimas quebram os polissacarídeos, quitina 

e glucanos que são responsáveis pela rigidez do fungo, destruindo assim a 
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integridade da parede celular (KESWANI et al., 2013). Estudos relatam que T. 

koningii (Tr5) produzem quitinases que auxiliam na penetração e destruição de 

células do patógeno sem prejudicar o tecido vegetal (PATIL et al., 2016). Além 

disso, sugere-se que o biocontrole de Botrytis cinerea por T. harzianum (T39) é 

devido à produção de proteases por T. harzianum que inativam as enzimas 

hidrolíticas produzidas por B. cinerea nas folhas do feijoeiro (RUBIO et al., 

2014). Produtos com proteases produzidas pelo fungo de biocontrole quando 

aplicadas parcialmente às folhas de feijão desativou enzimas hidrolíticas e 

reduziu a gravidade da doença em 56% (BELADELI et al., 2021). Dessa forma, 

pode-se dizer que a promoção do crescimento vegetal é resultante devido à 

atividade de agentes de biocontrole que podem reduzir a concentração de 

substâncias no solo, ou aumentar a concentração de compostos benéficos nas 

plantas. Assim, pode ser em razão da produção de hormônios vegetais ou 

aumento da absorção de nutrientes pela planta (CONTRERAS-CORNEJO et 

al., 2019). Trabalhos recentes mostraram que nos estágios iniciais da 

interação, metabólitos semelhantes às auxinas e compostos proteicos 

secretados por Trichoderma são percebidos pelas raízes, alterando muitos 

mecanismos hormonais que controlam o crescimento e o desenvolvimento das 

plantas sob condições normais ou de estresse (SCUDELETTI et al., 2021). 

Consequentemente, quando o sistema radicular é colonizado, a associação é 

potencializada fornecendo proteção nesta zona contra microrganismos 

patogênicos, e um sistema de raiz robusto é desenvolvido melhorando a 

absorção de nutrientes e água. 

 

2.6 Interação entre bactérias e fungos no sistema solo-planta 

Os solos são o habitat de algumas das mais diversas comunidades de 

microrganismos, como bactéria e fungos, na qual respondem por 90% ou mais 

da biomassa microbiana total presente neste meio. Em termos funcionais, 

estes dois grupos microbianos possuem um papel relevante em muitos dos 

processos biogeoquímicos que impulsionam os mecanismos ecológicos 

terrestres, como a ciclagem de carbono, desempenhando um papel importante 

na decomposição e mineralização da matéria orgânica do solo. No ciclo de 

nitrogênio, há etapas fundamentais nas transformações de nitrogênio na qual 

são exercidas exclusivamente por comunidades microbianas (ZHANG et al., 
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2014; RØNN et al., 2012). Neste cenário, um considerável esforço da pesquisa 

é dedicado à caracterização da diversidade e de seus papéis no ambiente 

(MENEZES et al., 2017).  

Historicamente, a separação da pesquisa microbiológica, principalmente, 

entre bacteriólogos e micologistas levou ao estudo de bactérias e de fungos em 

ambientes axênicos. Esta compartimentalização ignorou o fato de que em 

muitos ambientes, bactérias e fungos coexistem e interagem (ALI et al., 2020). 

Este direcionamento das pesquisas prejudicou o entendimento da forma de 

relação entre esses dois componentes microbianos cruciais e, como eles 

atuam entre si e no seu habitat. Frey-Klett e colaboradores (2011) 

demonstraram que as interações bactéria-fungo são fundamentais para a 

agricultura, ambientes clínicos e naturais, bem como em tecnologia de 

alimentos. Seus resultados também demonstraram como fungos e bactérias 

coexistem no corpo humano. Em um meio que permite a interação entre dois 

sistemas, os organismos podem ser ecologicamente neutros, competem ou se 

antagonizam ou, vivem em simbiose. Portanto, as interações entre os dois 

microrganismos variam de acordo com sua fisiologia e as condições locais no 

ambiente (HAQ et al., 2014; GETZKE et al., 2019). 

Evidências confirmam que as interações entre fungos e bactérias são 

comuns no solo e que essas interações influenciam no funcionamento dos 

ecossistemas. As relações ecológicas são diversas como: (a) as bactérias 

podem se associar as hifas fúngicas e utilizar como um veículo para dispersão 

no ambiente, estas chamadas rotas fúngicas; (b) e as bactérias também podem 

se atraídas pelos exsudatos produzidos pelo fungo, sendo uma fonte de 

carbono. Porém ainda há pouca informação disponível sobre a qualidade e 

quantidade de compostos de carbono liberados no ambiente pelos fungos 

(MENEZES et al., 2017; KURTH et al., 2013). Por outro lado, os fungos se 

beneficiam do relacionamento obtendo suprimento nutricional das bactérias.  

As bactérias fixadoras de nitrogênio fornecem nitrogênio a fungos, como 

as bactérias associadas às hifas do fungo micorrizo Arbutus unedo. Bactérias 

do gênero Azoarcus que ocorrem em gramíneas foram encontradas em 

associação com os fungos que habitam a rizosfera de Kallar grass (DE BOER 

et al., 2005). As relações baseadas principalmente na produção de metabólitos 

secundários que são utilizados como sinais químicos, são essenciais para a 
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comunicação entre os organismos, ou até mesmo como uma competição por 

recursos limitados, favorecendo vários mecanismos de defesa (MENERDI et 

al., 2021). Estudos relatam que diferentes espécies de bactérias são capazes 

de se associar às hifas de fungos micorrizos e fungos saprófitos, tendo como 

um suporte nutricional os compostos exsudados pelo fungo, sendo de uma 

forma passiva (depende somente dos compostos) ou ativa (obtendo os 

recursos nas hifas) (GHIGNONE et al., 2012). 

A interação entre bactérias e fungos já serve como sistema modelo, e 

tornando-se conhecida, não só pela importância em diversas áreas, mas 

também por um alto potencial para avançar nas descobertas nesse âmbito 

(WAGG et al., 2019). Um pequeno número de estudos usou análises de redes 

de correlação para investigar variadas relações entre fungos e bactérias e 

revelou diferenças nos papéis do ecossistema desses grupos (DEVEAU et al., 

2018). Esses resultados contradizem a visão de que fungos e bactérias são 

dois grupos funcionais distintos que devem ser estudados isoladamente. 

(KUSARI et al. 2014; BONFANTE et al., 2015). É inevitável um melhor 

entendimento sobre essas associações e como são os mecanismos 

envolvidos, principalmente voltado para a área agrícola visando o 

desenvolvimento de um manejo sustentável da fertilidade do solo e da 

produção (NAZIR et al., 2014; MĄCIK, et al, 2019). Apesar do avanço no 

aprofundamento do papel destas interações, mais estudos são necessários, 

visando ampliar sobre os benefícios das inter-relações microbianas para a 

redução no custo da produção agrícola (STRICKLAND et al., 2010; SILVA et 

al., 2019). 
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2.7 Mecanismos envolvidos na interação bactéria-fungo 

Ao longo da coexistência entre bactérias e fungos, esses 

microrganismos formaram relações complexas e diversas, sendo elas: 

simbióticas, mutualísticas, competitivas, antagônicas, parasitárias e outras. 

Dessa forma, coevoluíram entre si, e como consequência maior comunicação 

entre os microrganismos em decorrência do aumento da capacidade 

metabólica. Acredita-se que esse fato permitiu a colonização da maior parte 

dos nichos possíveis, incluindo as superfícies e tecidos internos de outros 

organismos (ALI et al., 2020).  

Os microrganismos sintetizam metabólitos secundários na qual 

impulsionam a comunicação e interação entre diferentes grupos microbianos 

(STANLEY et al., 2014). Dessa forma, o conhecimento desses sinais químicos 

fornece informações importantes sobre a natureza das relações microbianas e 

permite prever o desenvolvimento dessa associação em diversos ambiente. A 

interação entre bactérias e fungos (BFIs) pode ser alcançada por meio de 

antibiose, sinalização por moléculas químicas, modulação do ambiente físico-

químico, quimiotaxia, metabolismo cooperativo, secreção de proteína ou até 

mesmo, transferência de genes. BFIs por meio de comunicação molecular 

podem ser alcançados sem a interação física dos parceiros, mas há um 

número crescente de relatórios sobre a associação indireta entre esses 

microrganismos (JUNIER et al., 2021). Por exemplo, a bactéria auxiliar de 

micorrizas Streptomyces cepa AcH505a produz um composto que estimula o 

crescimento fúngico (auxofurano) e sintetizam moléculas inibidoras de fungos 

(WS-5995B e C-antibióticos). Auxofurano melhora o crescimento micelial de 

fungos ectomicorrízicos enquanto WS-5995B e os antibióticos C inibem o 

crescimento de fungos patogênicos para plantas (RIGAMONTE et al., 2010). 

Atualmente, estudos relatam a importância dos metabólitos secundários 

(exsudados) liberados por fungos durante a interação com espécies 

bacterianas, como um fator chave na comunicação entre os microrganismos 

(ZHENG et al., 2020). A molécula quinolina, é um exemplo, que são produzidas 

pelo fungo saprófita Chaetomium sp, foram detectados apenas durante o co-

cultivo com Bacillus subtilis. Em contrapartida da associação entre Chaetomium 

sp e a bactéria endofítica Streptomyces lividans, ressaltando a especificidade 
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dessa comunicação (KHALID et al., 2021). As espécies bacterianas 

pertencentes ao gênero Burkholderia são indicadas para estabelecer uma 

associação com diferentes fungos do solo, devido principalmente, a sua forma 

de utilizar esses metabólitos secundários que são secretados pelo fungo de 

uma forma benéfica para seu crescimento e defesa contra patógenos (VILA et 

al., 2016). Por outro lado, há resultados indicando que a interação física entre a 

bactéria e o micélio, associado a esses exsudados é essencial para induzir 

uma resposta específica (JIANG et al., 2020). O fungo é capaz de reagir de 

formas distintas em cada relação pela ativação de genes relacionados ao 

metabolismo secundário, o que contribui para a compreensão das diferentes 

condições entre diferentes espécies (SIMON et al., 2017). 

A utilização de compostos liberados por fungos, em particular, 

compostos carbonáceos de baixa massa molecular, é um importante fator que 

favorece a sobrevivência das bactérias que se associam às hifas fúngicas. A 

liberação de trealose e polióis como o manitol por fungos ectomicorrízicos (EM) 

possui influência na seleção de bactéria do solo (SCHERLACH et al., 2013). 

Por exemplo, o uso de trealose liberada por fungos associados à bactéria 

Pseudomonas sp. é considerado um elemento importante do crescimento 

bacteriano na micosfera do fungo EM Cantharellus cibarius (GOHAR et al., 

2020). Bactérias associadas a fungos no solo são, portanto, selecionadas 

preferencialmente sobre os outros a partir da secreção de compostos para 

comunicação. Além disso, bactérias da espécie Variovorax paradoxus na 

micosfera de Lyophyllum sp. mostraram ser capazes para crescer em 

compostos liberados pelo fungo, principalmente o glicerol (ZHANG et al., 2014). 

O estudo também relatou a liberação de outros compostos, como ácido acético 

e ácido fórmico pelo fungo. Para mais, foi descoberto que Lyophyllum sp. cepa 

Karsten libera exsudatos ricos em glicerol devido a um efeito estimulador 

exercido por B. terrae BS001, que também é um consumidor de glicerol (HAQ 

et al., 2017).  

No sistema solo-planta, os compostos orgânicos das raízes são o 

principal meio de consumo de fungos micorrízicos e saprofíticos, no qual 

bactérias se associam às hifas, sendo capazes de consumir os compostos 

derivados, ou seja, a associação às hifas são um meio de desenvolvimento 

bacteriano (BALLHAUSEN et al., 2016; NACOON et al., 2020). A micosfera é 
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conhecida pelo crescimento bacteriano estimulado pelo carbono que é 

disponibilizado pelas raízes e fornecidos por meio da rede das hifas dos 

fungos, na forma de exsudados. Porém esse termo é utilizado para relatar 

sobre a interação exclusiva de fungos micorrizos e bactérias, como por 

exemplo, a bactéria Burkholderia terrae e o fungo Lyiphyllum sp. (HAQ et al., 

2014; 2017). 

Sob outra perspectiva, a bactéria é capaz de modular a sua composição 

e produção da matriz de exopolissacarídeos (EPS) e facilitar a aderência nas 

hifas através da formação de biofilmes (OSEMWEGIE et al., 2020; GUENNOC 

et al., 2018). Os EPS desempenham um papel importante na formação do 

biofilme, pois estão envolvidos na firme ancoragem das bactérias em 

substratos. Além disso, o EPS forma a matriz que incorpora as bactérias, onde 

bactérias livres podem ser integradas. Há uma série de maneiras pelas quais a 

formação de biofilme em fungos pode ser benéfica. Em primeiro lugar, a 

colonização bacteriana de uma superfície fúngica pode permitir que a bactéria 

explore o fungo como fonte de nutrientes (COSTA et al, 2020). A formação de 

biofilme na superfície das hifas fúngicas permite às bactérias migrarem com os 

fungos à medida que eles se expandiam para novas áreas em busca de 

nutrientes (PION et al., 2013). E, a ligação bacteriana às superfícies das hifas 

pode aumentar as ações sinérgicas de bactérias e fungos necessários para 

quebrar substratos complexos (HOGAN et al., 2014). Uma atividade sinérgica 

foi observada entre fungos ectomicorrízicos e bactérias associadas, por 

exemplo, na degradação de substâncias tóxicas (OSEMWEGIE et al., 2020).  

Colonização e adesão de células bacterianas na superfície da hifa é 

susceptível de desempenhar um papel importante no estabelecimento da 

comunidade da hifosfera e que, claramente os EPS estão envolvidos no 

processo de formação de biofilme na estrutura do fungo. As bactérias que 

vivem em biofilmes adquirem propriedades específicas como a capacidade de 

sobreviver a ambientes muito mais hostis condições ambientais. Maior 

resistência à seca, estresse com antibióticos são apenas alguns exemplos 

(VELMOUROUGANE et al., 2017).  

Sendo assim, as interações benéficas entre esses microrganismos 

implicam que as bactérias se alimentam de fungos ou de seus produtos 

liberados ou, vice-versa. Nazir e colaboradores (2017) postularam que o 
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importante sistema de "liberação" de moléculas é frequentemente operacional 

em fungos, resultando em exsudados que atraem bactérias específicas de sua 

vizinhança. Portanto, entre os possíveis mecanismos que medeiam as 

interações fungos-bactérias neste habitat, está envolvido a matriz de EPS 

(HAQ et al., 2017; GUENNOC et al., 2018). 

A nível molecular, a interação entre bactérias e fungos pode trazer 

informações funcionais de cada microrganismo (ZHANG et al., 2020). Frey-

Klett e seus colaboradores (2014) demonstraram que na relação entre 

Streptomyces e Amanita houve um efeito pleiotrópico da expressão gênica do 

fungo e, os genes expressos diferencialmente identificados pertencem a 

diferentes funções celulares, incluindo vias de transdução de sinal, 

metabolismo primário, crescimento e estrutura celular, e resposta ao estresse. 

Considerando que tais interações estão sendo amplamente estudadas, ainda 

pouco se sabe sobre os mecanismos e modificações genéticas que controlam 

essas associações. 
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3. Objetivos 

 

 3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito isolado da biomassa fúngica e dos exsudados do fungo 

Trichoderma longibrachiatum cepa F-476 em interação com a bactéria 

Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54 na promoção do crescimento inicial 

de plantas de milho. 

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

a) Identificar ligações químicas predominantes dos compostos exsudados 

pelo fungo, pela bactéria e sua interação; 

b) Analisar a influência de um meio de cultivo microbiano sólido ou líquido 

sobre o perfil químico dos metabólitos exsudados; 

c) Avaliar o efeito isolado dos exsudados e da biomassa fúngica ou em 

interação com a bactéria nas características de crescimento inicial de 

plantas de milho; 

d) Verificar o efeito isolado dos exsudados e da biomassa fúngica em 

interação com a bactéria na acumulação de proteínas e açúcares em 

raízes e folhas e no desempenho fotossintético em plantas de milho;  

e) Avaliar o padrão de colonização das raízes de milho pela bactéria 

Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM 10 na presença do fungo 

Trichoderma longibrachiatum cepa F-476;  
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4. Material e Métodos 

 

4.1 Preparação do inóculo 

A bactéria diazotrófica utilizada neste estudo foi Herbaspirillum 

seropedicae (estirpe HRC54 e estipe RAM 10 para estudos microscópicos). A 

estirpe RAM 10 possui uma inserção por meio de transposon Tn5 do gene GFP 

em seu cromossomo. Esta construção foi cedida gentilmente pela Dra. Rose 

Adele Monteiro (Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, 

Universidade Federal do Paraná). Este transconjugante é derivado 

originalmente da estirpe ZA95 de H. seropedicae, isolada de raízes de plantas 

de arroz (Baldani et al.,1986). O inóculo foi preparado por meio do crescimento 

bacteriano em meio líquido DYGS por 24 h a 30°C e em agitador orbital a 120 

rpm com a pureza confirmada em meio sólido DYGS (DÖBEREINER et al., 

1995) por 24 h, incubado em estufa a 30°C por 48 horas. O fungo Trichoderma 

longibrachiatum cepa UENF-F476, isolado de esterco bovino (REIS, 2018), foi 

crescido em meio sólido BDA (Batata Dextrose Agar), em estufa a 28 °C por 

72h. 

 

4.2 Extração dos compostos exsudados em meio sólido 

Os pré-inóculos crescidos como descritos no tópico anterior, foram 

inoculados 1 mL em meio BDA (Batata Dextrose Agar) em placas de Petri de 

vidro com os seguintes tratamentos: bactéria, fungo, e bactéria + fungo no 

decorrer de 7 e 14 dias em estufa a 28 °C. Para essa análise adaptou-se a 

técnica do microcultivo em lâmina por Ridell (1950) com discos de 1 cm de 

diâmetro contendo micélio fúngico foi inoculado no centro de lâminas 

previamente autoclavadas a 121 ºC por 15 minutos. Alíquotas de 200 μL da 

suspensão bacteriana (108 células mL-1) foram inoculadas em pontos 

equidistantes do fungo sobre as placas. Foram realizadas 3 extrações de 50 

mL com clorofórmio diretamente na placa e agitadas manualmente por 5 

minutos. Logo, o extrato foi filtrado com um papel filtro qualitativo (Nalgon) em 

um funil diretamente para um Erlenmeyer e, foram levadas a um evaporador 

rotativo para a concentração dos compostos. Para terminar, o líquido foi 

transferido para vidro de penicilina com peso definido, e levados para capela 

overnight.  
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4.3 Extração dos compostos exsudados em meio líquido 

Foram inoculados 10mL do pré-inóculo em 500 mL de meio líquido BD 

(Batata Dextrose) sendo os tratamentos (a) bactéria, (b) fungo e (c) bactéria e 

fungo, durante 7 e 14 dias em agitador orbital a 120 rpm (SRIDHARAN et al., 

2021). As amostras foram transferidas para 5 potes coletores de plástico de 

100 mL, pesados anteriormente e, liofilizadas no liofilizador Liotop K105 

durante 5 dias. A extração dos compostos foi realizada em vidro Erlenmeyer 

com 200 mL de clorofórmio e 20 mL de metanol em agitação leve por 2 horas 

e, foram filtrados com papel filtro qualitativo (Nalgon) para o Becker já pesado. 

Após esse procedimento, as amostras foram concentradas em um evaporador 

rotativo. Por fim, foi transferido para vidros de penicilina de 5 mL e levados à 

capela para secar todo o líquido durante 3 dias e enviado para análise. 

 

4.4 Análise em Espectroscopia na região do Infravermelho (IV) 

Após a extração e concentração dos compostos, foi utilizado o almofariz 

e pistilo para triturar os grãos de Brometo de potássio (KBr). Após triturado o 

KBr foi transferido para a prensa manual hidráulica de 12 toneladas (Shimadzu, 

Japão) e transformado em pastilhas ao ser prensado a 8 toneladas. Foi feita a 

medição do branco da pastilha de KBr antes de cada análise. As medidas 

foram efetuadas em pastilhas de KBr de 0,59 mm de caminho óptico, sendo 

usadas uma pastilha para cada amostra. Os espectros de transmitância foram 

obtidos em um espectrômetro de infravermelho com transformada de Fourier 

modelo IR Affinity -1 (Shimadzu, Japão) e tratados no software IRsolution. As 

medidas foram efetuadas na faixa de 4000-400 cm-1, com resolução nominal de 

4 cm-1. 

 

4.5 Material vegetal e condições de cultivo 

Foram utilizadas plantas de milho variedade Santa Helena (SHS 5050) 

cultivadas a partir de sementes adquiridas na empresa. Antes de serem 

submetidas aos tratamentos, as sementes foram superficialmente 

desinfestadas com uma solução hipoclorito de sódio a 0,7% por 3 minutos e 

sucessivas lavagens de água destilada estéril. Os microrganismos foram 
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crescidos durante 5 dias e, para a obtenção dos exsudados e biomassa fúngica 

realizou-se a centrifugação e filtragem em 0.5 µm do sobrenadante e o pellet 

formado foi ressuspendido em água para a inoculação. A parcela experimental 

consistiu nos tratamentos C (controle), B (bactéria), E (exsudados do fungo), F 

(biomassa fúngica), BF (bactéria+fungo) e BE (bactéria+ exsudados). Foram 

inoculados 3 ml de cada tratamento para 3 sementes de milho em câmara de 

crescimento, com o n=10 (6 tratamentos x 3 sementes para cada x 10 

repetições de cada tratamento). As plantas se desenvolveram por duas 

semanas em tubetes (1L) contendo o substrato Basaplant® (Tabela 1) e, 

mantidos sob condições controladas de temperatura (27±1ºC de dia e 22±1ºC à 

noite, fotoperíodo (12h luz/12h escuro), umidade do ar (60% de dia e 70% à 

noite, disponibilidade hídrica e nutricional. 

 

Tabela 1. Análise química do substrato comercial Basaplant®. 

 

4.6 Análises de crescimento 

Foram avaliados os parâmetros de crescimento, em oito plantas de cada 

tratamento: peso fresco, altura da planta, comprimento da parte aérea e 

radicular. Bem como, a massa seca da parte aérea e radicular foram obtidas 

em estufa (60ºC, durante 7 dias).  

 

4.7 Análises do desempenho fotossintético  

Taxa de assimilação líquida do carbono (A, μmol CO2 m-2 s-1), 

condutância estomática (gs, mol H2O m-2 s-1), transpiração (E, mmol de H2Om-2 
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s-1), concentração subestomática de CO2 (Ci, μmol CO2 mol-1) foram medidas 

sob radiação fotossinteticamente ativa saturante (1000 mmol m-2 s-1), pressão 

parcial de CO2 de 40 Pa e temperatura da câmara de 25ºC com um analisador 

de gases no infravermelho (Li 6400XT, Li-Cor, Lincoln, EUA), após 15 dias de 

germinação, em cinco plantas e em duas folhas completamente expandidas e 

expostas. 

 

4.8 Quantificação de carboidratos totais 

Foram coletados aproximadamente 0,5 g de massa fresca de folhas para 

a quantificação de carboidratos totais. Em seguida, as amostras foram 

colocadas em recipientes contendo 80% de etanol aquecido (70°C). O material 

vegetal foi homogeneizado em etanol 80%, seguido de centrifugação a 2.000 

rpm por 10 minutos. A extração e centrifugação foram repetidas três vezes e os 

sobrenadantes foram combinados para a determinação dos carboidratos totais. 

A quantificação dos carboidratos totais foi determinada pelo método fenol-

sulfúrico (Dubois et al.,1956). A concentração de carboidratos presentes nas 

amostras foi determinada através de uma curva padrão previamente construída 

para a glicose. A determinação dos carboidratos foi realizada em triplicata (3 

plantas diferentes), sendo considerado para cálculo da concentração de 

carboidratos, a absorbância média. Todos os procedimentos realizados para as 

amostras foram realizados para um branco, para o qual se utiliza água 

destilada. 

 

4.9 Quantificação de proteínas totais 

As proteínas totais das plantas foram medidas através do método de 

Bradford (1976). Logo, as amostras foram preparadas a partir de 0,2g das 

folhas frescas que foram maceradas em etanol a 80%. As amostras foram 

homogeneizadas no agitador e, em seguida, foi pipetado 10 μL do extrato de 

cada tratamento com triplicatas (3 plantas diferentes de cada tratamento), 790 

µL de água destilada estéril e 200 μL do reagente de Bradford. Após 5 minutos 

incubados com papel alumínio em temperatura ambiente, em placa de 96 

poços, distribuiu 200 µL da solução nos poços e foram lidos no leitor de placa 

de microplacas em 594nm. 
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4.10 Microscopia Confocal de Varredura a Laser 

Para visualizar a interação do fungo T. longibrachiatum UENF-F476 e da 

bactéria H. seropedicae (estirpe RAM10 marcada com GFP) em plantas de 

milho foi desenhado um ensaio com os seguintes tratamentos: controle, 

bactéria, fungo e bactéria+fungo. A parcela experimental consistiu em potes de 

vidro contendo 200 g de substrato comercial Basaplant® autoclavado duas 

vezes em intervalo de 24 horas (comunidade microbiana natural eliminada), 

inoculados com 500 µL de cada tratamento e, crescidos até desenvolverem as 

primeiras raízes, por aproximadamente 3 dias. Os segmentos de raiz foram 

lavados com água corrente e cortados nas regiões de zona pilífera e coifa. As 

amostras frescas foram transferidas para uma lâmina com gotas de água e 

lamínula e levadas para análise no Microscópio Confocal de Varredura a Laser 

modelo LSM 710 Zeiss. 

 

4.11 Observações do material a fresco em microscopia óptica de 

epifluorescência  

Os microrganismos foram inoculados em plantas de milho como 

descritos no item anterior, foram visualizadas no microscópio óptico de 

fluorescência Axioplan (Zeiss) com os filtros BP (band-pass) com comprimento 

de onda de excitação entre 460 e 490nm e comprimento de onda de emissão 

LP (long-pass) de 510 a 550 para visualização da emissão de fluorescência 

verde. As imagens foram obtidas por meio de uma câmera fotográfica digital 

Canon Power Shot A640 acoplada ao microscópio e com auxílio do programa 

Zoom Browser EX. Estes materiais também foram observados no microscópio 

óptico invertido Zeiss Axio 10 Observer A1 e fotografado com a câmera digital 

AxioCam MRC 5. 

 

4.12 Análises estatísticas 

Os resultados foram interpretados estatisticamente e submetidos à 

comparação das diferenças entre as médias realizada através do teste de 

Tukey com 5% de significância com o GraphPad Prism versão 8. 
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5. Resultados e Discussão 

 

5.1 Identificação de ligações químicas dos compostos envolvidos na interação 

bactéria-fungo 

É amplamente assumido que os exsudados de fungos são uma fonte 

importante de nutrientes para bactérias. A exsudação de açúcares solúveis e 

polióis foi sugerida como um possível mecanismo de seleção de cepas 

bacterianas capazes de se associar a hifosfera dos fungos ectomicorrízicos 

(EM) (NAZIR et al., 2019). Dessa forma, na hipótese de que os microrganismos 

em interação secretam compostos que demonstram ser essenciais para que 

essa relação obtenha um potencial benéfico, foi realizado um experimento para 

conseguir identificar um padrão de ligações químicas e, a partir desses dados 

predizer o composto predominante em cada tratamento. Sob outra perspectiva, 

verificou-se a ação que o tipo de meio de cultivo utilizado tem sobre os 

metabólitos secretados.  

Em relação ao ajuste de protocolo para análise de metabolitos especiais 

produzidos por estes microrganismos, o tempo de 7 dias para o processo de 

extração em meio sólido apresentou maior diversidade e intensidade de sinais 

pela análise de infravermelho. Já para os tratamentos em meio líquido, não foi 

observado uma diferença significativa quanto ao tempo de crescimento dos 

microrganismos (Fig. 3-5).  

Diferenças nas intensidades das bandas no espectro podem estar 

atribuídas à concentração e a presença das substâncias nas amostras, mas 

não significa qualidade inferior ou superior. Quando em comparação ao 

emprego do meio de cultura em sua forma líquida (Fig. 3-5) e o meio de cultura 

em sua forma sólida (Fig. 6-8) observamos em que há uma maior detecção de 

espectros em meio líquido, porém a predominância de regiões específicas de 

reconhecimento.  

Os espectros dos tratamentos dos exsudados de F (fungo), B (bactéria) 

e BF (bactéria e fungo) foram realizados para observar alguma diferença entre 

o perfil metabólico dos microrganismos crescidos isoladamente e quando estão 

interagindo. De um modo geral, as análises apontaram diferenças no perfil 

metabólico comparativo do fungo modulado pela presença da bactéria, sendo 
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assim, indicando a diminuição de compostos nitrogenados e a predominância 

de compostos alcoólicos, que poderão ser utilizados pela bactéria como fonte 

de carbono. Contrapondo as figuras 3, 4 e 5, o perfil da 3 e 5 é mais 

semelhante quando comparamos com a figura 4. Observamos que nos 

tratamentos em que há apenas a bactéria prevalece compostos carbonados 

que compõe os principais tipos de substâncias que são utilizadas como fonte 

de nutriente pela Herbaspirillum seropedicae.  

Ao visualizarmos os espectros do fungo há o destaque para ligações 

com moléculas de nitrogênio. No tratamento bactéria com fungo, é possível 

notar que há uma maior semelhança com os espectros da figura 2, podendo-se 

dizer que há a modulação dos compostos que são produzidos pelo fungo, 

quando está em associação com a bactéria. Esse perfil dos espectros também 

foi observado nas amostras que foram crescidas em meio sólido (Fig. 6, 7 e 8), 

demonstrando que na interação entre esses microrganismos o padrão de 

exsudados é modificado e tem influência na relação.  

Os metabólitos secundários são substâncias de natureza orgânica, 

normalmente, de baixa massa molecular e, possuem atividades biológicas 

importantes auxiliando na resposta a mecanismos de sobrevivência, adaptação 

no habitat e, envolvidos na quimiotaxia na comunidade microbiana. A 

exsudação dos compostos por fungos do solo é objeto de observação em 

vários estudos. Macheleidt e colaboradores (2015) sugerem que a exsudação 

de açúcares solúveis por fungos EM é um possível mecanismo para diferentes 

cepas bacterianas serem capazes de se associar a fungos EM. Eles confirmam 

que as hifas de várias espécies de fungos EM liberam ácidos orgânicos, em 

particular o ácido oxálico. Em retribuição, as bactérias do solo podem estar 

envolvidas em atividades que proporcionam benefícios para o fungo, como a 

fixação de nitrogênio. De acordo com estas pesquisas, suponha-se que 

bactérias diferentes podem se comportar de maneira diferente em sua 

associação com hifas fúngicas (KJELDGAARD et al., 2019).  

Zhang e colaboradores (2015) estudaram a interação entre um fungo 

micorrizo arbuscular e uma bactéria solubilizante, e evidenciaram a liberação 

de carbono substancial que resultou no crescimento e atividade da bactéria 

solubilizadora. Em troca, a bactéria aprimorou a mineralização de fosfato 

orgânico, aumentando a disponibilidade de fósforo para o fungo. Assim, os 
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resultados sugerem que para a relação ser benéfica para ambos os 

microrganismos, os exsudados tanto do fungo, quanto da bactéria 

influenciavam.  

Curiosamente, o perfil metabólito das amostras foram significativamente 

alterados em cada tratamento utilizado. O tratamento BF induziu a 

predominância de moléculas de carbono, na qual compõe a maior parte das 

substâncias que são utilizadas como fonte de nutriente pela bactéria. A 

aplicação da técnica de co-cultura com o fungo Aspergillus austroafricanus e 

Bacillus subtillis em meio sólido de arroz levou a um maior acúmulo de 

compostos derivados de éter, incluindo a identificação do composto 

austramida, em comparação às culturas axênicas (KIM et al., 2021). De modo 

geral, pode-se afirmar que a associação entre a bactéria H. seropedicae e o 

fungo T. longibrachiatum maximizou a produção de metabólitos carbonados, 

que por sua vez estava no tratamento da bactéria isolada.  

Quando bactéria e fungos se encontram em um nicho ambiental, eles se 

comunicam através da liberação de sinais específicos. Assim, esses sinais 

costumam provocar uma resposta na forma de mudanças na expressão do 

gene, ou liberação de um sinal de resposta, ou alguma combinação dessas 

respostas com base na especificidade da interação (WAKEFIELD et al., 2017). 

Embora o conhecimento específico sobre a composição desses exsudados não 

está totalmente elucidado, podemos confirmar que há um papel importante na 

interação, como visualizado nos espectros de cada tratamento. A partir de 

outra visão, uma mistura da bactéria promotora do crescimento vegetal 

Pseudomonas fluorescens e o fungo Trichoderma atroviride apontaram o 

aumento na produção de, principalmente o farnesol conhecido por ser um 

composto orgânico carbonado, com o objetivo de biocontrole (SCHERLACH et 

al., 2020). Dessa forma, sabemos que os microrganismos sintetizam e liberam 

uma grande diversidade de moléculas permitindo que se relacionem e 

interajam com outros membros da comunidade assim como, com seu 

ambiente.
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Figura 3: Espectros de transmitância do tratamento bactéria H. seropedicae 

HRC54 durante 7 e 14 dias de crescimento em meio líquido. 
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Figura 4: Espectros de transmitância do tratamento bactéria T. longibrachiatum 

UENF-F476 durante 7 e 14 dias de crescimento em meio líquido. 
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Figura 5: Espectros de transmitância do tratamento bactéria T. longibrachiatum 

UENF-F476 e H. seropedicae HRC54 durante 7 e 14 dias de crescimento em 

meio líquido 



44 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Espectros de transmitância do tratamento bactéria H. seropedicae 

HRC54 durante 7 e 14 dias de crescimento em meio sólido. 
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Figura 7: Espectros de transmitância do tratamento bactéria T. longibrachiatum 

UENF-F476 durante 7 e 14 dias de crescimento em meio sólido. 
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Figura 8: Espectros de transmitância do tratamento bactéria T. longibrachiatum 

UENF-F476 e H. seropedicae HRC54 durante 7 e 14 dias de crescimento em 

meio sólido. 



47 
 

5.2  Resposta na atividade da promoção de crescimento vegetal pela interação 

bactéria-fungo  

As sementes de milho foram inoculadas com diferentes tratamentos com 

os microrganismos isolados, em interação e com os metabólitos exsudados 

pelo fungo para avaliar a promoção do crescimento vegetal em plantas de 

milho Zea mays. A bactéria sozinha e em interação com o fungo Trichoderma 

longibrachiatum cepa UENF-F476 apresentou aumento em todas as 

características de crescimento das plantas de milho (Fig. 9 e 10).  

Os tratamentos com interação bactéria-fungo (BF) e bactéria-exsudado 

(BE) resultaram um aumento significativo em relação aos paramétricos de 

crescimento comparados ao controle. Em contrapartida, quando comparado os 

inóculos isolados, as associações evidenciaram uma atividade melhor na 

maioria dos parâmetros, menos na massa seca da parte aérea em que não 

houve diferença significativa entre os tratamentos B, BE e BF, com uma média 

entre 0.5 g e 0.6 g.  

Plantas co-inoculadas com bactéria e fungo (BF) apresentaram um 

aumento de 39% na altura, na massa fresca 177% e para massa seca 226% 

em relação ao C (controle) (Fig. 9). Do mesmo modo, para a parte radicular, 

também se destacaram ao apresentar um aumento de 233, 200 e 250 % para 

altura, massa fresca e seca da raiz (Fig. 10). Vale destacar, que ao 

comparamos os tratamentos BF e BE, não houve diferença entre os 

parâmetros de crescimento nas plantas analisadas. Ambos se destacaram e 

promoveram o crescimento nas plantas de milho.  

A Figura 11 mostra a diferença de vigor entre as plantas de milho não 

inoculadas (controle) e co-inoculadas com Trichoderma longibrachiatum cepa 

F476 + Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54 (BF) e com exsudados do 

Trichoderma longibrachiatum cepa UENF F476 + Herbaspirillum seropedicae 

estirpe HRC 54 (BE). Ainda, é possível observar o contraste entres os 

tratamentos com os inóculos isolados: B (bactéria), F (fungo) e E (exsudados) e 

os tratamentos com os microrganismos co-inoculados. 
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Figura 9: Altura da parte aérea (A) de plantas de milho. Massa fresca (B) e massa seca (C) da 
parte aérea de plantas de milho. C= não inoculado. E = Compostos exsudados pelo 
Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. F = Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-
F476. B = Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. BE= Compostos exsudados pelo 
Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476 + Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. 
BF = Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476 + Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 
54. 
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Figura 10: Altura da raiz (A) de plantas de milho. Massa fresca (B) e massa seca (C) da raiz de 
plantas de milho. C= não inoculado. E = Compostos exsudados pelo Trichoderma 
longibrachiatum cepa UENF-F476. F = Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. B = 
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. BE= Compostos exsudados pelo Trichoderma 
longibrachiatum cepa UENF-F476 + Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. BF = 
Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476+ Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54 
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Figura 11: Imagem do contraste entre os tratamentos. Imagem ilustrativa do contraste entre 
os tratamentos controle (não inoculado), bactéria, fungo e exsudados entre os tratamentos 
inoculados com Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476+ Herbaspirillum seropedicae 
estirpe HRC 54 e os compostos exsudados do fungo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-
F476+ Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54 em plantas de milho. 

 

Os resultados apresentados demonstram que o uso de inoculantes a 

base de consórcio microbiano para a promoção do crescimento vegetal é uma 

excelente alternativa aos fertilizantes comerciais à base produtos químicos e 

sintéticos. Alguns estudos têm destacado a vantagem no uso de co-inoculação 

com o fungo Trichoderma longibrachiatum e a bactéria Herbaspirillum 

seropedicae. Os resultados obtidos por Reis e colaboradores (2018), 

demonstraram que houve um aumento relevante no crescimento das mudas de 

tomate em até 176 e 230 % e de mamão 72 e 69 % para massa seca da parte 

aérea e raízes, respectivamente.  

Mondal e colaboradores (2020) estudaram um consórcio microbiano 

incluindo Bacillus megaterium, Azospirillum brasilense, Trichoderma viride e 
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Azotobacter chroococcum em que se destacaram na promoção do crescimento 

em plantas de girassol. Kalaiyararsi e Victoria (2016) descobriram que a 

inoculação microbiana com Lactobacillus casei + Trichoderma harzianum + 

Saccharomyces cerevisiae expressou benefício nos parâmetros de crescimento 

da planta para melhorar a capacidade de nodulação das leguminosas (Vigna 

unguiculata L.). Rajasekhar e colaboradores (2016) realizaram um experimento 

para compreender a eficácia dos inoculantes mistos com Rhizobium, Bacillus 

subtilis, Trichoderma harzianum, e Pseudomonas fluorescens em feijão 

Cajanus cajan L. em diferentes formas de combinação para formar consórcios. 

A associação envolvendo todos os microrganismos em questão resultou em 

plantas com maior peso fresco total, resultado visto neste estudo nos 

tratamentos com bactéria+fungo e bactéria+exsudado. Nossos dados também 

indicam as vantagens de se utilizar o consórcio microbiano. Schoebitz e 

colaboradores (2016) demonstraram que a combinação microbiana de Bacillus 

licheniformis, B. subtilis, B. megaterium, B. macerans, Pseudomonas putida, P. 

fluorescens, Nocardia corallina, Trichoderma viride, e Saccharomyces 

cerevisiae inoculadas em mudas de mirtilo, apresentaram um incremento de 

50% e 43% em peso seco na parte aérea e na raiz, respectivamente, em 

comparação com o controle.  

A existência de interações específicas entre microrganismos enfatiza a 

importância da triagem das espécies para maximizar os benefícios da 

simbiose. Autores relatam que a inoculação com fungos micorrizos 

arbusculares e a bactéria Bacillus thuringiensis estimulam o crescimento das 

plantas de Lavanda, rendendo um incremento da biomassa das raízes e da 

parte aérea em 336 e 264%, respectivamente (ARMADA et al., 2016).  

O uso de biofertilizantes com bactérias e fungos capazes de promover o 

crescimento vegetal tem sido sugerido para resultar em um aumento no 

crescimento de muitas espécies de cultura, incluindo leguminosas (SHARMA et 

al., 2020). O tratamento com metabólitos exsudados pelo fungo (BE) foi testado 

inoculados em plantas de milho, a fim de obtermos resultados verificando a 

importância da utilização das hifas como um meio de dispersão e de fonte de 

nutrientes para a bactéria, com uma hipótese de que o emprego dos 

metabólitos seria suficiente para manter a associação benéfica para os 

microrganismos e para a planta.  
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Nossos achados também indicaram que o tratamento BE apresentaram 

aumentos significativos para todos os parâmetros de crescimento analisados 

em relação ao controle. O fungo Trichoderma spp. Tem sido amplamente 

estudado devido a sua capacidade de produzir uma série de metabólitos 

secundários que são essenciais na indução da ramificação da raiz e aumento 

da parte aérea como uma consequência da divisão, expansão e diferenciação 

celular pela presença dos compostos (BARROSO et al., 2019). Trabalhos 

recentes mostraram que na interação fungo-planta, durante os estágios iniciais, 

os metabólitos são percebidos pelas raízes alterando vários mecanismos 

hormonais que controlam o crescimento e desenvolvimento pela planta. 

Consequentemente, quando o sistema radicular é colonizado, a associação é 

potencializada, proporcionando proteção nesta zona contra patogênicos, e, um 

sistema de raiz robusto é desenvolvido melhorando a absorção de nutrientes e 

água (SINGH et al., 2018; HARMAN et al., 2019). Um estudou aplicou cinco 

cepas de Trichoderma spp. Em plantas de Arabidopsis e, também foram 

expostas a diferentes concentrações de compostos orgânicos voláteis emitidos 

pelo fungo. Observou-se que no conjunto de fungo+exsudado houve um 

aumento na biomassa vegetal de 41,6% (HUNG et al., 2013). Visto que a 

bactéria Herbaspirillum seropedicae foi capaz de utilizar as hifas do fungo 

Trichoderma longibrachiatum como um meio de transporte, assim como os 

seus nutrientes exsudados, temos uma hipótese de que os metabólitos 

secundários produzidos pelo fungo, é suficiente para que a bactéria mantenha 

os seus benefícios e vantagens observados anteriormente quando estão em 

associação.  

 O consórcio bacteriano com Azospirillum brasilense e H. seropedicae 

vem sendo relatado como uma resposta positiva em plantas de milho à co-

inoculação, por apresentarem incremento de massa seca da parte aérea e da 

raiz (DARTORA et al., 2013). Já a interação entre Bradyrhizobium 

diazoefficiens e A. brasilense na cultura da soja o inoculante composto resultou 

em um desempenho simbiótico comparável à aplicação dos dois 

microrganismos separadamente (GARCIA et al., 2021). Podemos destacar que 

o gênero Herbaspirillum tem sido relatado em associação com grande número 

de espécies de cereais e gramíneas, demonstrando resultados satisfatórios no 



53 
 

incremento do sistema radicular e, consequentemente, sua produtividade 

(ARAÚJO et al., 2016; PANKIEVICZ et al., 2021). 

 

5.3  Efeito de Herbaspirillum seropedicae HRC54 e o fungo Trichoderma 

longibrachiatum UENF-F476 nos parâmetros bioquímicos da planta 

Um conjunto de dados bioquímicos foram analisados, a fim de investigar 

mais detalhadamente sobre a promoção do crescimento de plantas de milho 

em diferentes tratamentos. Para as análises de proteínas totais, podemos 

destacar um sutil aumento na quantidade de proteínas totais em todos os 

tratamentos, na parte aérea (Fig. 12A) e na raiz (Fig. 12B) com médias 

superiores às plantas controle.  

O controle apresentou uma média de 0.2 mg. mL-1 enquanto plantas 

inoculadas com B (bactéria) e B+F (bactéria + fungo) apresentaram maior 

quantidade de proteínas totais com média de 0.3 mg. mL-1 e 0.27 mg. mL-1, 

respectivamente. As interações entre fungo e bactéria formada pela forma B+F 

e B+E não apresentaram diferenças significativas nas concentrações de 

proteínas entre si.  

Na região da parte aérea (Fig 12A) destacam-se os tratamentos B 

(bactéria) e BF que expressaram maiores concentrações na produção de 

proteínas. Enquanto o tratamento BE com 0.35 mg. mL-1, apresentou maior 

capacidade de produzir proteínas na raiz (Fig. 12B). 
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Figura 12: Quantificação de proteínas totais em plantas de milho Zea mays. Fig. A= proteínas 
totais da parte aérea. Fig. B= proteínas totais da raiz. C= não inoculado. E = Compostos 
exsudados pelo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. F = Trichoderma 
longibrachiatum cepa UENF-F476. B = Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. BE= 
Compostos exsudados pelo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476 + Herbaspirillum 
seropedicae estirpe HRC 54. BF = Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476 + 
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. 

 

O método Bradford é um ensaio colorimétrico para a determinação total 

de proteínas. Esse ensaio baseia-se na mudança da coloração, e como 

consequência na absorbância do corante Azul Brilhante de Coomassie que se 

liga às proteínas, diretamente aos resíduos de aminoácidos e às suas bases 

aromáticas. A ligação às proteínas induz a conversão a uma forma estável 

dando uma coloração azul (HAMMOND et al., 1988). Diante desse conceito, 

não há na literatura artigos que envolvam o papel da interação entre bactérias 

e fungos do solo na atividade proteica em plantas de milho, fato verificado na 

parte aérea (Fig. 12A). Por outro lado, estudos demonstram que a bactéria 

Herbaspirillum seropedicae inoculadas em cana de açúcar aumenta a 

expressão de proteínas totais, principalmente relacionadas ao metabolismo de 

glutamato e lipases (AGUIAR et al., 2015). Resultado similar foi observado na 

figura 12A, dentre os tratamentos de maior concentração de proteínas totais 

evidencia-se as plantas inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae. 

Várias cepas da espécie bacteriana Bacillus desempenham papéis na 

promoção do crescimento de plantas de milho Zea mays a partir da melhoria do 
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ambiente favorecendo a produção de proteínas que estejam relacionadas ao 

melhor desempenho vegetal (LOPES et al., 2021).  

O consórcio microbiano envolvendo a bactéria Herbaspirillum 

seropedicae e os compostos que são exsudados pelo fungo apontou como 

maior concentração de proteínas totais na raiz, quando comparadas as controle 

(Fig. 12B). Ambrosini e seus colaboradores (2015) estudaram a associação 

entre bactérias promotoras do crescimento vegetal Azospirillum brasilense, 

Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia 

ambifaria e, foram testadas em sementes de cenoura. Cada espécie isolada foi 

capaz de produzir diferentes quantidades de proteínas quando em interação 

com a planta, mas, o consórcio bacteriano destacou-se na produção.  

A figura 13 mostra as concentrações de carboidratos totais quantificados 

na parte aérea de cada tratamento. Observamos que a quantidade de 

moléculas presentes aumentou em todos os tratamentos quando comparada 

aos tratamentos de B (bactéria) e de F (fungo), com média de 0.15 mg. mL-1 

para os dois e, reduzem quando comparadas as plantas inoculadas com BE 

(bactéria + exsudados), com média de 0.34 mg. mL-1. Além disso, nas plantas 

com inoculação somente dos compostos exsudados pelo fungo apresentou teor 

similar ao controle e ao tratamento BF (bactéria+fungo), com média de 0.2 mg. 

mL-1 e 0.26 mg. mL-1 respectivamente. 
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Figura 13: Quantificação de carboidratos totais em plantas de milho Zea mays. C = não 
inoculado. E = Compostos exsudados pelo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. F = 
Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. B = Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 
54. BE= Compostos exsudados pelo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476 + 
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. BF = Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-
F476 + Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54.  

 

Foram observadas alterações significativas para os tratamentos F, BE e 

BF para as taxas (Fig. 14 e 15) de fotossíntese líquida (A), taxa de respiração 

(E), condutância estomática (gs). Em geral, os tratamentos C, E e B 

demonstraram o mesmo padrão quando observamos as trocas gasosas, não 

apresentando diferenças significativas.  

Nas taxas de fotossíntese líquida (Fig. 14A) foi observado que os 

tratamentos BF, BE e F, se destacaram com média de 13, 12 e 9 μmol CO2 m-2 

s-1 respectivamente, quando comparadas ao controle. O tratamento da bactéria 

inoculada isolada apresentou uma taxa inferior aos demais tratamentos, 

incluindo as plantas controle. A transpiração (Fig. 14B) também se demonstrou 

maior em plantas co-inoculadas, nos dois tratamentos, assim como nas plantas 

crescidas na presença do fungo. Apresentaram taxas superiores a 1.4 mmol  

m-2 s-1 em relação ao controle. Além disso, não houve diferença significativa 

para os dados de condutância estomática (gs) (Fig. 15A) quando comparados 

C, B e E em contraste ao aumento observado nas plantas inoculadas com o 

fungo e co-inoculadas BE e BF.  
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A razão entre as concentrações intra/extracelulares de CO2 (Ci/Ca) 

observadas em folhas de milho foram significativamente maiores nos 

tratamentos BE e BF (Fig. 15B), apresentando maiores valores em comparação 

ao controle e aos tratamentos E e B, em que estavam com um mesmo padrão 

de dados anteriormente. Por outro lado, o tratamento F, que apresentou boas 

taxas de fotossíntese, obteve a razão ci/ca com uma diferença significativa 

comparando aos tratamentos BE e BF, na qual estavam no mesmo grupo nos 

outros dados.  

Figura 14: Taxa de assimilação líquida de CO2 (A) e taxa de transpiração (B). C = não 
inoculado. E = Compostos exsudados pelo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. F = 
Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. B = Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 
54. BE= Compostos exsudados pelo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476 + 
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. BF = Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-
F476 + Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54.  
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Figura 15: Taxa de condutância estomática (A) e razão da concentração interna (ci) e externa 
(ca) de CO2 (B) C = não inoculado. E = Compostos exsudados pelo Trichoderma 
longibrachiatum cepa UENF-F476. F = Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. B = 
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. BE= Compostos exsudados pelo Trichoderma 
longibrachiatum cepa UENF-F476+ Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54. BF = 
Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476 + Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54.  

 

A atividade de fotossíntese líquida, transpiração, condutância estomática 

e a razão entre as concentrações intra/extracelulares de CO2 (Ci/Ca) foram 

significativamente alteradas pela inoculação da combinação de microrganismos 

e do inóculo isolado do fungo. Observou-se que houve uma maior taxa de 

fixação de CO2, porém assim como, o CO2 sendo assimilado, quando 

comparado ao controle, exsudados e bactéria, na qual obtiveram o mesmo 

padrão de resultados.  

Diante disso, supõe-se que os dados de carboidratos totais possuam 

uma relação com a concentração interna de CO2. Visto que, há uma maior taxa 

de fotossíntese nos tratamentos do consórcio, e ainda uma maior concentração 

de carboidratos totais. Segundo Taiz e Zeiger (2006), a concentração interna 

de CO2 é importante porque a produtividade de uma planta pode ser analisada 

como o produto da energia solar interceptada e do CO2 fixado durante um 

período. Na presença de quantidade adequada de luz e ausência de estresse, 

como déficit hídrico, concentrações mais altas de CO2 sustentam taxas 

fotossintéticas elevadas, enquanto em concentrações intercelulares de CO2 
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muito baixas a fotossíntese é limitada (DALASTRA et al., 2014). Uma vez que 

concentração interna de CO2 (ci) por comparação a concentração externa, na 

hora das análises, ter sido maior em plantas inoculadas com o consórcio 

microbiano, não houve queda na taxa de assimilação líquida de CO2.  

Surpreendentemente, plantas de milho inoculadas com Herbaspirillum 

seropedicae, apresentou-se com os estômatos mais fechados, menor fixação 

de CO2 e menos transpiração tal qual, o controle. Ainda assim, a concentração 

de carboidratos totais da folha de milho também se demonstrou baixa, 

diferenciando do controle, o qual obteve uma concentração superior. De acordo 

com Kour e colaboradores (2019), a inoculação de plantas com bactérias 

promotoras do crescimento vegetal resulta em um aumento no conteúdo de 

açúcar da folha em culturas, como por exemplo, arroz, rabanete, beterraba 

sacarina, batata, maçã, tomate, trigo, feijão e em plantas ornamentais, dados 

diferentes dos obtidos nesse estudo. A co-inoculação com B. subtilis, B. 

thuringiensis e B. megaterium aumentou significante (50% e 42%) no teor de 

açúcar das folhas de grão de bico (KHAN et al., 2020). Em plantas de milho, o 

uso da bactéria Herbaspirillum seropedicae indicou um aumento no teor de 

clorofila da folha, na qual está diretamente associado ao potencial da atividade 

fotossintética da cultura.  

A inoculação das plantas com o fungo Trichoderma longibrachiatum 

resultou no aumento das taxas de fotossíntese, assim como abertura 

estomática e assimilação do carbono, porém ao observar a concentração de 

carboidratos totais, apresentaram baixas concentrações de carboidratos totais 

sugerindo que nem todo carbono fixado está sendo transformado em 

carboidrato. Em consonância com nossos dados, Nieto-Jacob (2017) observou 

que a aplicação de Trichoderma atroviride em plantas de tomate diminuiu tanto 

o crescimento das mudas, como em 13,1% o teor de fotossíntese. Sob outra 

perspectiva o experimento com plantas de milho inoculadas com cinco isolados 

de Trichoderma sendo: Trichoderma harzianum, T. pinnatium, T. virens, T. 

asperellum e T. longibrachiatum promoveu o aumento dos valores da eficiência 

de carboxilação instantânea (Rubisco) e taxa de fotossíntese líquida (SANTOS 

et al., 2021).  
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5.4  Interação estrutural entre a bactéria Herbaspirillum seropedicae RAM 10 e 

o fungo Trichoderma longibrachiatum UENF-F476 nas raízes de milho (Zea 

mays)  

Por meio da microscopia ótica e de epifluorescência foi possível 

observar a raiz de milho inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae 

estirpe RAM 10 em ambiente controlado e axênico (Fig. 16). Após 3 dias de 

inoculação, as bactérias foram visualizadas em toda extensão do eixo radicular 

com a visualização de partículas do substrato, principalmente na ponta da raiz, 

na zona de alongamento (Fig. 16A-16C) e, sobre pelos radiculares (Fig. 16D-

16E). Observa-se que as bactérias estão aderidas na superfície radicular e na 

superfície das partículas de minerais do substrato formando diversos focos de 

dispersão (Fig. 16F-21G). Vale ressaltar que mesmo na presença do substrato 

há a colonização do mesmo, que está aderido na raiz (Fig. 16H). A bactéria 

Herbaspirillum seropedicae inicia o seu processo de colonização e infecção na 

planta pela superfície radicular, principalmente na zona pilífera da raiz, e segue 

para os pontos de emergência das raízes laterais. Há um padrão observado na 

colonização pela bactéria em que após adentrar pelo sítio de infecção nas 

plantas, se mantém nos espaços intercelulares (Fig. 18A-18B).  

A colonização bacteriana por Herbaspirillum seropedicae é bem descrita 

e mostrou ser um endófito em diferentes espécies de plantas (BALDANI et al., 

1986; CRUZ et al., 2001; RONCATO-MACCARI et al., 2003; SCHMIDT et al., 

2011). O mecanismo de colonização de H. seropedicae é bem descrito e 

iniciado pela entrada, geralmente, no local de emergência de raízes laterais 

(JAMES & OLIVARES, 1998; JAMES, 2000). A inoculação em plantas S. viridis 

com cepas de H. seropedicae, revelou a colonização no exterior e interior da 

raiz, incluindo o tecido vascular e, após 8 dias de crescimento foram 

encontradas nos espaços intercelulares dos tecidos internos da raiz 

(PANKIEVICZ et al., 2015), resultado semelhante obtido pelas imagens de 

microscopia utilizando a estirpe RAM 10 em plantas de milho.   

A figura 22 traz imagens da raiz de milho inoculados com a bactéria 

Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM 10 e o fungo Trichoderma 

longibrachiatum cepa UENF 476. Na visão geral da ponta da raiz identifica-se 
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as células da coifa que estão em destaque (Fig. 17A) e junto, o crescimento 

das hifas associadas aos agregados bacterianos (Fig. 17B). Evidenciamos que 

as hifas do fungo são capazes de colonizar a rizosfera e a superfície radicular. 

A interação mutualística entre os microrganismos apresenta vantagens 

utilizando a hifa do fungo como um meio de dispersão da bactéria que está 

aderida a sua superfície associada ao eixo radicular (Fig. 17C-17D). As 

observações de microscopia de epifluorescência confirmam a colonização em 

forma de agregados e biofilme bacterianos na superfície da raiz, na zona de 

alongamento, evidenciado pela emissão do sinal de fluorescência (Fig. 17E), 

demonstrada previamente por microscopia óptica. Nota-se a associação entre 

as hifas e a bactéria aderida à superfície da parede fúngica junto às partículas 

de minerais do substrato (Fig. 17F), evoluindo para o agregado bacteriano 

encapsulando as partículas (Fig. 17G). A bactérias associadas ao fungo 

mantém o seu padrão de colonização mesmo em associação e, ao mesmo 

tempo, se mantém viva na rizosfera e em interação com as hifas do fungo que 

estão aderidas a superfície radicular e ao substrato (Fig. 18C-18E). Esses 

resultados permitem inferir que a co-inoculação é benéfica para ambos os 

microrganismos, favorecendo a adesão e fácil colonização das raízes pelas 

bactérias aderidas a superfícies das hifas, assim como a presença de 

partículas minerais evidenciando que a fortificação do substrato com a 

inoculação da interação diretamente no solo proporciona aos microrganismos 

uma maior vitalidade no solo e na planta, assim como a mobilidade das hifas 

para alcançar a superfície da raiz e a rizosfera. 

A estratégia de interação entre os microrganismos, particularmente para 

aqueles associados com plantas, está relacionada com a teoria da dispersão 

por rotas fúngicas, nas quais redes miceliais permitem o movimento ativo de 

bactérias no solo e assim, potencializando a atividade destes grupos 

microbianos no sistema solo (STANLEY et al., 2014; SIMON et al., 2017). Foi 

observada a dispersão da espécie bacteriana quando co-inoculada com o 

isolado UENF 476 de T. longibrachiatum sem comprometer o crescimento 

micelial do mesmo. Observou-se a adesão e dispersão das bactérias junto às 

hifas. Estes resultados evidenciam a contribuição do fungo como um veículo 
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para a comunidade bacteriana colonizar regiões propícias para o seu 

estabelecimento e crescimento na planta.  

A capacidade de se dispersar no solo permite aos microrganismos 

vantagem competitiva na captação de recursos em comparação com aqueles 

com pouca mobilidade. Bravo e seus colaboradores (2014) estudaram 

diferentes espécies da bactéria Azoarcus e, foram encontradas em associação 

com os fungos que habitam a rizosfera, sugerindo que as bactérias 

colonizaram novas espécies de plantas por meio do transporte nas hifas. Além 

disso, estudos sobre bactérias oxalotróficas (Stenotrophomonas, 

Achromobacter, Lysobacter, Pseudomonas, Agrobacterium, Cohnella e 

Variovorax) capazes de se dispersarem em micélios do fungo Trichoderma sp., 

evidenciaram que todas as bactérias foram capazes de migrar nas hifas do 

fungo, de um meio insaturado para recolonizar um meio rico em oxalato. Os 

resultados destacam a importância da dispersão bacteriana causada por 

fungos para entender o papel funcional de bactérias e fungos nos solos. A rede 

de micélios do fungo Phomopsis liquidambaris com uma espécie de rizóbio, 

que possuem pouca mobilidade no solo, auxiliou na migração e permitiu o 

contato entre a bactéria e a rizosfera da planta de Arachis hypogaea, 

influenciando diretamente na nodulação subsequente (PELLEGRINI et al., 

2021). Fato esse foi observado também em plantas de tomate inoculadas com 

a bactéria Rhizobium radiobacter e o fungo Mucor irregulares facilitou a 

colonização das raízes (KHALID et al., 2021). Portanto, espera-se que a 

colonização bacteriana em outros ambientes, seja o resultado da dispersão 

bacteriana associada à migração ao longo das hifas fúngicas.  

Os resultados obtidos demonstraram que há a estruturação de biofilmes 

que podem oferecer vantagens nutricionais para os membros da comunidade 

assim como, facilita a adesão nas hifas. Na ausência do fungo, as bactérias 

estão dispersas sobre a raiz e o substrato. Esses resultados indicam a 

cooperação metabólica de T. longibrachiatum para com as bactérias. Dados 

análogo foram identificados em mudas de tomate com Streptomyces pactum e 

o fungo Laccaria bicolor, demonstrando que houve uma melhoria na 

colonização das raízes relacionado à motilidade a partir das hifas fúngicas e a 

formação de biofilmes, aumentando também a população bacteriana presente 
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na rizosfera (GUO et al., 2020). Fora do sistema solo-planta, alguns autores 

trazem a interação entre hifa e a comunidade bacteriana com a formação de 

biofilmes, como um dos fatores importantes na capacidade de associação entre 

os microrganismos. A relação entre a bactéria Bacillus subtillis e o fungo 

Aspergillus niger é amplamente estudado, visto que essa espécie bacteriana é 

conhecida como residente do solo e possui mecanismos positivos para a 

promoção do crescimento vegetal (KJELDGAARD et al., 2019; BENOIT et al., 

2014). Para a atividade sinérgica, é essencial a formação de biofilmes na 

superfície da hifa, pois, as bactérias que são capazes de formar e viver em 

biofilmes adquirem propriedades específicas, como a capacidade de sobreviver 

a condições ambientais muito mais adversas. 

As figuras 17 e 18 evidenciam a presença de partículas de minerais do 

substrato nas raízes e colonizados pelo fungo e pela bactéria. A forma de 

aplicação no solo tem de apresentar características como boa capacidade de 

retenção de água, boa aeração e capacidade para suportar o crescimento e 

sobrevivência microbiana. Nesse trabalho foi demonstrado a viabilidade e a 

sobrevivência da resposta da inoculação direta no substrato. Inóculos 

bacterianos e fúngicos podem ser considerados uma opção potencial para 

incorporar na estratégia de manejo integrado de nutrientes da cultura de solos. 

Outra possibilidade é melhorar a fertilidade do solo, enriquecendo-o com 

microrganismos como bactérias e fungos. Esses microrganismos são 

conhecidos por melhorar a estrutura do solo, promovendo a formação dos 

agregados do solo e adentrar os poros, favorecendo a aeração. O efeito do 

PGPB nativos e fungos micorrízicos arbusculares (AM) em combinação na 

produção de trigo, com o intuito de biofortificação é uma área relativamente 

inexplorada (YADAV et al., 2020; 2017; SALEEM et al., 2021)). Estudos trazem 

o uso da bactéria Bacillus subtillis e uma espécie não identificada de fungo AM 

em plantas de trigo, relatando que o substrato pode ser utilizado como um 

veículo de inoculantes e, as plantas podem ir para o campo já colonizadas com 

estirpes selecionadas (AMADOU et al., 2020).  

Diante disso, a associação de microrganismos em plantas desempenha 

um papel importante na produção agrícola. Embora vários estudos tragam o 

uso de um único microrganismo que pode oferecer benefícios sobre as plantas, 
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é cada vez mais evidente que quando há um consórcio microbiano, sendo dois 

ou mais microrganismos em interação, espera-se resultados aditivos ou 

sinérgicos. Isso ocorre pelo fato que de várias espécies podem realizar uma 

variedade de tarefas em um ecossistema e, principalmente quando estuda-se a 

rizosfera.  
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Figura 16: Microscopia ótica e de epiflourescência das raízes de milho inoculadas com H. 
seropedicae. Microscopia ótica de campo claro (fig. A), microscopia de contraste interferencial 
(fig. B-E) e microscopia de epifluorescência (F-H) de segmentos (0,5 – 1cm) de raízes laterais 
coletados de plântulas de milho (Zea mays cv. SHS5050) após 3 dias da germinação em 
sistema axênico e inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM 10 
(marcada com proteína verde fluorescente) na ausência (tratamento B) do fungo Trichoderma 
longibrachiatum cepa UENF-F476. A: visão geral do eixo radicular exibindo partículas do 
substrato aderidas à ponta da raiz (estrela branca) e a zona de alongamento/diferenciação 
(setas brancas). B/C: diferentes partículas minerais do substrato aderidas à superfície das 
raízes na zona de alongamento radicular. D/E: diferentes partículas minerais do substrato 
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aderidas à superfície das raízes na zona pilífera. Notar partículas associadas às bactérias 
aderidas aos pelos radiculares (setas pretas). F: adesão da superfície radicular (estrela preta) e 
da superfície de partículas minerais aderidas (estrela branca). G: notar foco de dispersão da 
bactéria associados a partículas minerais do substrato (seta preta) aderida à raiz. H: 
colonização da superfície radicular pela bactéria na presença de partículas minerais aderidas. 
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Figura 17: Microscopia ótica e de epiflourescência das raízes de milho inoculadas com H. 
seropedicae e T. longibrachiatum. Microscopia ótica de campo claro (fig. A), microscopia de 
contraste interferencial (fig. B-D) e microscopia de epifluorescência (E-G) de segmentos (0,5 – 
1 cm) de raízes laterais coletados de plântulas de milho (Zea mays cv. SHS5050) após 3 dias 
da germinação em sistema axênico e inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae 
estirpe RAM 10 (marcada com proteína verde fluorescente) na presença (tratamento BF) do 
fungo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. A: visão geral da ponta da raiz. Notar 
células da coifa destacadas. B: Hifas associadas a agregados bacterianos na presença de 
células destacadas da coifa da raiz. C: hifas do fungo colonizando a rizosfera e a superfície 
radicular associada a partículas minerais do substrato (setas). D: hifas do fungo colonizando a 
rizosfera e a superfície radicular, exibindo agregados bacterianos (seta). E: Agregados e 
biofilmes bacterianos associados a superfície da raiz na zona de alongamento/diferenciação 
(estrela). F: Hifa fúngica associada a agregados bacterianos e partículas minerais do substrato. 
G: Agregado bacteriano (estrela) encapsulando partículas minerais (setas) 
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Figura 18: Microscopia confocal e de varredura a laser das raízes de milho inoculadas 
com os microrganismos. Microscopia confocal de segmentos (0,5 - 1 cm) de raízes laterais 
coletados de plântulas de milho (Zea mays cv. SHS5050) após 3 dias da germinação em 
sistema axênico e inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM 10 
(marcada com proteína verde fluorescente) na ausência (tratamento B) e na presença 
(tratamento BF) do fungo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF-F476. A: padrão de 
colonização da zona de alongamento/diferenciação evidenciando a bactéria (sinal verde) 
aderida as junções celulares das células epidérmicas. B: Colonização inicial da superfície 
radicular pela bactéria (sinal verde) com correspondência de sobreposição de imagem em 
campo claro (trat. B). Notar que os focos de colonização estão associados a partículas minerais 
do substrato (setas pretas) aderidas a raiz. C: Colonização da superfície radicular pela bactéria 
na presença do fungo (tratamento BF). Notar a presença da bactéria na rizosfera (estrela 
branca) associada as hifas do fungo e partículas do substrato (setas brancas) e extensiva 
colonização da superfície radicular (estrela preta). D: Detalhe da associação da bactéria às 
partículas do substrato e a superfície da raiz. E: Reconstrução 3-D e rotação de área do interior 
do segmento das raízes evidenciando a colonização dos espações intercelulares do córtex 
radicular por agregados discretos da bactéria (sinal verde denso). 
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6 Conclusões 

 

• As alterações no perfil químico dos exsudados no co-cultivo combinado 

bactéria-fungo em relação ao cultivo isolado da bactéria Herbaspirillum 

seropedicae HRC 54 e do fungo Trichoderma longibrachiatum UENF-F476 

sugerem uma modulação mútua da interação; 

• A inoculação da biomassa fúngica (Trichoderma longibrachiatum UENF-

F476) combinada a Herbaspirillum seropedicae HRC 54 se destacou como 

tratamento mais efetivo na promoção do crescimento inicial de plantas de 

milho cv. SHS 5050 com relação a plantas controle não inoculadas, tanto no 

acúmulo de biomassa, proteínas e carboidratos e desempenho 

fotossintéticos; 

• Resultados promissores da combinação da bactéria Herbaspirillum 

seropedicae HRC 54 com exsudados do fungo Trichoderma 

longibrachiatum UENF-F476 para algumas características avaliadas neste 

estudo sugerem aperfeiçoamento nesta combinação possam gerar produtos 

pré-tecnológicas promissoras em biotecnologia de inoculantes; 

• Estudos estruturais em microscopia da interação bactéria-fungo 

(Herbaspirillum seropedicae HRC 54 e Trichoderma longibrachiatum UENF-

F476)  na comparação com o tratamento de inoculação apenas da bactéria 

sugerem que embora o padrão espacial de colonização não tenha sido 

alterado, maior densidade de colonização bacteriana no substrato ao redor 

da rizosfera e na superfície radicular foram observadas na presença de 

hifas fúngicas. Assim, as hifas do fungo funcionam como nicho de 

ocupação, atividade, persistência e dispersão da bactéria para uma 

colonização eficiente da planta hospedeira  

• Estes estudos estruturais suportam o conceito de enriquecimento biológico 

de substratos, onde um fungo saprofítico pode servir de nicho ecológico 

para bactérias promotoras de crescimento vegetal e uma proposição 

tecnológica para produtos microbianos mais eficientes para agricultura em 

busca de sustentabilidade. 
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• Em geral, nossos resultados sugerem que a aplicação do consórcio 

microbiano compreendendo a bactéria Herbaspirillum seropedicae estripe 

HRC 54 e o fungo Trichoderma longibrachiatum cepa UENF 476 pode 

promover o crescimento de plantas de milho e o uso da combinação de 

microrganismos pode favorecer economicamente o ambiente, reduzindo o 

emprego de fertilizantes químicos e sintéticos à base de recursos não 

renováveis e, potencialmente poluidores. Além disso, os dados aqui 

descritos destacam para uso de consórcios a base de bactérias e 

exsudados de fungos.  
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