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RESUMO

COSTA, FERNANDA SENNA FERREIRA, D.Sc, Universidade Vila Velha — ES,
dezembro de 2023. Desenvolvimento e avaliagao de biofertilizantes a base de
alginato de calcio: uma abordagem sustentavel para o cultivo de plantas.
Orientador: Alessandro Coutinho Ramos.

Nos ultimos anos o setor agricola tem enfrentado grandes desafios, principalmente
devido a intensificacdo da atividade humana e a pratica de utilizacdo excessiva e
indiscriminada de fertilizantes quimicos. Esses produtos, apesar de aumentarem a
produgao agricola, podem estar associados a diversos problemas ambientais, como
poluicdo das aguas e dos solos, degradacdo do ecossistema e perda da
biodiversidade. Como alternativa, a agricultura moderna tem buscado solugdes mais
sustentaveis, como o uso de biofertilizantes. Os biofertilizantes podem ser
compostos por microrganismos (bactérias, fungos e/ou algas) na forma isolada ou
em consorcio, capazes de colonizar a rizosfera, tornando o ecossistema do solo
mais dindmico e oferecendo uma abordagem promissora para promover o
crescimento e desenvolvimento de espécies vegetais de maneira sustentavel. O
alginato de calcio € um polimero natural, mais comumente utilizado como agente de
encapsulamento em formulagdes bioinoculantes, por ser capaz de fornecer protegcéo
aos microrganismos contra condigbes adversas e proporcionar uma liberagéo
controlada ao longo do tempo, otimizando a eficiéncia da fertilizacdo. Apesar de
apresentarem grande potencial, ha desafios que ainda precisam ser superados na
elaboracdo dos biofertilizantes, tais como o aumento na viabilidade durante
armazenamento e transporte, além de suas propriedades funcionais apds aplicagao
em campo. A avaliacdo do impacto desses produtos apds aplicacdo em culturas de
importancia econémica € essencial para fornecer subsidios para adocido de
estratégias que garantem o fornecimento de alimentos em um ambiente cada vez
mais afetado pela atividade humana, mantendo a sustentabilidade dos sistemas
agricolas. Assim, esse estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma
metodologia para encapsulamento do fungo endofitico Serendipita indica e da
bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae, na forma isolada e em consércio, a
fim de avaliar as caracteristicas morfolégicas e nutricionais apds inoculagdo em
plantas de interesse comercial, como o0 milho (Zea mays L.) e tomate (Solanum

lycopersicum L.). Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que os microrganismos,tanto



na forma isolada quanto em consorcio, sdo capazes do proporcionar um aumento nos
parametros analisados. No entanto, mais estudos sdo necessarios, a fim de aperfeicoar a
técnica utilizada para encapsulamento, buscando principalmente aumento na viabilidade do

bioinoculante, além de novas estratégias para inoculagao.

Palavras-chave: biofertilizantes; alginato de calcio; fertilizantes quimicos;

sustentabilidade; Serendipita indica; Herbaspirillum seropedicae.



ABSTRACT

COSTA, FERNANDA SENNA FERREIRA, D.Sc, University of Vila Velha — ES,
december, 2023. Development and evaluation of calcium alginate-based
biofertilizers: a sustainable approach for plant cultivation. Advisor: Alessandro
Coutinho Ramos.

In recent years, the agricultural sector has faced major challenges, mainly due to the
intensification of human activity and the practice of excessive and indiscriminate use
of chemical fertilizers. These products, despite increasing agricultural production, can
be associated with several environmental problems, such as water and soil pollution,
ecosystem degradation and loss of biodiversity. As an alternative, modern agriculture
has sought more sustainable solutions, such as the use of biofertilizers. Biofertilizers
can be composed of microorganisms (bacteria, fungi and/or algae) in isolation or in
consortium, capable of colonizing the rhizosphere, making the soil ecosystem more
dynamic and offering a promising approach to promote the growth and development
of plant species in a sustainable way. Calcium alginate is a natural polymer, most
commonly used as an encapsulation agent in bioinoculant formulations, as it is
capable of providing protection to microorganisms against adverse conditions and
providing a controlled release over time, optimizing fertilization efficiency. Despite
presenting great potential, there are challenges that still need to be overcome in the
development of biofertilizers, such as the increase in viability during storage and
transport, in addition to their functional properties after application in the field.
Evaluating the impact of these products after application to economically important
crops is essential to provide support for the adoption of strategies that guarantee the
supply of food in an environment increasingly affected by human activity, maintaining
the sustainability of agricultural systems. Thus, this study aimed to develop a
methodology for encapsulating the endophytic fungus Serendipita indica and the
diazotrophic bacterium Herbaspirillum seropedicae, in isolated form and in
consortium, in order to evaluate the morphological and nutritional characteristics after
inoculation in plants of commercial interest, such as corn (Zea mays L.) and tomato
(Solanum lycopersicum L.). The results obtained in this study suggest that
microorganisms both isolated and in consortium, are capable of providing an

increase in the analyzed parameters. However, more studies are necessary in order



to improve the technique used for encapsulation, mainly seeking to increase the

viability of the bioinoculant, as well as new strategies for inoculation.

Keywords: biofertilizers; calcium alginate; chemical fertilizers; sustainability;

Serendipita indica; Herbaspirillum seropedicae.



1. INTRODUGCAO

Apesar de o setor agricola ocupar sempre o topo das progressdes
tecnolégicas, os desafios para manter o fornecimento de alimentos em um ambiente
fortemente afetado pela atividade humana ainda sdo grandes e a adocédo de
estratégias se torna necessarias (Vejan et al.,, 2019; Szopa et al., 2022). A
estagnacéo no rendimento das plantagdes, mudangas climaticas, baixa eficiéncia no
uso de nutrientes pelas espécies vegetais, diminuicdo da matéria orgéanica do solo e
reducdo de terras araveis, sdo as principais consequéncias da intensificacdo da
atividade agricola nos ultimos anos (Vejan et al., 2019).

Embora sejam importantes para o fornecimento de nutrientes e levem a
aumentos significativos na produgdo agricola, o uso intensivo de fertilizantes
quimicos também esta associado a uma série de desafios ambientais, incluindo a
poluicio dos solos e agua, degradacdo dos ecossistemas e a perda da
biodiversidade (Zang et al., 2017). Nesse contexto, fica evidente a necessidade de
adocdo de alternativas mais sustentaveis para equilibrar a busca por altos
rendimentos e a preservagdao do meio ambiente e saude dos solos. A agricultura
moderna, buscando resolver ou minimizar esses impactos, vem buscando
alternativas, como a utilizagdo de inoculantes microbianos ou biofertilizantes (Szopa
et al., 2022).

Os biofertilizantes séo produtos organicos, que podem conter diferentes
grupos de microrganismos, tais como fungos, bactérias, algas e/ou protozoarios.
Esses microrganismos sdo capazes de colonizar a rizosfera, proporcionando uma
série de beneficios para o crescimento e desenvolvimento das espécies vegetais
(Vassilev et al., 2020). Esses microrganismos sao capazes de colonizar a rizosfera
e/ou o interior das plantas, desempenhando um papel fundamental na promocgao de
atividades bidticas nos ecossistemas dos solos, tornando-os mais dindmicos e
sustentaveis para o crescimento de culturas (Daniel et al., 2022).

Muitos estudos relatam o isolamento e a caracterizagao de microrganismos
potenciais para uso agricola, no entanto, poucos inoculantes chegam ao mercado,
uma vez que existem fatores limitantes que podem determinar sua eficiéncia em
condigdes de campo (Vassilev et al., 2020).

A eficacia dos bioinoculantes comerciais, muitas vezes & comprometida,

devido a falta de viabilidade dos microrganismos durante armazenamento e



transporte, bem como suas propriedades funcionais apds a aplicagdo em campo
(Perez et al., 2018). Para superar esses desafios, diferentes tipos de formulagdes,
empregando aditivos e agentes carreadores, estdo sendo estudadas atualmente. O
alginato de calcio é um dos agentes carreadores mais utilizados para veicular
microrganismo em bioformulagdes, principalmente por ser biocompativel, ndo téxico,
biodegradavel e capaz de oferecer protecdo aos microrganismos em condi¢des de
estresse ambiental (Lobo et al., 2019).

Diante desses fatos, €& essencial a avaliacdo do impacto desses
bioinoculantes em culturas de importancia econdmica, a fim de fornecer subsidios
para a promog¢ao de praticas agricolas mais sustentaveis, que equilibram a
produtividade e preservacdo do meio ambiente.

Assim, o objetivo desse estudo foi o desenvolvimento de uma metodologia
para elaboragdo de um inoculante biologico, baseado na utilizagdo do fungo
Serendipita indica e da bactéria diazotrofica Herbaspirilum seropedicae,
encapsulados em esferas de alginato de calcio, na forma isolada e em consorcio,
bem como sua caracterizacao fisico-quimica e a influéncia da sua utilizagao sobre
os parametros de crescimento e nutricdo de plantas de milho (Zea mays L.) e tomate
(Solanum lycopersicum L.).

Com isto, este trabalho esta dividido em capitulos, e tem como revisao
bibliografica, o Capitulo I. No Capitulo Il, “Avaliagdo dos efeitos do encapsulamento
do fungo Serendipita indica nos parametros morfoldgicos e nutricionais de plantas de
milho (Zea mays L.)", encontram-se o0s resultados obtidos a partir do
desenvolvimento da metodologia para elaboracdo das esferas contendo micélios
fragmentados do fungo Serendipita indica, em relagéo a viabilidade, e caracterizagéo
fisico-quimica; e os resultados da avaliagdo dos parametros morfoldgicos e
nutricionais em plantas de milho (Zea mays L.), apés a inoculagao direta dos
miceélios fungicos fragmentados e das esferas de alginato de calcio contendo os
micélios. E o Capitulo Ill, “Potencial utilizagdo de biofertilizantes a base de alginato
de calcio para o cultivo sustentavel de plantas de tomate (Solanum lycopersicum)”,
encontram-se os resultados obtidos a partir do consorcio entre o fungo S. indica e a
bactéria H. seropedicae, e a avaliagdo, apds a inoculagdo dos microrganismos
encapsulados em esferas de alginato de calcio, na forma livre e em consorcio, sobre

o perfil nutricional e morfolégico de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.).
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Biofertilizante

Embora ocorram naturalmente na rizosfera e nos tecidos vegetais, as
populagdes de microrganismos promotores do crescimento vegetal sao muitas vezes
insuficientes para produzirem o efeito desejado. Assim, €& recomendavel o
isolamento do ambiente natural e multiplicacédo da sua populacdo antes da adicao
nos solos (Naamala e Smith, 2020).

Os inoculantes microbianos, ou biofertilizantes, sdo produtos compostos por
cepas de microrganismos vivos ou latentes (bactérias, fungos, algas e/ou
protozoarios), (Seenivasagan e Babalola, 2021). Através da associagdo simbiotica
com as raizes das espécies vegetais, esses microrganismos podem desempenhar
um papel significativo no crescimento, atuando em mecanismos diretos, como a
fixagdo de nitrogénio, producgao de fitohormonios, solubilizagcdo de fosfato e potassio
e indiretos, conferindo protecdo a planta dos efeitos deletérios de fitopatégenos,
através da producdo de HCN, antibidtico, sideroforos e enzimas liticas (quitinases,
celulases, proteases, lipases, entre outras) que atuam na lise de paredes celulares
de muitos fungos patogénicos (Kour et al., 2020; Mahmud et al., 2021).

Nas ultimas décadas grande progresso foi feito em relagao as pesquisas para
producdo de biofertilizantes, com o isolamento, identificacdo e caracterizacdo de
inUumeros microrganismos com potencial para serem empregados como substitutos
totais ou parciais dos fertilizantes sintéticos (Kour et al., 2020; Fasusi et al., 2020).
Fungos (endofiticos e micorrizicos) e rizobactérias promotoras do crescimento
vegetal sdo, atualmente, os microrganismos mais estudados para composicéo de
inoculantes microbianos, por desempenharem papéis vitais na garantia da
disponibilidade de nutrientes no solo e por melhorarem o crescimento e rendimento
das plantas (Fasusi et al., 2020).

A tecnologia envolvida na produgao de biofertilizantes é relativamente simples
e o custo de produgdo € baixo. No entanto, alguns critérios devem ser considerados
na elaboragao, como: selegéo e isolamento de uma cultura adequada, determinacéao
das propriedades dos microrganismos selecionados em meio adequado com

condicbes de crescimento apropriadas, promo¢dao do aumento da biomassa



microbiana, selecao de um transportador, formulagdo do bioinoculante, estudos de
campo e producdo em nivel industrial, estabelecimento de um sistema de controle
de qualidade, armazenamento e transporte (Tabacchioni et al., 2021; Kadmiri et al.,
2021).

A selecao de cepas para composicao de uma formulagao bioinoculante € uma
etapa desafiadora. Os microrganismos ndo devem ser seletivos ou altamente
direcionados para uma espécie hospedeira. Além disso, devem ser capazes de
sobreviver nos solos competindo com a microbiota nativa e com as condi¢cdes
abidticas adversas e nao devem ter efeito antagbnico com outros microrganismos
benéficos da rizosfera (Meena et al., 2020).

Os bioinoculantes podem ser aplicados diretamente nos solos, sementes,
raizes ou folhas (menos comum) das espécies vegetais (Lopes et al., 2021). Cada
meétodo apresenta vantagens e desvantagens, sendo que a decisao da escolha esta
diretamente relacionada ao conhecimento das propriedades dos inoculantes, tipo de
cultivo, condigbes ambientais e possiveis restricbes por parte dos agricultores
(Mahmood et al., 2016).

A pureza, juntamente com a técnica e o local de inoculagcéo, desempenha um
papel fundamental no estabelecimento dos bioinoculantes em condi¢gdes de campo.
A eficacia pode ser reduzida devido aos efeitos residuais nocivos de produtos
quimicos sintéticos e pelas condicbes abidticas desfavoraveis, tais como seca,
salinidade, acidez ou alcalinidade, entre outros. A utilizacdo em locais onde ha
rotacdo de culturas também pode influenciar a dindmica dos microrganismos da
rizosfera, e assim, comprometer a eficacia dos bioinoculantes (Basu et al., 2021).

Em condigdes controladas, como experimentos em casa de vegetagao, os
bioinoculante sdo mais propensos a terem um maior estabelecimento, uma vez que
ha poucos fatores que podem influenciar sobre o seu desempenho. No entanto, os
mesmos resultados podem nao ser obtidos em condicbes de campo, onde existem
inumeras variaveis que podem influenciar o desempenho (Cornell et al., 2021). Além
disso, os solos utilizados em condigdes experimentais controladas geralmente sao

estéreis, permitindo facil acesso dos microrganismos (Martinez-Viveros et al., 2010).
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2. Tipo de biofertilizantes e seus principios

Os biofertilizantes utilizados na agricultura sdo categorizados de acordo com
a fungdo exercida pelos microrganismos utilizados em sua composi¢gédo, sendo os
mais comuns: fixadores de nitrogénio, solubilizadores de fosforo, potassio e zinco,
oxidantes de enxofre e promotores do crescimento vegetal (ltelima et al., 2018;

Fasusi et al., 2020; Seenivasagan e Babalola, 2021).

2.1. Biofertilizantes fixadores de nitrogénio

O nitrogénio (N) € um dos principais macronutrientes encontrado nas
espécies vegetais e corresponde a aproximadamente 2% da matéria seca total,
sendo sua deficiéncia responsavel pela reducdo no crescimento, amarelamento de
folhas e ramificagcédo reduzida em leguminosas (Hakim et al., 2021).

As plantas podem receber o nitrogénio através da degradagdo da matéria
organica nos solos, aplicagao direta de fertilizantes sintéticos ou através da fixagcéo
bioldgica de nitrogénio, sendo essa a maior fonte para as plantas e a principal forma
de distribuicdo do nutriente no ecossistema (Soumare et al., 2020).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio ocorre exclusivamente pela atuacao de
microrganismos especificos, também chamados de diazotréficos, pertencentes a
diversos géneros, tais como: Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Enterobacter, Mesorhizobium, Mitsuaria, Nostoc,
Pseudomonas, Rhizobium e Sinorhizobium (Fasusi et al., 2020; Mahmud et al.,
2021).

Apesar de abundante na atmosfera, a maior parte do nitrogénio se encontra
em sua forma inerte (N2) e ndo é diretamente utilizado pelas espécies vegetais.
Assim, por meio de um complexo sistema enzimatico, esses microrganismos
convertem o nitrogénio atmosférico em uma forma nao téxica (principalmente NH4*)
e assimilavel pelas espécies vegetais para a sintese de biomoléculas, tais como
vitaminas, proteinas e acidos nucléicos (Kour et al. 2020; Soumare et al., 2020;
Hakim et al., 2021).

Os microrganismos fixadores de nitrogénio sdo divididos em dois grandes

grupos: os simbidticos e os de vida livre (Kour et al., 2020; Hakim et al., 2021).
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Os fixadores de nitrogénio simbidticos compreendem bactérias de diferentes
géneros, tais como, Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium e
Mesorhizobium, que se encontram na rizosfera de plantas leguminosas e também
bactérias do género Frankia, que se associam a espécies ndo leguminosas. Esses
microrganismos vivem em mutualismo com a planta hospedeira, formando nédulos
radiculares (Hakim et al., 2021; Daniel et al., 2022).

Ja os fixadores de nitrogénio de vida livre estdo presentes na rizosfera de
plantas ndo-leguminosas e ndao formam qualquer relagdo simbidtica e também nao
precisam de um hospedeiro especifico, sendo o0os mais comuns, bactérias dos
géneros Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Enterobacter, Mitsuaria e
Pseudomonas (Soumare et al., 2020).

O impacto positivo do uso de microrganismos fixadores de nitrogénio na
agricultura impulsionou a produgdo mundial e atualmente domina o mercado de
biofertilizantes. Nesse cenario, a América do Norte (Estados Unidos, Canada e
México) ocupa o primeiro lugar, seguido por paises da Europa (Alemanha, Reino
Unido, Espanha, ltdlia e Franca), Asia e Pacifico (China, Japdo, india e Nova
Zelandia) (Soumare et al., 2020).

2.2. Biofertilizantes solubilizadores de fosforo

O fésforo (P) € um macronutriente que, assim como o nitrogénio, € essencial
para o desenvolvimento e crescimento das espécies vegetais e esta envolvido em
processos fisiolégicos e bioquimicos, incluindo fotossintese, respiragdo, divisdo
celular, biossintese de macromoléculas e desenvolvimento radicular (Billah et al.,
2019; Hakim et al.,, 2021). Corresponde de 0,2 a 0,8 % do peso seco de uma
espécie vegetal, sendo que sua deficiéncia pode resultar em crescimento atrofiado
das plantas e baixa produtividade (Kalayu, 2019; Hakim et al., 2021).

Nos solos, o P pode ser encontrado tanto na forma organica quanto
inorganica, e, na maioria das vezes, em maiores proporgdes que outros importantes
nutrientes, como nitrogénio (N) e potassio (K) (Billah et al., 2019; Kalayu, 2019). No
entanto, apesar de abundante, apenas uma fragdo de 0,1% se encontra na forma
soluvel (HPO4%> ou HPO*) e disponivel para ser utilizado diretamente pelas espécies
vegetais (Kour et al., 2020; Hakim et al., 2021).
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O fésforo orgéanico € originario principalmente da decomposi¢cao da matéria
organica, mas também pode ser resultado de adi¢gdes frequentes de produtos, como
pesticidas, detergentes, antibidticos (Kour et al., 2020; Kalayu, 2019). A maior parte
do fosforo organico se encontra na forma de fosfato de inositol (10-50%), fosfatos de
acucar, fosfolipideos (1-5%), nucleotideos (0,2-2,5%), fosfoproteinas e fosfonatos. A
maioria desses compostos € de alto peso molecular e ndo séo facilmente absorvidos
pelas espécies vegetais (Hakim et al., 2021).

Ja o fésforo inorganico, € encontrado nos solos devido a decomposicéo de
rochas e também apds a aplicagao de fertilizantes quimicos, e é sequestrado por
absorgcdo ou precipitagdo. Em solos acidos, o fosforo é fixado em Fe3* ou Al®*,
formando AIPO4 e/ou FePOs e em solos mais alcalinos, é fixado em Ca?*, formando
(Cas(POa)2) (Kalayu, 2019; Kour et al., 2020; Hakim et al., 2021).

Os microrganismos dos solos desempenham um papel importante na
absorcao de fosforo pelas espécies vegetais, através da mineralizagdo do fosforo
organico, pela agado de enzimas fosfatases e fitases, que irdo promover a
solubilizagédo do fésforo e degradacéo do restante da molécula (Hakim et al. 2021), e
a solubilizagédo do fésforo inorganico, que ira converté-lo em formas soluveis
(HPO4? e HPO*), através de processos de produgéo de acidos organicos, quelagao
e reacgbOes de troca ibnica, tornando-os disponiveis para serem usados pelas
espécies vegetais (Alori et al., 2017; Kour et al., 2020).

Alguns microrganismos podem também imobilizar quantidades significativas
de fosfato em suas estruturas celulares (como por exemplo, em acidos nucléicos,
esteres de fosforo orgéanico, fosfato inorganico livre e coenzimas), liberando-o
gradativamente nos solos, para ser utilizado pelas espécies vegetais em longo prazo
(Hallama et al, 2019). A degradacdo e liberagdo do foésforo armazenado sao
catalisadas por enzimas, lipases e varias quinases especificas de polifosfatos, sendo
a taxa de liberagao diretamente proporcional a quantidade de fésforo disponivel,
disponibilidade de carbono, textura do solo e composi¢cdo da comunidade microbiana
(Timofeeva et al., 2022).

Grupos especificos de microrganismos solubilizadores de fosfato,
pertencentes a diversos géneros, incluindo bactérias (Arthrobacter, Bacillus,
Brevundimonas, Burkholderia, Delftia, Enterobacter, Gordonia, Klebsiella,

Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia, Xanthomonas) (Kalayu, 2019; Hakim et al.,
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2021), fungos (Aspergillus, Fusarium, Paeciliomyces, Penicillium, Saccharomyces,
Trichoderma e Yarrowia) (Alori et al., 2017; Kalayu, 2019; Kour et al., 2020),
actinomicetos (Actinomyces, Micromonospora e Streptomyces) (Alori et al., 2017,
Kalayu, 2019) e micorrizas arbusculares (Gigaspora e Glomus) (Alori et al., 2017,
Kour et al., 2020), estdo sendo utilizados em formulacdes biofertilizantes e vem
ganhando atengado devido as suas vantagens, como segurancga, baixo custo e alta

eficiéncia (Timofeeva et al., 2022).

2.3. Biofertilizantes solubilizadores de potassio

O potassio (K) € um macronutriente essencial para o desenvolvimento das
espécies vegetais, e desempenha papel vital nos processos fisiolégicos e
metabdlicos, incluindo fotossintese, crescimento, assimilagdo e acumulo de
agucares, regulacdo do equilibrio hidrico e turgor das células, controle de
crescimento das raizes e melhoria da resisténcia a estresses bidticos e abidticos
(Kour et al., 2020).

Nos solos, apenas 1-2% do K pode ser utilizado diretamente pelas plantas,
sendo o restante, fixado em minerais e ndo disponivel para absorgéo direta (Sun et
al., 2020). Em alguns solos, o K esta disponivel abaixo da quantidade requerida
pelas espécies vegetais, devido, principalmente ao rapido esgotamento por
cultivares de alto rendimento em sistemas de cultivo intensivo, juntamente com a
falta de protocolos eficazes de reposi¢ao do nutriente (Sattar et al., 2019).

A fim de superar essas restricbes e manter os niveis suficientes de K
disponivel nos solos para sustentar a produgéo agricola, € necessaria a adogéao de
técnicas alternativas. Nesse sentido, a utilizagdo de microrganismos solubilizadores
de potassio € uma estratégia viavel para aumentar a disponibilidade desse nutriente
(Kour et al., 2020). Grupos especificos de microrganismos envolvendo bactérias
(Aminobacter, Acidothiobacillus ferrooxidans, Bacillus circulans, Burkholderia,
Enterobacter hormaechei, Paenibacillus sp., Pseudomonas, Paenibacillus
glucanolyticus e Sphingomonas) e fungos (Aspergillus terreus, Glomas mosseae, G.
intraradices, A. niger e Penicillium sp.) possuem a capacidade comprovada de
solubilizagcédo de potassio (Satar et al., 2019; Kour et al., 2020; Yadav, 2017).
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Esses microrganismos podem utilizar diversos mecanismos, como a producao
de sideroforos, compostos fendlicos, acidos organicos (como por exemplo, acidos
latico, citrico e acético), além de outros metabdlitos, para reduzir o pH da rizosfera, e
favorecer a solubilidade de cations como Fe, K e Mg (Kour et al., 2020; Sattar et al.,
2019). Além disso, os microrganismos solubilizadores de K podem formar complexos
com ions metalicos nas superficies dos minerais, tornando-os disponiveis para

serem utilizados pelas espécies vegetais (Badr et al., 2006).

2.4. Biofertilizantes solubilizadores de zinco

O Zn é um dos micronutrientes dominantes, requerido em pequenas
quantidades pelas espécies vegetais (> 0,2 mg/g de matéria seca), e esta envolvido
no metabolismo dos carboidratos e auxinas, atuando também como antioxidante
(Kamran et al., 2017). Depois do Fe, é o mineral mais importante e abundante nos
organismos Vivos, e aparece em todas as classes de enzimas (Kumar et al., 2011).

As plantas absorvem o Zn na sua forma catiénica (Zn?*). No entanto, a maior
parte do Zn encontrado nos solos esta presente em fracdes insoluveis e nao
disponiveis para ser utilizado diretamente pelas espécies vegetais. A solubilizagédo
do Zn é indispensavel na ciclagem de nutrientes para um melhor crescimento e
desenvolvimento das espécies vegetais (Bhatt e Maheshwari, 2020).

Os microrganismos s&o capazes de converter a forma insoluvel do Zn na
forma soluvel, através da produgdo de acidos organicos, com consequente
acidificagdo do meio, extrusdo de proétons ou pela produgéo de sideréforos (Kamran
et al., 2017; Khanghahi et al., 2018).

Entre os microrganismos solubilizadores de Zn, bactérias dos géneros
Acinetobacter, Azotobacter, Bacillus, Gluconacetobacter e Pseudomonas sao 0s

mais importantes (Khoshru et al., 2023).

2.5. Biofertilizantes oxidantes de enxofre

O enxofre (S) desempenha um papel essencial na biossintese dos

aminoacidos metionina, cistina e cisteina, que s&o cruciais para a vida animal e
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vegetal, além de estar diretamente envolvido na biossintese de biomoléculas, ou
indiretamente, afetando a sintese de compostos e outros nutrientes. O teor de
enxofre pode variar de 0,05% a 0,5% em relacdo a matéria seca, a depender da
espécie vegetal (Ranadev et al., 2023).

Apesar de ser um micronutriente essencial para o desenvolvimento e
crescimento das espécies vegetais, a nutricdo com o enxofre (S) veio recebendo
pouca atencéo por décadas, uma vez que a propria atmosfera era capaz de fornecer
quantidades suficientes e adequadas as espécies vegetais (Anandham et al., 2014).
No entanto, com o aumento no uso de fertilizantes quimicos (NPK), especialmente
0s que nao contém S, uso reduzido de pesticidas contendo S, cultivo intensivo de
variedades de alto rendimento, combinado com o balango negativo entre as grandes
quantidades de S emitida para a atmosfera e a baixa capacidade de absorg¢ao dos
solos, observa-se uma baixa disponibilidade do nutriente nos solos (Joshi et al.,
2021; Ranadev et al., 2023).

Formas orgénicas e inorganicas do S podem ser encontradas nos solos.
Apesar de ser facilmente absorvida pelas raizes vegetais, a forma inorganica (SOs?*
), representa apenas 5% do S total, sendo o restante, encontrado sob a forma
organica, provenientes do intemperismo dos minerais do solo, da atmosfera e do
enxofre originalmente ligado (Joshi et al., 2021).

A transformacao do enxofre elementar em sulfato, que € a forma que a planta
consegue absorver o nutriente, ocorre devido a agado de microrganismos (Dixit et al.;
2015). Os microrganismos oxidantes de S sao principalmente bactérias gram-
negativas, e de acordo com sua atividade metabdlica, sdo divididas em dois grupos:
os quimiotréficos obrigatorios, que sé podem crescer quando fornecidos compostos
de enxofre oxidaveis e CO2 (fonte de carbono metabdlico), incluindo espécies dos
géneros Thiobacillus, Thiomicrospira e Thiosphaera, e heterotrofos, que também
podem usar o modo de crescimento quimiotrofico, e incluem espécies dos géneros

Paracoccus, Xanthobacter, Alcaligens e Pseudomonas (Vidyalakshmi et al., 2009).

2.6. Biofertilizantes que promovem o crescimento vegetal

Os microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV) incluem uma

variedade de espécies, que interagem positivamente com as plantas, podendo
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habitar regides rizosféricas e/ou endofiticas. Esses microrganismos atuam na
mobilizagdo e transporte de nutrientes, aumento da area de absor¢do das raizes,
producdo de fitohormbénios e de compostos volateis que estimulam o
desenvolvimento vegetal, conferem protecdo contra patdégenos e auxiliam na
tolerancia a salinidade e a seca, contribuindo, assim para o crescimento e
desenvolvimento da espécie vegetal (Naamala e Smith, 2020).

Esses microrganismos sao divididos em grupos, cada um com suas
caracteristicas e funcdes especificas, sendo os mais estudados, as rizobactérias
promotoras do crescimento vegetal (RPCV) e os fungos promotores do crescimento
vegetal (FPCM) (Cantabella et al., 2022).

Em geral, as RPCV compreendem bactérias de diferentes géneros,
incluindo, Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium,
Burkholderia, Erwinia, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Axoarcus spp.,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, entre outros. E importante ressaltar, que alguns
desses microrganismos podem ter mais de uma fungdo, atuando, por exemplo,
como promotores de crescimento e agente de biocontrole. Estudos mostram que
Burkholderia cepacia, além de produzir toxinas para o biocontrole de Fusarium sp.,
também produz sideréforos, estimulando o crescimento de plantas de milho em
condicdes deficientes de ferro (Bhattacharyya e Jha, 2012).

Os fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) incluem diferentes
espécies dos géneros Arpergillus, Fusarium, Trichoderma, Penicillium,
Piriformospora, Phoma e Rhizoctonia, que assim como as BPCV, tém a capacidade
natural de estimular varias caracteristicas relacionadas ao crescimento das espécies
vegetais (Naziya et al., 2020).

Esses microrganismos podem promover o crescimento vegetal de forma
direta ou indireta. Os mecanismos diretos consistem no fornecimento de compostos
as plantas, como acido indol acético (AlA), acido giberélico (AG), sideroforos, entre
outros, além de facilitar a absorcéo de nutrientes. Por outro lado, a via indireta, esta
relacionada a limitacdo ou remocdo completa de efeitos prejudiciais dos
fitopatdgenos, através da excregcdo de antibidticos, enzimas liticas, aumentando a
resisténcia sistémica das espécies vegetais (Beneduzi et al., 2012; Bhattacharyya e
Jha, 2012).
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3. Serendipita indica

Nos ecossistemas naturais, as plantas muitas vezes sao colonizadas por
fungos endofiticos. Esses microrganismos estdo presentes no interior das plantas,
podendo ser encontrados em diferentes érgéos e tecidos, em parte, ou durante todo
seu ciclo de vida (Zuccaro et al., 2011). Os fungos endofiticos frequentemente
estabelecem relacbes mutualisticas com seus hospedeiros, onde ambos sao
beneficiados. Por um lado, os endofitos beneficiam-se da protegao, nutricdo e abrigo
enquanto ajudam o seu hospedeiro, estimulando seu crescimento, desenvolvimento,
adaptacao e tolerancia ao estresse (Fontana et al., 2021).

Serendipita indica (anteriormente conhecido por Piriformospora indica), € um
fungo endofitico, isolado pela primeira vez em raizes das espécies Prosopsis juliflora
e Zizyphus mummularia, no deserto de Thar, na india (Verma et al., 1998a).

O fungo é conhecido por sua interagdo mutualistica e benéfica com uma
ampla gama de hospedeiros, capaz de promover o crescimento, aumentar a
disponibilidade de nutrientes, conferir maior tolerdncia a estresses bidticos e
abidticos (Gill et al., 2016), conferir resisténcia sistémica a insetos, microrganismos
patogénicos, toxinas e ions de metais pesados, estimular a floragdo precoce,
producao de sementes e aumento de biomassa (Das et al., 2012).

Apesar de possuir agao micorrizica, S. indica difere dos fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) por ser facilmente cultivado em culturas axénicas, formando, de
maneira assexuada, clamidésporos em formato de péra, de 8 a 25 nucleos (Verma
et al., 1998b), no coértex das raizes colonizadas e na zona da rizosfera, ndo atingindo
a endoderme e as partes aéreas das plantas (Varma et al., 2012). Além disso, o
fungo apresenta um estilo de vida bifasico, comegando com seu crescimento
biotrofico, resultado da colonizagdo nas células vivas, seguido da morte das células
hospedeiras (Zuccaro et al., 2011).

A colonizacdo bem sucedida do fungo S. indica depende da supressédo do
sistema imunolégico da raiz, mediada pela elevagdo do calcio intracelular e
alteragdes na produgao de fitohormonios, funcionando como sinalizadores durante o
reconhecimento microrganismo-planta (Jacobs et al., 2011).

Estudos realizados por Saddique et al., (2018), mostraram um aumento na
biomassa e maior comprimento de raizes e altura da parte aérea de plantas de

arroz, submetidas ao estresse osmotico, apos inoculagédo com S. indica. Su et al.,



18

(2017), avaliaram os efeitos do fungo S. indica em plantas de canola (Brassica
napus L.), e observaram que as plantas tratadas com o microrganismo
apresentaram um aumento significativo na biomassa vegetal e rendimento e
qualidade do dleo.

Hui et al., (2015) verificaram maior tolerancia ao cadmio em plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum) inoculadas com S. indica, através da avaliagdo da maior
interacao de Cd nas raizes, de forma que menor concentracio é transportado para

as folhas.

4. Herbaspirillum seropedicae

O género Herbaspirillum é composto por 12 espécies de microrganismos,
sendo apenas H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, H. frisingense, H. lusitanum, H.
hiltneri com potencial para a interagdo com plantas, as quais tém sido encontradas
em associacdo com uma grande variedade de vegetais, mais particularmente com
os membros da familia Poaceae (Monteiro et al., 2012).

H. seropedicae foi isolada da rizosfera de raizes de milho, sorgo e arroz pela
primeira vez em 1984, e devido a semelhanga com bactérias do género Azospirillum,
esse microrganismos foi descrito pela primeira vez como Azospirillum seropedicae
(Baldani et al., 1986). Em 1986, estudos de homologia de DNA:DNA identificaram o
género Herbaspirillum, sendo assim renomeada de H. seropedicae (Baldani et al.,
1986; Baldani e Baldani, 2005).

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotréfica, Gram-negativa,
pertencente a subclasse das [(-proteobactérias, isolada de espécies vegetais
economicamente importantes, como cana-de-agucar, milho, trigo e arroz (Baldani et
al., 1986; Baldani et al., 1992). O didmetro da célula é de 0,6 a 0,7 ym, com o
comprimento variando de 1,5 a 5 ym; apresenta de um a trés flagelos em um ou
ambos pélos, sendo uma bactéria capaz de fixar nitrogénio em condigdes
microaerobicas, em uma ampla faixa de pH (5,3 a 8,0) (Baldani e Baldani, 2005).

H. seropedicae possui metabolismo flexivel, sendo capaz de degradar
compostos organicos e inorganicos, na maioria das vezes, através da producéo de

enzimas como as desalogenases, que sdo capazes de catalisar a quebra da ligagéo
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carbono-halogénio em compostos halogenados como o monofluoroacetato,
tornando-o nao toxico (Pedrosa et al., 2011).

Chi et al. (2005) demonstram que as bactérias endofiticas sdo principalmente
recrutadas pelas raizes e posteriormente translocam para o restante da planta. A
associacao tem inicio com a quimiotaxia, atraindo as bactérias para a rizosfera.
ApOs esse processo, ocorre a adesao a superficie das raizes, preferencialmente nos
pontos de emergéncia em raizes laterais. A penetracdo ocorre pelas fissuras
radiculares laterais e zonas de alongamento, atingindo os vasos do xilema
juntamente com espacgos intercelulares, ocorrendo a colonizagdo endofitica na
planta, podendo ser encontrada em folhas, brotos e cavidades subestomatais
(Olivares et al., 1996; Irineu et al., 2023). De acordo com Pedrosa et al. (2011), H.
seropedicae nao possui genes para degradar as paredes celulares das plantas, no
entanto, € um endodfito de sucesso, confirmando a existéncia de outras estratégias
para penetrar nos tecidos vegetais.

Quando associadas as espécies vegetais, esse microrganismo pode
promover a fixagédo bioldgica de nitrogénio (FBN), ajudando a suprir a demanda de N
das plantas (Schmidt et al., 2011), produzir reguladores de crescimento, como
auxinas e giberelinas (Radwan et al., 2004) e solubilizar fésforo inorganico (Estrada
et al., 2013).

5. Consoércios microbianos para produgao de bioinoculantes

A utilizagdo de consorcios microbianos para desenvolvimento de
bioinoculantes é uma alternativa estratégica e promissora para a agricultura
sustentavel. Esses produtos sao compostos por duas ou mais cepas de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos e algas, com fungdes sinérgicas ou
aditivas, que trabalham para fornecer nutrientes e conferir protecdo as plantas
(Santoyo et al. 2021).

O desenvolvimento de consorcios microbianos € um processo complexo, que
envolve a fonte de isolamento dos microrganismos, a combinacdo de diferentes
espécies, a densidade e as estratégias de inoculagédo (Behera et al.; 2021; Aguilar-

Paredes et al., 2020; Liu et al., 2023). Na agricultura, os membros do consorcio
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microbiano devem interagir de forma positiva, baseado em relagdes de cooperacgao,
como o mutualismo, onde os microrganismos presentes necessitam do outro para
sobreviver, ou por comensalismo, onde ha uma interacéo positiva unilateral, no qual
um membro se beneficia, enquanto o outro nao é afetado (Che e Men, 2019).

A comunicagdo entre 0s microrganismos que compdem um consorcio
microbiano € altamente dependente da troca de metabdlitos ou sinais, sendo a
sobrevivéncia facilitada pela diversidade de vias metabdlicas, que permite melhor
divisdo do trabalho, aumentando a capacidade de desempenhar fungdes mais
complexas, além de permitir processos paralelos ou sequenciais para a utilizagao de
recursos (Che e Men, 2019). A presenga de microrganismos capazes de resistirem
as flutuagcbes ambientais, como alteracao de pH, temperatura, niveis de nutrientes e
compostos téxicos, sdo exemplos classicos das vantagens da utilizagdo de
consoércios microbianos.

Trabalhos recentes trazem resultados satisfatérios, que sustentam a utilizagéo
de consorcios microbianos para melhora nutricional de espécies vegetais. Devi et al.,
(2022), ao avaliarem os efeitos da inoculacdo de cepas de microrganismos
solubilizadores de P (E. persicina EU-A3SK3), K (H. aquamarina B2RNL2) e
fixadores de N (P. extremorientalis EU-B1RTR1) em plantas de pimenta (Capsicum
annum L.), verificaram que a combinagdo entre as trés cepas melhorou o
crescimento e rendimento das plantas, quando comparado aos microrganismos de
forma isolada. Outros estudos mostram que a associagdo de bactérias a fungos
micorrizicos pode resultar em melhor estabelecimento de micélios e colonizagao de
raizes de plantas, se a bactéria produzir substancias que melhorem indiretamente o
estabelecimento de micorrizas, como por exemplo, através da produgdao de
antimicrobianos para reduzir a competicdo de outros microrganismos ou patégenos
(Bender et al., 2016).

No entanto, os microrganismos de um consoércio podem interagir de forma
negativa, levando a supressdo de membros da comunidade microbiana, incluindo o
amensalismo, onde o crescimento dos membros pode ser afetado pela produgao de
compostos toxicos por outros (Roel et al., 2019); predagao e parasitismo, onde o
crescimento de uma espécie depende do consumo de outra espécie, fazendo com
que a dindmica populacional sofra oscilacbes continuas; e a competicdo, que é

quando os membros do consorcio necessitam de um mesmo recurso (nutriente,
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agua, entre outros), sendo que as espécies de crescimento mais rapido exercem um
dominio ao longo do tempo (Moénne-Loccoz et al., 2015).

Por fim, também podem ocorrer interacbes neutras, onde os membros do
consorcio nao influenciam uns aos outros. Nesse caso, as espécies tém
divergéncias nutricionais € nenhuma delas produz compostos inibitorios para outros
membros (Roel et al., 2019).

Apesar de inumeros estudos relatarem efeitos positivos oriundos da
utilizacdo de consércios microbianos, outros mostram que algumas espécies
isoladas podem ter desempenho semelhante ao consércio de microrganismos
(Bradacova et al., 2019). Assim, devido as complexas interagbes e dinamicas das
espécies dentro de um consorcio microbiano, o melhor entendimento do papel de
todos os microrganismos se torna importante para encontrar combinacdes

compativeis e eficazes para a manutencao e sucesso da inoculagao.

6. Tipos de formulagoes utilizadas para produgao de bioinoculantes

A principal funcdo da formulagcdo € melhorar a eficiéncia e vida util dos
bioinoculantes, através do fornecimento de um microambiente adequado, combinado
com uma protecao fisico-quimica, a fim de manter uma maior viabilidade durante
armazenamento, transporte e apds a inoculacdo dos microrganismos em campo
(Chaudhary et al., 2020).

A formulagcdo de um bioinoculante é composta por uma mistura de uma ou
mais cepas, previamente selecionadas, e um veiculo carreador, que pode ser de
caracteristica orgéanica (turfa, carvao, residuos vegetais), inorganica (argila, taco) ou
polimérica (polissacarideos, proteinas, polimeros sintéticos) (Szopa et al., 2022).
Algumas formulagdes podem conter também aditivos minerais (bentonita, caulim),
materiais organicos (turfa, proteinas), outros polimeros (quitosana, gelatina, amido)
ou agentes osmoprotetores (agucares, aminoacidos), que servirdo para melhorar o
processo de formulagédo e conferir maior protegdo aos microrganismos (Chaudhary
et al., 2020; Szopa et al., 2022).

A selecdo do agente carreador € uma etapa importante na elaboragao de uma

formulacdo bioinoculante e normalmente é feita com base na maior viabilidade dos
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microrganismos e conforme o tipo de aplicacao desejada (forma liquida ou sdlida)
(Garcia-Fraile et al., 2015). Além disso, outras caracteristicas s&o desejaveis para
um bom carreador, como baixo custo, facilidade de utilizacido, alta capacidade de
retencdo de agua e tamponamento de pH, facil esterilizacéo, ser biodegradavel e de
facil aplicagdo e manuseio em condi¢des de campo (Garcia-Fraile et al., 2015;
Seenivasagan e Babalola, 2021; Itelima et al. 2018).

As formulagdes liquidas sdo desenvolvidas a partir de culturas de
microrganismos e suas secrecgdes bioldgicas, adicionados de carreadores liquidos,
como 6leos organicos, agua ou emulsdes (Vassilev et al., 2020; Raimi et al., 2021).

A principal desvantagem desse tipo de formulagéo € que atividade metabdlica
dos microrganismos pode reduzir drasticamente quando as suspensdes celulares
sao adicionadas aos solos, principalmente na auséncia ou presenca de aditivos
inadequados (Vassilev et al., 2020). Além disso, os inoculantes liquidos necessitam
temperaturas mais baixas para armazenamento e sdo mais sensiveis a estresses
ambientais (John et al., 2011).

Por outro lado, sao facilmente produzidas, possuem baixo custo de producéo
e permite a adicdo de nutrientes e agentes protetores, que s&o capazes de conferir,
por exemplo, maior protegao térmica, proporcionando assim, maior vida util e melhor
eficacia em condigbes de campo (Garcia-Fraile et al., 2015; Raimi et al., 2021).
Estudos realizados por Gopal e Baby (2016) mostraram que a suplementagédo de
trealose (15 mM) e do polimero polivinilpirrolidona (PVP — 2,5%), em formulag¢des
contendo Azospirillum e bactérias solubilizadoras de fosfato resultaram em maior
populagdo microbiana (108 UFC/mL), e maior vida uatil do inoculante, quando
comparadas as formulagdes isentas dos agentes protetores.

Os Dbioinoculantes sélidos sao elaborados a partir da mistura do
microrganismo com um agente carreador organico ou inorganico, na forma de
granulos ou pé (Lobo et al., 2019). Nesse tipo de formulagédo, o agente carreador
tém um papel fundamental na manutencdo da viabilidade dos microrganismos e
deve ser capaz de conferir protecdo, criando uma barreira temporaria e fornecendo
substratos para manutengdo do crescimento (Balasubramanian e Karthickumar,
2017).

As formulagdes sélidas incluem granulos (100—1000um), microgranulos (60—

100um), pos molhaveis, pés e pellets molhaveis/dispersiveis em &agua. Séao
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facilmente produzidas e nao requerem grandes investimentos financeiros (Mishra e
Arora, 2016).

Ambos os tipos de formulagdes, solidas e liquidas, apresentam vantagens e
desvantagens em relagdo a sua elaboragdo e utilizacdo, e a existéncia de
carreadores que atendam todos os requisitos para uma formulagdo nos parametros
adequados ainda € um desafio para a ciéncia. No entanto, as novas tecnologias
estdo sendo desenvolvidas através da ampliacido de carreadores com as melhores
caracteristicas, como € o caso dos polimeros naturais, utilizados nas técnicas de

encapsulamento de microrganismos (Garcia-Fraile et al., 2015).

7. Novas tecnologias para produgao de bioinoculantes

Apesar das formulagcbes convencionais para desenvolvimento de
bioinoculantes apresentarem resultados satisfatérios para a melhoria agricola,
estudos mostram que ainda existem limitagées de sua aplicabilidade (Bhattacharjee
et al., 2023).

A utilizacdo excessiva de fertilizantes quimicos, condi¢cdes de estresse, tipo
de cultura e a competicdo com a microflora residente do solo sao fatores que limitam
a eficacia dos biofertilizantes. Aléem disso, mudangas climaticas flutuantes podem
impactar significamente na dindmica de interacées microbianas e o meio ambiente
(Pirttila et al., 2021; Balla et al., 2022).

A fim de minimizar os impactos e aumentar a eficacia das bioformulagdes, a
ciéncia tem caminhado para o desenvolvimento de novas tecnologias, garantindo
maior viabilidade, maior estabilidade durante armazenamento e transporte, facilidade

de uso e melhor desempenho em campo (Perez et al., 2018).

7.1. Bioencapsulagao

A bioencapsulacdo é uma técnica bastante utilizada nas industrias
farmacéuticas, alimenticias e agricolas, para diversas finalidades, quando o objetivo
€ a obtencdo de uma estrutura protetora (Szopa et al., 2022; Chaudhary et al.,
2020).
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A producdo de biofertilizantes pela técnica de bioencapsulagdao ¢é
relativamente facil, rapida e ndo requer muitas etapas (Rojas-Sanchez et al., 2022) e
tem como objetivo o revestimento dos microrganismos com uma matriz polimérica,
que servira como um microambiente de protecao para as células e seus metabdlitos,
em condi¢des extremas e adversas (Balla et al., 2022).

As vantagens da bioencpasulagédo sobre outras bioformulagdes sao cruciais
no sistema agricola. Além do numero de células aprisionadas, o processo de
encapsulacado estabiliza células microbianas e mantém a eficacia durante longos
periodos de armazenamento ou mesmo apos a aplicacdo, mantendo as
propriedades relacionadas a promogéo do crescimento e garantindo uma liberagao
lenta, uniforme e gradual préximo ao local alvo, para uma colonizagdo mais eficaz
(Chaudhary et al., 2020).

Varias sao as técnicas descritas na literatura para encapsulamento, sendo as
mais utilizadas a gelificagdo ibnica (extrusdo ou reticulagdo), emulsificacédo e
secagem por pulverizagao (Rojas-Sanchez et al., 2022; Balla et al., 2022). A seleg&o
entre os métodos deve levar em consideragdao o tamanho das particulas desejadas,
que pode variar de macro, micro e nanoencapsulagao, e também o material de

revestimento e o microrganismo que sera utilizado (Szopa et al., 2022).

7.1.1. Gelificagao i6nica

A gelificagao ibnica é a técnica mais estudada atualmente, principalmente
pelo baixo custo de produgédo e por condigdes metodoldgicas acessiveis (Szopa et
al.,, 2022; Bhattacharjee et al., 2023). O principio dessa técnica consiste na
dispersdo de uma solugdo de um biopolimero contendo o agente microbiano
desejado, sobre uma solugdo aquosa contendo cations divalentes. Como resultado,
tem-se a solidificagdo das goticulas, apos a interagdo entre as cadeias poliméricas,
e a formacao de esferas (Szopa et al., 2022). O didmetro das esferas formadas pode
variar conforme equipamento, resultando em macroesferas, microesferas ou até
mesmo nanoesferas, com a utilizacdo de equipamentos especiais (Balla et al.,
2022).
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O alginato de sédio € o biopolimero mais comumente utilizado para
encapsulacdo de microrganismos pelo método de gelificagdo idnica (Bhattacharjee
et al., 2023). E um polimero aniénico, de alto peso molecular, cujas propriedades
dependem da composi¢ao das cadeias lineares dos acidos a-L-glucurénico e B-D-
manurodnico. Ele ocorre naturalmente na parede celular de algas marrons e nas

capsulas bacterianas de Azotobacter sp. e Pseudomonas sp. (Raus et al., 2021).

7.1.2. Emulsificagao

A emulsificagao € outra técnica que pode ser utilizada para encapsulamento
de microrganismos que consiste na mistura de uma fase dispersa, composta por
microrganismos e pelo polimero encapsulante, em uma fase continua, que
geralmente € um 6leo ou solvente orgéanico (Rojas-Sanchez et al., 2022).

A emulsao é entdo adicionada a um agente surfactante, como o tween, e
entdo, homogeneizada constantemente, para garantir a estabilidade das esferas. Em
seguida, um agente solidificante, como o CaClz, € adicionado a solu¢do para formar
as esferas que posteriormente serao filtradas. O didmetro das esferas formadas vai
depender da velocidade de agitagdo, podendo variar de 25 pm e 2 mm. Polimeros
como alginato de sodio, gelatina ou goma e d6leos, como 6leo de soja e de parafina
s&o os materiais mais utilizados na técnica de emulsificagdo (Rojas-Sanchez et al.,
2022; Balla et al., 2022).

7.1.3. Spray-drying

Spray-drying € uma técnica de desidratagdo que consiste na pulverizagao de
um fluido, onde as células dispersas dos microrganismos séo direcionadas para uma
camara de secagem para sofrer atomizagdo, envolvendo ar ou gas quente. A
ventilagdo gerada pelo exaustor resulta na evaporagdo do solvente, deixando
apenas o po, que na verdade, s&o microparticulas secas (Sosni e Seremet, 2015;
Balla et al., 2022).

Apesar da secagem por pulverizagdo ser uma técnica eficiente para produgao

de bioinoculantes, se o controle do processo nao for totalmente otimizado, pode
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impactar negativamente a integridade dos microrganismos, com consequente
reducdo na sobrevivéncia, uma vez que as membranas celulares podem sofrer
alteragdes quando submetidas ao calor (Behboudi-Jobbehdar et al., 2013; Campos
et al.,, 2014). Assim, além do material de imobilizagdo, a biologia das espécies
imobilizadas (tipo de cepa, adaptagao ao calor ou condicbes de estresse osmotico,
entre outros) e o controle da temperatura de entrada e saida, vazao e o tempo de
permanéncia na camara de secagem, devem ser criteriosamente monitorados para a

producao desse tipo de bioinoculante (Schutyser et al. 2012).

7.2. Nanobiofertilizantes

A nanotecnologia é a integracdo de diferentes areas da ciéncia aplicada,
como engenharia, medicina, quimica, fisica e biologia, que estudam a estrutura da
matéria em escala nanométrica para produzir materiais com propriedades Unicas,
com maior area superficial, local alvo de acéo e liberagéo lenta (Joshi et al., 2019).
Por ser uma area emergente e promissora, vem ganhando espago no sistema
agricola moderno, como ferramenta versatil para aumentar a produtividade de
espécies vegetais (Patel et al., 2023).

Os nanobiofertilizantes sdo uma classe de fertilizantes que apresentam uma
tecnologia conjugada de nanofertilizantes e bioinoculantes, incluindo a utilizacdo de
microrganismos benéficos, garantindo a entrega direcionada de nutrientes, a fim de
aumentar a produtividade sustentavel das culturas (Elnahal et al., 2022).

Esta técnica baseia-se no emprego de nanoparticulas, com tamanho igual ou
inferior a 100 nm, constituidas de materiais organicos ou inorganicos, onde as
células dos microrganismos sao integradas em sua estrutura (Veronica et al., 2015).
As caracteristicas do ambiente, como temperatura, umidade, acidez ou alcalinidade
dos solos, ira influenciar fortemente na forma como os constituintes da formulagao
serao liberados para os solos, podendo ser de forma gradual ou rapida (EI-Ghamry
et al., 2018).

A producao de um nanobiofertilizante envolve trés etapas principais: cultivo do
microrganismo, adsor¢ao em nanoparticulas (silicio, ferro, prata, ouro, zinco, cobre,
etc) e monitoramento da qualidade, eficacia e armazenamento (Panichikkal et al.,

2021). Esses produtos podem ser aplicados nas folhas, sementes ou solos, e devido
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ao tamanho reduzido, as nanoparticulas atravessam os tecidos vegetais, atingindo
rapidamente seu objetivo (Abdelghany et al., 2022).

As nanoparticulas podem afetar as interagdes planta-microrganismo de forma
direta, alterando a acessibilidade de nutrientes na rizosfera e indireta, através da
estimulagcado dos microrganismos (Garg et al., 2023). Estudos mostram que a adicéo
de nanoparticulas de silicas em formulagdo contendo micélios do fungo Lagenidium
giganteum foi capaz de manter a viabilidade e atividade apos 12 semanas de
armazenamento em temperatura ambiente (Vandergheynst et al., 2007).

Além de melhorar a fertilidade dos solos, o uso de nanobiofertilizantes pode
também melhorar significamente o desenvolvimento de espécies vegetais. A
liberagdo sustentada e controlada pelos nanomateriais reduz as chances de
lixiviacdo de nutrientes, aumentam a sintese de metabdlitos secundarios, atenuam
os efeitos adversos de produtos quimicos toxicos, reduzem e/ou inibem o
crescimento de patdogenos, auxiliam na biorremediagdo, regulam genes
responsaveis pela producao de antioxidantes, osmalitos e proteinas relacionadas ao
estresse, aumentam os niveis de horménios de crescimento (AIA e citocinina) e
reduzem a produgdo de hormdnios do estresse (acido abscisico) (Aktar et al., 2022).

Estudos realizados por Hafez et al. (2021), utilizando Azospirillum lipoferum
e Bacillus circulance combinados com nanoparticulas de silica, observaram uma
maior taxa fotossintética, conteudo relativo de agua e enzimas antioxidantes, e um
aumento na produtividade e absorcao de nutrientes em plantas de milho cultivadas
sob restricdo hidrica. A inoculagcao de Bacillus fortis combinado com nanoparticulas
de Zn em plantas de Cucumis melo L. sob estresse por Cd, reduziu a absorcéo e
translocacdo do metal na planta e resultou em aumento nos pigmentos
fotossintéticos, biomassa, conteudo de metabdlitos secundarios (flavondides,
compostos fendlicos) e aumento na transpiracdo e condutancia estomatica (Shah et
al., 2020).

Apesar de ser uma area promissora, a utilizacao de nanobiofertilizantes para
promogao do crescimento vegetal € uma area que ainda precisa ser bastante
estudada, uma vez que faltam dados amplamente comprovados sobre as interagdes
entres os biofertilizantes, nanoparticulas e plantas e os efeitos apds aplicagdo na
rizosfera e os possiveis impactos na saude humana. Além disso, € necessario o

estabelecimento de protocolos avangados para elaboragdo de formulacdes de boa
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qualidade, baixo custo, maior vida util, facil manuseio e que sejam compativeis com
os mais diversos tipos de culturas e solos (Aktar et al., 2022). A otimizagcdo dessas
interagbes visa aprimorar a regulagdo adicional da entrega e liberagdo das
formulagdes no local e momento desejados, contribuindo assim para uma aplicagéo

mais eficaz desses produtos.

7.3. Combinagado de microrganismos promotores do crescimento vegetal

com metabolitos microbianos

O panorama do futuro da industria agricola enfrenta desafios decorrentes de
pressdes regulatorias e preocupagdes publicas, principalmente relacionadas as
questdbes ambientais. Estes desafios tém estimulado a busca por métodos
alternativos aos produtos quimicos convencionais, especialmente para aplicacboes
como fertilizantes e pesticidas (Marra et al., 2022).

Dentro desse contexto, a utilizagdo de corretivos organicos e microrganismos
surgem como uma estratégia promissora para contribuir para o aumento da
producdo agricola e saude das plantas e solos (Marra et al., 2022). No entanto,
devido as limitagdes de aplicabilidade (manutengéo da viabilidade, desempenho em
condigbes de campo, entre outros), esse tipo de produto ainda ndo € capaz de
dominar o mercado agricola, motivando a busca por métodos alternativos (Arora e
Mishra, 2016).

Os metabdlitos microbianos sdo produtos naturais de alto valor, que
apresentam propriedades farmacoldgicas significativas, (Ren et al., 2020) e tém sido
propostos como alternativas para elaboragcdo de novas bioformulagdes, de forma
isolada ou em combinagdo com microrganismos vivos (Arora e Mishra, 2016; Berini
et al., 2019).

Os flavondides sao uma classe especial de metabdlitos de ocorréncia natural,
sintetizados por plantas e fungos, com importantes fungées na planta, como fixagcao
simbidtica de nitrogénio, produgao de pigmentos, protecédo contra radiagao UV, entre
outros (Sheng et al., 2020). Essas moléculas sao liberadas na forma de exudados
radiculares, fornecendo sinais para os microrganismos fixadores de nitrogénio, que

por vez produzem fatores de nodulagdo (Nod), ativando a via de sinalizagao de
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simbiose, aumentando assim a nodulacédo, fixagao de nitrogénio e capacidade de
resisténcia a estresses abioticos (Oldroyd, 2013).

Os polissacarideos extracelulares (PEC) sdo importantes moléculas,
sintetizadas por bactérias, fungos, leveduras e algas (Angelin e Kavitha, 2020), que
auxiliam na nodulacdo, colonizacdo de raizes, estabelecimento de biofilmes e
conferem protecao as células introduzidas sob condi¢cdes de estresse, neutralizando
toxinas e atuando como fonte de carbono (Tewari e Arora, 2015). Essas moléculas
podem ser facilmente produzidas em grande escala, principalmente pelo seu baixo
custo, podendo, portanto ser usadas como aditivos em bioformulagdes ou como
bioprotetor contra radiagdes, condicbes extremas de pH, choque osmédtico,
dessecacao, substancias téxicas presentes nos solos e até mesmo de predadores
(Arora e Mishra, 2016).

Microrganismos que exibem acao fungicida, inseticida e/ou nematicida sao
comumente utilizados como agentes de controle biolégico. Eles produzem
compostos com acgdo antibidtica e secretam inumeras enzimas hidroliticas
(quitinases, proteases, lipases e glucanases), que contribuem para a ruptura de
estruturas essenciais de patdégenos. Uma alternativa atraente € a elaboragao de
formulagdes contendo antibidticos e enzimas, que mimetizem agentes de biocontrole
vivos (Arora e Mishra, 2016).

A utilizagcdo de precursores, como triptofano (para AlA), L-metionina
(precursor do etileno), acido giberlico e citocinina, sédo também exemplos de
biomoléculas que podem ser adicionadas junto aos microrganismos com resultados
promissores para as bioformulagdes. Zahir et al., (2010), verificaram um aumento no
rendimento de plantas de feijdo submetidas ao estresse salino, apds a inoculagao
com cepas de Rhizobium phaseoli na presenga de triptofano.

Outros estudos estao direcionados para producao de formulagdes isentas de
microrganismos. Nesse caso, seria uma alternativa a utilizagdo de agentes
potencialmente patogénicos, como € o caso de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
sp. ou fungos, como o Purpureocillium lilacinum, que sao grandes produtores de
compostos bioativos, no entanto, a utilizagdo direta como bioinoculante nao seria
viavel devido a patogenicidade (Cavello et al., 2015).

No entanto, apesar de parecer vantajoso, a elaboracdo de formulagdes

contendo apenas metabdlitos ainda é restrita, principalmente pela dificuldade em
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declarar a composigao, devido a diversidade de metabdlitos, e também em relagcéo a

concentragdo das substancias e os processos para purificagao (Zacky e Ting, 2013).

8. Como os bioinoculantes podem afetar as comunidades microbianas dos

solos

O microbioma vegetal, definido pela diversidade de microorganismos que
podem se encontrar associados as plantas é determinante para o desenvolvimento,
saude e produtividade das espécies vegetais (Suman et al., 2022). Estudos mostram
que a complexa rede de interagbes genéticas, bioquimicas, fisicas e metabdlicas
entre a planta hospedeira e a comunidade microbiana associada € capaz de moldar
um microbioma e conferir vantagens de aptiddo ao hospedeiro, incluindo promogao
no crescimento, maior absorg¢ao de nutrientes, tolerancia ao estresse e resisténcia a
patdgenos (Trivedi et al., 2020).

Com o crescimento do mercado de biofertilizantes, impulsionado pela
preocupagcao e maior conscientizagcdo dos impactos negativos causados pelos
fertilizantes quimicos, torna-se necessaria maiores investigagbes sobre a utilizagéo
recorrente desses produtos, principalmente, se em longo prazo o microbioma do
solo é capaz de manter sua funcao e estrutura, independente da quantidade de
indculo adicionado; se apresenta capacidade de reorganizagcdo apos adicdo do
bioinoculante, retornando ao seu estado original;, ou se é capaz de construir e
melhorar a sua capacidade de adaptacao, alcancando um estado alternativo mais
estavel (Mawarda et al., 2020).

Embora ja tenha sido constado que a inoculagdo microbiana possa afetar
frequentemente as comunidades microbianas residentes nos solos, 0s mecanismos
subjacentes ainda sdo pouco compreendidos. Fatores ambientais diretos, como
disponibilidade de recursos, antagonismo ou sinergismo e indiretos, envolvendo a
liberagao de exudados pelas raizes das espécies vegetais sao estudados (Mawarda
et al., 2020).

Em relacdo a disponibilidade de recursos, estudos mostram que a baixa taxa
de sobreposicédo, entre os nichos dos microrganismos do solo e os nichos dos
microrganismos inoculados, aumenta a probabilidade do inoculante se estabelecer

com sucesso em seu novo habitat (Ma et al., 2015). Através da acidificagdo dos
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solos ou maior producao de sideréforos, os microrganismos adicionados podem
competir com 0s microrganismos residentes e suprimir, por exemplo,
microrganismos que competem por recursos semelhantes, se tornando superiores
(Zhang et al., 2009). Estudos recentes revelaram que o aumento das concentragbes
de biofertilizantes inoculado levou a um maior impacto na diversidade microbiana
residente no solo (Dong et al., 2021).

Por outro lado, quando ha uma alta taxa de sobreposicdo, a adicdo de
microrganismos nos solos pode resultar em um impacto transitério, com redugcao do
namero de células microbianas (Yin et al., 2013). No entanto, alguns autores
relataram que a reducdo do numero de células ndo implica em necessariamente
falta de efetividade no indculo, e que as alteracdes provocadas na composi¢cao dos
microrganismos podem ser persistentes (Florio et al., 2019). Mallon et al., (2018),
verificaram que a introducao de Escherichia coli nao patogénica no solo resultou em
mudangas relativas de géneros bacterianos importantes como Bacillus,
Pseudomonas, Burkholderia e Bradyrhizobium. Os autores observaram que apesar
da comunidade adicionada ter apresentado uma drastica reduc¢ao apos 30 dias de
inoculacdo, a competicao por recursos desempenhou papel importante para selegao
dos microrganismos. Por outro lado, Fu et al., (2017) avaliaram os efeitos temporais
do biofertilizante composto por Bacillus amyloliquefaciens NJN-6 em rizosfera de
banana para combater o fungo Fusarium oxysporum. No geral, houve uma
diminuicdo da abundancia fungica e os microrganismos adicionados de se
mantiveram estaveis durante 3 anos de experimento.

Quando adicionados no solo, os microrganismos podem atuar de maneira
sinérgica, recrutando microrganismos com caracteristicas semelhantes, seja através
da produgao de metabdlitos sinalizadores, tais como vitaminas e aminoacidos ou por
transferéncias horizontais de genes, impactando a diversidade genética da
comunidade residente (Mawarda et al., 2020). Além disso, alguns microrganismos
podem ser extremamente dependentes dos seus parceiros, de tal forma que uma
espécie possa nao atuar de maneira satisfatéria na auséncia de outra (Kato et al.,
2012). Ansari et al. (2014), relataram um aumento na diversidade genética de
rizobios, em areas de cultivo de soja, apds inoculagdo massiva de cepas comerciais

de Bradyrhizobium.
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Por outro lado, a adicdo de microrganismos nos solos pode afetar a estrutura
do microbioma produzindo efeitos antagbdnicos, segregando compostos quimicos
que matam ou inibem os microrganismos residentes. Inoculantes microbianos que
atuam no controle de patégenos sdo exemplos de produtos com atividade
antagobnica. Xiong et al., (2017) avaliaram alteragcbes na abundancia bacteriana e
estrutura da comunidade apds aplicacdo de biofertilizantes, compostos por
microrganismos dos géneros Bacillus e Trichoderma spp., no combate ao Fusarium
oxyporum. Os autores verificaram que ndo houve uma inibigao direta dos patdégenos,
mas sim, uma alteragdo do microbioma do solo, aumentando microrganismos com
efeitos antifungicos, como Lysobacter spp.

Outro mecanismo que explica a alteragao provocada no microbioma é o efeito
indireto, envolvendo os exsudados das raizes das plantas. Os microrganismos
introduzidos no ambiente atuam promovendo o crescimento e desenvolvimento no
sistema radicular das espécies vegetais, através da producdo de fitohorménios e
outras moléculas. Assim, com um sistema radicular mais desenvolvido, além de
aumentar a producao de exsudados, pode resultar também em alteracdo da sua
composic¢ao, alterando totalmente o microbioma (Vacheron et al., 2013; Mawarda et
al., 2020). Dardaneili et al (2010), verificaram alteragdes nas concentragdes de
flavondides nos exsudados das raizes de soja, apos inoculacdo de
Chryseobacterium balustinum Aur9.

Assim, se a utilizacdo do bioinoculante resultar em uma alteracdo na
biodiversidade dos solos, € necessario avaliar se o desempenho das espécies
vegetais também sera afetados. Por outro lado, os efeitos diretos nas espécies
vegetais também devem ser observados, como por exemplo, a especificidade do

agente inoculante, que pode variar conforme espécie vegetal.
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9. CONCLUSOES

Os biofertilizantes constituem uma ferramenta promissora e sustentavel para
os sistemas agricolas, como fonte suplementar, renovavel e ecologicamente correta
de nutrientes.

Além de ajudar a mitigar os impactos negativos causados ao ambiente, os
biofertilizantes também podem ser considerados elementos-chave na manutengao
da fertilidade dos solos, da produtividade das culturas em nivel suficientemente
elevado e capaz de reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos, indispensavel
para alcangar a sustentabilidade.

As mudangas na abordagem das praticas agricolas tornam os biofertilizantes
uma parte vital das praticas modernas para producgao de culturas, e enfatiza a sua
importancia nos proximos anos. No entanto, para maior disseminagao, € crucial o
direcionamento de esforgcos para pesquisas que abordem aspectos especificos,
como a selecdo de microrganismos mais eficientes para diferentes culturas e
condigdes ambientais, otimizagdo de formulagbes e métodos de aplicagdo, a fim de
garantir maior eficacia e viabilidade dos bioinoculantes em campo, bem como
estudos que avaliem os efeitos em longo prazo da aplicagdo desses produtos no
ecossistema como um todo.

Além dos investimentos em pesquisas, o desenvolvimento de politicas de
incentivo também €& uma etapa fundamental para impulsionar a adogado dessas
novas tecnologias, visando ndo apenas a produtividade agricola, mas também a

seguranga alimentar e a preservagao ambiental em longo prazo.
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CAPITULO Il
RESUMO

COSTA, FERNANDA SENNA FERREIRA, D.Sc, Universidade Vila Velha — ES,
dezembro de 2023. Avaliacado dos efeitos do encapsulamento do fungo
Serendipita indica nos parametros morfolégicos e nutricionais de plantas de
milho (Zea mays L.). Orientador: Alessandro Coutinho Ramos.

Os inoculantes biologicos contém microrganismos capazes de desempenhar
atividades benéficas para o desenvolvimento das espécies vegetais e atualmente,
sao alternativas viaveis para substituicdo aos fertilizantes sintéticos. Assim, o
objetivo desse estudo foi desenvolver uma metodologia para encapsulamento do
fungo S. indica em matriz polimérica de alginato de calcio e avaliar os efeitos da
inoculagdo em plantas de milho (Zea mays L.). Para elaboragdo das esferas, foram
realizados ensaios empregando concentragdes iniciais de 2, 4, 6 e 8% de alginato
de sddio, a fim de avaliar a caracteristicas das esferas obtidas. Em seguida, os
micélios fungicos, crescidos por 15 dias em meio liquido, foram fragmentados
empregando diferentes tempos (15, 30, 45, 60 e 75 segundos), e a viabilidade das
suspensodes foram avaliadas nos tempos, 0, 7 e 14 dias de armazenamento, a 4°C.
As esferas elaboradas foram submetidas a diferentes condi¢gdes de armazenamento
(dgua ou secas em estufa, a 30°C), sob diferentes temperaturas (4 e 25°C), e a
viabilidade foi acompanhada a cada 30 dias, por um periodo de 90 dias, por meio da
avaliagao dos halos de crescimento. Os inéculos foram adicionados as raizes de
plantulas de milho, em vasos contendo terra vegetal:areia (2:1), onde foram
realizados 3 tratamentos: plantas n&o inoculadas (1), plantas inoculadas com
esferas de alginato de calcio contendo micélios fragmentados de S. indica (2) e
plantas inoculadas com 1 mL da suspensao de micélios fragmentados de S. indica
(3). As plantas foram mantidas em casa de vegetacao e ao final de 90 dias foram
feitas as avaliacbes de altura, peso seco e fresco da parte aérea e das raizes,
diametro do caule, taxa de colonizagdo das raizes e conteudo de macro e
micronutrientes da parte aérea e das raizes. Em relacdo as esferas, os resultados
indicaram que o tempo de 75 segundos para fragmentagao dos micélios resultou em
maior viabilidade e que as esferas elaboradas com as diferentes proporgcdes de

micélios fragmentados, com a concentracéo inicial de 4% de alginato de sdédio,
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apresentaram maior uniformidade e se mantiveram viaveis por 60 dias, quando
armazenadas a 4°C. Apesar de ndo ter sido observada diferenca significativa nos
parametros de crescimento, as raizes apresentaram taxa de colonizagdo fungica
superior a 70%. Maior absor¢ao de macro e micronutrientes foi observada nas raizes
do tratamento com os micélios encapsulados. Os resultados indicam que a técnica
de encapsulamento € uma alternativa promissora para maior preservacao do

microrganismo e para melhorar a produtividade das plantas de milho.

Palavras-chave: Alginato; Serendipita indica; fungo endofitico; nutricdo vegetal; Zea

mays L.
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ABSTRACT

COSTA, FERNANDA SENNA FERREIRA, D.Sc, University of Vila Velha — ES,
december, 2023. Evaluation of the effects of encapsulation of the fungus
Serendipita indica on the morphological and nutritional parameters of corn
plants (Zea mays L.). Advisor: Alessandro Coutinho Ramos.

Biological inoculants contain microorganisms capable of performing beneficial
activities for the development of plant species and are currently viable alternatives to
replace synthetic fertilizers. Thus, the objective of this study was to develop a
methodology for encapsulating the fungus S. indica in a calcium alginate polymeric
matrix and evaluate the effects of inoculation on corn plants (Zea mays L.). To
prepare the beads, tests were carried out using initial concentrations of 2, 4, 6 and
8% of sodium alginate, in order to evaluate the characteristics of the beads obtained.
Then, the fungal mycelia, grown for 15 days in liquid medium, were fragmented using
different times (15, 30, 45, 60 and 75 seconds), and the viability of the suspensions
were evaluated at times, 0, 7 and 14 days of storage at 4°C. The manufactured
beads were subjected to different storage conditions (water or dried in an oven, at
30°C), at different temperatures (4 and 25°C), and viability was monitored every 30
days, for a period of 90 days, through the assessment of growth halos. The inocula
were added to the roots of corn seedlings, in pots containing soil:sand (2:1), where 3
treatments were carried out: non-inoculated plants (1), plants inoculated with calcium
alginate beads containing fragmented mycelia of S .indica (2) and plants inoculated
with 1 ml of the suspension of fragmented mycelia of S. indica (3). The plants were
kept in a greenhouse and at the end of 90 days, height, dry and fresh weight of the
aerial part and roots, stem diameter, root colonization rate and macro and
micronutrient content of the aerial part and roots. In relation to the beads, the results
indicated that the time of 75 seconds for fragmentation of the mycelia resulted in
greater viability and that the beads made with different proportions of fragmented
mycelia, with the initial concentration of 4% sodium alginate, presented greater
uniformity and remained viable for 60 days when stored at 4°C. Although no
significant difference was observed in growth parameters, the roots showed a fungal
colonization rate greater than 70%. Greater absorption of macro and micronutrients
was observed in the roots of the treatment with encapsulated mycelia. The results
indicate that the encapsulation technique is a promising alternative for greater

preservation of the microorganism and for improving the productivity of corn plants.
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1. INTRODUGAO

O rapido crescimento populacional, esperado para exceder 9,5 bilhdes de
pessoas até o ano de 2050, associado as mudancgas climaticas e a escassez de
terras cultivaveis, impulsionaram o setor agricola a potencializarem a utilizagdo de
fertilizantes, pesticidas e herbicidas, como estratégia para aumentar o rendimento
das colheitas e atender a demanda global por alimentos (Hakim et al., 2021;
Krasilnikov et al., 2022).

Os fertilizantes quimicos sao responsaveis por fornecer macro e
micronutrientes necessarios para o desenvolvimento das espécies vegetais
(Krasilnikov et al., 2022). No entanto, o uso excessivo e indiscriminado desses
produtos pode resultar em uma série de prejuizos, como o enfraquecimento das
raizes das plantas, eutrofizacdo das aguas subterraneas e de corpos d’agua,
acidificagdo de solos, além da alta taxa de incidéncia de doencgas (Daniel et al.,
2022). Nesse sentido, alternativas mais sustentaveis devem ser adotadas,
estabelecendo um equilibrio entre o alto rendimento e maior manutencao da saude
dos solos e do meio ambiente, sendo a utilizacdo de biofertilizantes uma forma
promissora e capaz de promover uma intensificacdo sustentavel do setor agricola
(Bhardwaj et al., 2014; Kour et al., 2020).

Ao contrario dos fertilizantes quimicos, os biofertilizantes n&o oferecem
nutrientes diretamente as plantas (Yadav et al.,, 2019). Sdo compostos por
microrganismos vivos ou latentes, tais como bactérias, fungos, algas e/ou
protozoarios e quando aplicados em sementes, superficies de plantas ou solos, séo
capazes de colonizar a rizosfera e/ou o interior de espécies vegetais, além de
participar de atividades bidticas no ecossistema do solo, tornando-o0 mais dindmico e
sustentavel para o desenvolvimento de culturas (Vejan et al., 2019; Daniel et al.,
2022).

Em geral, os bioinoculantes sdo compostos por uma ou mais cepa de
microrganismo e por um agente carreador (John et al., 2011; Elnahal et al., 2022).
As formas mais comumente utilizadas para a produg¢ao de inoculantes microbianos
sao as formulagdes liquidas ou sdlidas, sendo que os critérios para selecdo da
melhor formulagdo dependera do equilibrio entre estabilidade, eficacia, viabilidade
econdmica, facilidade de uso, além da geracdo de um ambiente mais sustentavel e

ecoldgico (Lobo et al., 2019).
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Muitos bioinoculantes ndo respondem de maneira eficaz quando adicionados
em condigdes de campo, devido principalmente ao tipo de carreador utilizado
(Vassilev et al., 2020), que deve ser capaz de preservar 0 microrganismo vivo e em
condicdes viaveis durante o armazenamento e transporte, bem como manter suas
propriedades funcionais apés a aplicagao (Juri¢ et al., 2019).

Levando em consideragao os aspectos fisiologicos e tecnoldgicos, a fim de
fornecer um microambiente adequado e com protecgéao fisico-quimica por um longo
periodo de tempo, a utilizagdo de formulacbes sodlidas baseadas em
encapsulamentos esta sendo estudadas atualmente (Lobo et al., 2019). Varios séo
os beneficios advindos da utilizagdo desse tipo de formulacéo, tais como: aumento
da eficacia, devido a maior area superficial; melhora na atividade sistémica, devido
ao menor tamanho da particula e maior mobilidade; minima toxicidade, devido a
eliminacao de solventes organicos convencionalmente utilizados em formulagdes
(Vejan et al., 2019).

Os polimeros naturais, como alginato de sodio, tém sido alvo de pesquisas
em formulagdes baseadas em encapsulamento, principalmente por ser altamente
compativel, baixo custo, biodegradavel, ndo toxico e capaz de proteger os
microrganismos contra estresses ambientais e libera-los apos degradacdo do
material (Vejan et al., 2019).

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi o desenvolvimento de uma
metodologia para elaboragdo de um inoculante biolégico, por meio do
encapsulamento do fungo Serendipita indica em esferas de alginato de calcio, bem
como a caracterizacdo da sua viabilidade e influéncia, apds inoculagdo, sobre os

parametros morfolégicos e nutricionais de plantas de milho (Zea mays L.).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencgao do inéculo — Serendipita indica

Serendipita indica foi previamente obtido da colecdo de culturas do
Laboratério de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia, da Universidade de Vila
Velha.

Para propagacdo do fungo em meio liquido, 4 discos de agar (4 mm de
didmetro) contendo micélios retirados da borda de colbnias ativas, foram
adicionados em frascos erlenmeyer contendo 125 mL de meio Kaefer modificado,
composto por: glicose (20 g L"), peptona (2 g L"), extrato de levedura (1 gL™), 50
mL L' de solugédo de micronutrientes (NaNOs (12 gL™"), KCI (10,4 gL"), MgS0O4-7H20
(10,4 gL') e KH2POs (30,4 gL"), 10 mLL"' de solugdo de micronutrientes
(ZnS04.7H20 (2,2 g L"), MnCl2.4H20 (0,5 g L"), HsBO3 (1,1 g L"), CoCl2 -5H20
(0,16 g L"), CuSO4- 5H20 (0,16 g L"), (NH4)sM07024-4H20 (0,11 g L"), Fe-EDTA (1
mLL"), solugdo de vitamina (1 mL L") (Hill e Kafer, 2001).

O pH do meio foi previamente ajustado para 6,5, antes da esterilizagdo a 121

°C durante 20 minutos. O fungo foi incubado a 28 + 2 °C, 100 rpm, por 15 dias.

2.2. Determinagado do tempo de fragmentacao dos micélios e ensaios de

viabilidade

Para determinar o tempo de fragmentagdo dos micélios produzidos em meio
liquido, 5 diferentes tempos foram testados: 15, 30, 45, 60 e 75 segundos.

Os micélios foram retirados dos meios de cultura e as suspensdes foram
preparadas pela fragmentagcdo com agua destilada estéril, utilizando liquidificador.

Para realizacdo dos testes de viabilidade, 1 mL da solugdo de micélios
fragmentados foram adicionados periodicamente (0, 7 e 14 dias de armazenamento)
em placas de Petri, contendo meio sélido Kaefer modificado (Hill e Kafer, 2001),
mantidas por 7 dias a 28 °C. As suspensdes foram consideradas viaveis quando,
apos o periodo de incubacgao, foi observado o crescimento de hifas (Rossi et al.,
2017). A solugao foi mantida em temperatura de refrigeracédo (4 °C) durante todo o

tempo de realizag&do das analises.
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2.3. Avaliagcao da concentragao de alginato de sédio para elaboragao das

esferas

A fim de avaliar a melhor concentragcédo de alginato de sodio (NaCesH7Os), que
seria capaz de produzir esferas de formatos e tamanhos uniformes, ensaios
preliminares empregando as concentragdes iniciais de 2, 4, 6 € 8 % (m/v) do
polimero foram realizados.

As solugdes de alginato de sédio foram previamente autoclavadas a 121 °C,
por 20 minutos. Para cada concentragao testada, volumes equivalentes de agua
destilada foram adicionados. A solugcdo foi gotejada, com auxilio de bomba
peristaltica (MS Tecnopon), a uma velocidade de 8 mL/minuto, em solugdo de
cloreto de calcio (CaCl2) 0,7 M (m/v), na proporcao 8:10. As esferas foram mantidas
por 40 minutos, sob agitacdo constante, para completa polimerizagdo das esferas
(Rodrigues et al., 1999).

Ao final, as esferas foram lavadas e acondicionadas em placas de Petri para

avaliagao da uniformidade do formato e tamanhos.

24. Determinacdo da massa de micélios de S. indica para

encapsulamento com alginato de calcio e ensaios de viabilidade

Para determinar a massa de micélios necessaria para elaboragao de esferas
com maior viabilidade, diferentes propor¢des de micélios foram testadas (4, 6, 8 e 10
g de micélios/100 mL de agua). O inbéculo e as suspensdes de micélios
fragmentados foram obtidos conforme metodologia descrita nos itens 2.1 e 2.2,
respectivamente.

A cada solugdo de micélios fragmentados, foi adicionada uma solugdo de
alginato de sédio (NaCsH70s) a 4% (m/v), na proporcao 1:1. A mistura foi gotejada,
com auxilio de bomba peristaltica (MS Tecnopon), a uma velocidade de 8
mL/minuto, em solugéo de cloreto de calcio (CaClz2) 0,7 M (m/v), na propor¢ao 8:10.
As esferas foram mantidas por 40 minutos, sob agitacdo constante, para completa
polimerizagao (Rodrigues et al.,, 1999). Ao final, as esferas foram lavadas, sendo
parte delas submetida a secagem em estufa (35 °C, por 24 horas) (Schoebitz et al.,

2013) e outra parte armazenada em agua destilada estéril (Rossi et al., 2017).
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As esferas (secas e umidas) foram armazenadas em temperatura ambiente
(25 °C) e em temperatura de refrigeracédo (4 °C), e testes de viabilidade foram
realizados com a adicdo das esferas em placas de Petri, contendo meio Kaefer
modificado (Hill e Kafer, 2001), a cada 30 dias, por um periodo de 90 dias. Os
ensaios foram realizados em triplicata e as placas foram inspecionadas diariamente.
Apos sete dias de incubagao a 28 °C foi feita a avaliagdo da viabilidade das esferas

através da medicao dos diametros dos halos de crescimento.

2.5. Material vegetal e inoculagao das esferas em plantas de milho

Foram utilizadas sementes de milho (Zea mays L.) obtidas da empresa
Caigara Comércio de Semente LTDA, previamente desinfestadas em alcool etilico
70% por 3 minutos, seguida de hipoclorito de sodio 2% por 5 minutos e embebidas
em agua destilada estéril por 20 minutos (Paixao et al., 2018).

As sementes foram germinadas em bandejas contendo terra vegetal: areia
(2:1 vlv), previamente autoclavados a 121 °C durante 60 minutos, por duas vezes,
com intervalo de 24 horas entre elas, e mantidas em estantes de germinagdo com
fotoperiodo de luz de 16 horas (intensidade de luz de 100 ymol m?s™), escuridédo de
8 horas, umidade de 80% e temperatura de 25 °C.

Apos sete dias, as plantulas foram transplantadas para vasos com
capacidade de 2 L, contendo o mesmo substrato. A inoculagdo das esferas foi
realizada no transplantio, em que 11 esferas, correspondente a 1 mL do fungo
fragmentado, foram adicionadas a 3 cm abaixo da superficie do vaso, em contato
direto com as raizes.

As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, por 90 dias, e foram
irrigadas 3 vezes na semana, com agua destilada e solugdo de Clark modificada (1/4
forga), pH 5,5-5,6 (Clark, 1997).

2.6. Analises dos parametros de crescimento vegetal

Ao final dos 90 dias ap6ds a inoculagao, as plantas foram avaliadas em relagao
a altura (cm), diametro do caule (cm), peso fresco e seco (g) da parte aérea e das

raizes.
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As plantas foram retiradas dos vasos e as raizes lavadas com agua corrente
para remog¢ao do substrato. A parte aérea e as raizes foram separadas e pesadas,
para determinacdo do peso fresco. Em seguida, foram acondicionados em sacos de
papel e submetidos a secagem em estufa, com circulagao forgada de ar a 60 °C, até

peso constante.

2.7. Determinacgao da taxa de colonizagao fungica

A taxa de colonizacdo fungica foi determinada de acordo com Phillips e
Hayman (1970), com modificagdes. As raizes foram submetidas a sucessivas
lavagens em solugao de KOH 10% (m/v), a 60 °C. Em seguida, foram adicionadas a
solugéo de HCI 1% (v/v), por 10 minutos a 60 °C, para completo clareamento.

As raizes foram coradas com azul de tripano 0,02% (m/v), por 25 minutos.
Vinte seguimentos, com aproximadamente 1 cm de comprimento, foram escolhidos
aleatoriamente e examinadas utilizando microscopio O6ptico (Zeiss, AIXO). A

porcentagem de colonizagao foi determinada pela seguinte equacao:

Colonizagao da raiz (%) = [(numero de segmentos colonizados/numero total de

segmentos examinados)/100]

2.8. Determinagao do conteudo de macro e micronutriente

Para a determinagdo dos teores de N, o material vegetal foi submetido a
digestdo sulfurica, com determinacao titulométrica (Jackson, 1965). Os demais
nutrientes (P, K, Ca, Mg, S, Zn, Fe, Cu, Mn e B) foram quantificados por ICP-OES,
apos digestdo com HNOs concentrado e H202 em sistema de digestdo aberta, sob
as condigdes: gas plasma 8,0 L.min' , taxa de fluxo de gas auxiliar 0,70 L.min" e

taxa de fluxo de gas carreador 0,55 L.min" (Peters, 2005).

2.9. Delineamento experimental e analise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios de viabilidade das esferas foram analisados

estatisticamente por two-way ANOVA, sendo a diferenga entre os tratamentos
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verificada através do teste de Tukey a p<0.05, utilizando-se o programa GraphPad
Prism 8.0.

Para a montagem do experimento em casa de vegetacdo, foi utilizado um
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), constando de trés
tratamentos: (1) plantas ndo inoculadas, (2) plantas inoculadas com micélios
fragmentados de S. indica, (3) plantas inoculadas com micélios fragmentados de S.
indica encapsulados em alginato de calcio, com cinco repetigdes cada tratamento
(n=15). Os dados relacionados aos parametros morfolégicos e nutricionais das
plantas de milho foram analisados estatisticamente por one-way ANOVA, sendo a
diferenca entre os tratamentos verificada através do teste de Tukey a p=<0.05,

utilizando-se o programa GraphPad Prism 8.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Determinacgao do tempo de fragmentagao

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados dos testes de fragmentagao e
viabilidade dos micélios do fungo S. indica, empregando os tempos de 15, 30, 45, 60
e 75 segundos, durante 14 dias de armazenamento. Como se pode observar, o
maior tempo utilizado (75 segundos) proporcionou maior viabilidade quando
comparado com os demais (15, 30, 45 e 60 segundos), mesmo apos 14 dias de

armazenamento, apresentando um crescimento mais denso e uniforme.

15s 30s 45s 60s 75s
TO
‘ o
[} % -
T, > ¥
o &
T2
‘

Figura 1. Crescimento do fungo Serendipita indica apds fragmentacdo do micélio em
diferentes tempos. Tempos de fragmentacao: 15, 30, 45, 60 e 75 segundos. Ty = 0 dias de
armazenamento, T1 = 7 dias de armazenamento e T, = 14 dias de armazenamento.

3.2. Teste de concentragao do alginato de sédio

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados das esferas elaboradas com
diferentes concentragdes de alginato de sddio. A estrutura das esferas elaboradas
com concentragao inicial de 2% diferiu das demais, ndo apresentando uniformidade
de tamanho e formato. No entanto, quando maiores concentragdes foram utilizadas,

maior uniformidade e maior resisténcia mecéanica forma observadas.
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Figura 2. Esferas de alginato de calcio preparadas com quatro diferentes concentracoes
iniciais de alginato de sdodio (2, 4, 6 e 8%).

3.3. Ensaios de viabilidade com diferentes proporgcoes de micélios

Como pode ser observado na Figura 3A, tanto as esferas umidas quanto as
esferas secas germinaram, para todas as propor¢cdes de micélios utilizados,
apresentando viabilidade de 100% logo apds o encapsulamento. Na Figura 3B estéo
representadas as médias dos didmetros dos halos de crescimento dos micélios
encapsulados. Observa-se que ha diferenca significativa, ao nivel de 5%, entre as
médias dos didmetros dos halos de crescimento das esferas umidas e secas, sendo

as esferas secas responsaveis por maiores meédias.

Esferas
Secas

Esferas
umidas
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Figura 3. (A) Viséo geral do crescimento in vitro dos micélios encapsulados. (B) Médias dos
didmetros dos halos dos micélios (4, 6, 8 ou 10 g) do fungo S. indica crescidos por 7 dias,
apos 24h do encapsulamento em esferas de alginato de calcio (2%), armazenadas em via
umida ou seca. Os dados foram analisados por two-way ANOVA combinado com o teste de
Tukey. Letras maiusculas iguais indicam que nao houve diferenga significativa pelo Teste de
Tukey (p<0,05) entre os didmetros dos halos das esferas elaboradas com diferentes
proporgcdes de micélios (4, 6, 8 ou 10 g/100 mL), armazenados em via seca ou Umida; letras
minusculas diferentes indicam diferenga significativa, pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os
didmetros dos halos conforme condigédo de armazenamento das esferas (Umidas e secas).

A partir dos 30 dias de armazenamento, avaliou-se também a influéncia da
temperatura de armazenamento na viabilidade das esferas, onde foram empregadas
as temperaturas de 25 °C e 4 °C. Como observado (Figura 4), as esferas umidas (A)

e secas (B) se mantiveram viaveis em ambas as temperaturas de armazenamento.

Figura 4. Visao geral do crescimento in vitro dos micélios (4, 6, 8 ou 10 g) do fungo S.indica
crescidos por 7 dias, apos 30 dias do encapsulamento em esferas de alginato de calcio
(2%), armazenadas em (A) via umida ou (B) via seca, a 25 °C ou 4 °C.
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Os graficos, representados pela Figura 5, retraram as médias dos diametros
dos halos de crescimento dos micélios, empregando diferentes propor¢des de
massas (4, 6, 8 e 10 g/100 mL), armazenadas em (A) via umida ou (B) via seca, a 25
°Cou4 °C.
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Figura 5: Médias dos didmetros dos halos dos micélios (4, 6, 8 ou 10 g) do fungo S. indica
crescidos por 7 dias, apos 30 dias do encapsulamento em esferas de alginato de calcio
(2%), armazenadas em (A) via umida ou (B) via seca, a 25 °C ou 4 °C. Os dados foram
analisados por two-way ANOVA combinado com o teste de Tukey. Letras maiusculas
diferentes indicam diferenga significativa, pelo Teste de Tukey (p<0,05), entre os didmetros
dos halos das esferas elaboradas com diferentes proporcdes de micélios (4, 6, 8 ou 10
g/100 mL), armazenados a 25 °C ou 4 °C; letras minusculas diferentes indicam diferenca
significativa pelo Teste de Tukey (p<0,05), entre os didmetros dos halos para as diferentes
proporgcdes de micélios e temperatura de armazenamento (4 °C e 25 °C).

Em relagdo as esferas umidas (Figura 5A), pode-se notar uma diferenga
significativa entre as médias dos didmetros dos halos de crescimento das esferas
elaboradas com as diferentes proporgdes de micélios, sendo as esferas elaboradas
com as proporgdes de 4 e 8 g/100 mL, armazenadas a 25 °C e as esferas
elaboradas com as proporgdes de 6, 8 e 10 g/100 mL, armazenadas a 4 °C
responsaveis pelas maiores médias. No geral, as esferas elaboradas com a
proporgao de 6 g/100 mL, armazenada a 4 °C apresentaram maior didmetro quando
comparadas as demais. Ja para as esferas secas, observa-se uma diferenca
significativa apenas entre as esferas armazenadas a 4°C, sendo a proporgao de 8
g/100 mL, responsavel por menor média de crescimento.

Na Figura 6, estdo apresentados os resultados do crescimento das esferas
umidas e secas, apos 60 dias de armazenamento, armazenadas nas temperaturas

de 4 °C e 25 °C. Como pode ser observado, houve uma redug¢ao nos diametros dos
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halos, e somente as esferas armazenadas a temperatura de 4 °C se mantiveram

viaveis.

Figura 6. Visao geral do crescimento in vitro dos micélios (4, 6, 8 ou 10 g) do fungo
Serendipita indica crescidos por 7 dias, apds 60 dias do encapsulamento em esferas de
alginato de calcio (2%), armazenadas em (A) via umida ou (B) via seca, a 25 °C ou 4 °C.

Quando foram avaliadas as medidas dos halos de crescimento das esferas
armazenadas a 4 °C, nota-se que ndo houve crescimento dos micélios das esferas
umidas, elaboradas com 4 g/100 mL. Foi observada uma diferenga significativa na
meédia de crescimento das esferas armazenadas em via seca, sendo proporgcao de

10g/ 100 mL responsavel por menor média, diferindo das demais.
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Figura 7: Médias do didmetro do micélio (4, 6, 8 ou 10 g) do fungo Serendipita indica
crescidos por 7 dias, apds 60 dias do encapsulamento em esferas de alginato de calcio
(2%), armazenadas em via umida ou via seca, a 4 °C. Os dados foram analisados por two-
way ANOVA combinado com o teste de Tukey. Letras maiusculas diferentes indicam
diferenga siginifiativa, pelo Teste de Tukey (p<0,05), entre os diametros dos halos das
esferas elaboradas com diferentes proporgdes de micélios (4, 6, 8 ou 10 g/100 mL),
armazenadas a 4 °C; letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05), entre os didmetros dos halos para as diferentes proporgées de micélios e
condigdo de armazenamento (via Umida ou via seca).
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Ao final de 90 dias de armazenamento a 4 °C, pode-se notar que nao houve
crescimento dos micélios encapsulados nas esferas de alginato de calcio, em ambos
os tratamentos, apds periodo de incubacdo por 7 dias a temperatura de 28 °C

(Figura 8).

Figura 8. Visao geral do crescimento in vitro dos micélios (4, 6, 8 ou 10 g) do fungo S. indica
crescidos por 7 dias, apds 90 dias do encapsulamento em esferas de alginato de calcio
(2%), armazenadas em (A) via umida ou (B) via seca, a 4 °C.

3.4. Anadlise dos parametros de crescimento vegetal

Na Figura 9 estdo apresentadas as médias da altura e didmetro do caule das
plantas de milho, para os diferentes tratamentos aplicados. Observa-se que nao
houve diferenga significativa em relacdo a altura, ao nivel de 5%, entre os
tratamentos controle e S. indica, apresentando uma altura aproximada de 130 cm. O
tratamento que recebeu o fungo encapsulado apresentou menor altura, de
aproximadamente 116 cm. N&o foi observada diferenga significativa entre os

tratamentos quando avaliados os didametros dos caules.
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Figura 9: Altura (cm) e didmetro do caule (cm) das plantas de milho nio inoculadas (Ni),
inoculadas com micélios fragmentados de S. indica (Si) e inoculadas com S. indica
encapsulado em alginato de calcio 2% (Alg+Si). Os dados foram analisados por one-way
ANOVA combinado com o teste de Tukey. Letras diferentes entre os tratamentos indicam
diferengas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Os resultados das avaliagdes dos pesos, seco e fresco, da parte aérea e das
raizes, e volume de raiz estdo apresentados nas Figuras 10. Em relagdo ao peso
fresco da parte aérea, observa-se que n&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos que receberam o fungo, ambos apresentando massas de
aproximadamente 69 g. Ja para o peso seco, nao foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos.

Para as raizes, foi observada uma diferenga significativa em relagéo ao peso
fresco, sendo o tratamento com os micélios fragmentados do fungo S. indica
responsavel por maior massa, de aproximadamente 99 g. Menor massa foi obtida
para tratamento que recebeu o fungo encapsulado em esferas de alginato.
Resultado semelhante foi obtido em relacdo ao peso seco, onde as raizes das
plantas que receberam o fungo encapsulado em esferas de alginato apresentaram
menor massa, de aproximadamente 7 g, diferindo dos demais tratamentos. Nao foi
observada diferenga significativa entre as massas das raizes dos tratamentos nao-
inoculado e inoculado com micélios fragmentados de S. indica.

Em relagéo ao volume de raiz, ndo foi observada diferenga significativa entre

os tratamentos.
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Figura 10: Peso fresco e seco (g) da parte aérea e das raizes e volume de raiz (mL) das
plantas de milho n&o inoculadas (Ni), inoculadas com micélios fragmentados de S. indica
(Si) e inoculadas com S. indica encapsulado em alginato de célcio 2% (Alg+Si). Os dados
foram analisados por one-way ANOVA combinado com o teste de Tukey. Letras diferentes
entre os tratamentos indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.5. Determinacgao da taxa de colonizagao fungica

Apods 90 dias de inoculagéo de S. indica, foi avaliada a colonizagao das raizes
das plantas de milho pelo método de coloragao de azul de tripano e visualizadas em
microscépio (Figura 11). Os resultados mostraram que 70% dos segmentos das
raizes inoculadas com o fungo fragmentado e 85% das raizes inoculadas com o

fungo encapsulado foram colonizadas por S. indica.

=

Figura 11. Micrografias representativas da colonizagao fungica nas raizes de milho nao-
inoculadas (A), inoculadas com S. indica fragmentado (B) e inoculadas com S. indica
encapsulado em alginato de calcio (C). Setas apontam para os clamidésporos.
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3.6. Conteudo de macro e micronutrientes

Os conteudos de nutrientes observados na parte aérea estao apresentados
na Tabela 1. No geral, a inoculagdo fungica nao foi capaz de proporcionar um
aumento no conteudo de nutrientes na parte aérea das plantas de milho.

Em relagdo aos macronutrientes, nota-se que maiores conteudos de N e K
foram obtidos no tratamento nao-inoculado e que nédo houve diferenga significativa
entre os conteudos de P, S entre os tratamentos. Menores conteudo de Ca, Mg e
Carbono orgénico foram observados no tratamento com os micélios fragmentados
de S. indica, sendo que ndo foram observadas diferengas significativas entre o
tratamento controle e do fungo encapsulado.

Para os micronutrientes, menores conteudos foram observados no tratamento
que recebeu o fungo fragmentado, exceto para o conteudo de Zn, que nao diferiu
entre os tratamentos. Os demais micronutrientes (Cu, B, Fe e Mn) ndo apresentaram

diferenca significativa entre os tratamentos controle e o com o fungo encapsulado.

Tabela 1. Conteudo de nutrientes da parte aérea das plantas de milho

Tratamentos
Nutrientes Controle S indica Alginato + S.
indica
gkg”’

ﬁ’j N 116.00 A 89.83 C 100.80 B
3 P 29.69 A 28.84 A 30.86 A
'§ K 23510 A 160.42 C 187.50 B
S Ca 78.99 A 56.47 B 88.20 A
3 Mg 75.61 A 63.02 B 75.83 A
S S 2001A 1924 A 21.43 A

Carbono 8125.88 A 7041.83B 7837.33 A
8 mg kg !
_§ Cu 30.5A 18.42 B 35.00 A
= Zn 416.83 A 43542 A 390.00 A
S B 346.55 A 307.98 B 355.53 A
S Fe 3329.58 A 2493.33B 3475.00 A
= Mn 2353.58 AB 2112.92B 2596.67 A

Os dados foram analisados por one-way ANOVA combinado com o teste de Tukey. Letras
diferentes entre os tratamentos indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Os conteudos de nutrientes das raizes estdo apresentados na Tabela 2. A
inoculagdo com o fungo encapsulado proporcionou um aumento nos conteudos de
Ca, Mg, Carbono organico e Zn, quando comparado aos demais tratamentos.
Maiores conteudos de S e Fe foram obtidos no tratamento com os micélios
fragmentados.

A inoculagao fungica, tanto na forma de micélios fragmentados, quanto na
forma encapsulada, ndo foi capaz de promover um aumento no conteudo dos
demais nutrientes, uma vez que os resultados obtidos sdo estatisticamente iguais

e/ou menores que o tratamento controle.

Tabela 2. Conteudo de nutrientes das raizes das plantas de milho

Tratamentos
Nutrientes Controle S indica Alginato + S.
indica
gkg”’

é N 48.46 A 45.96 AB 40.90 B
2 P 9.28 A 9.59 A 8.15B
5 K 31.00 A 23.56 B 16.50 C
§ Ca 14.11B 11.83B 30.54 A
S Mg 9.69B 10.56 B 12.98 A
S S 9.94B 1251 A 9.25B

Carbono 1142.35B 1324.05 AB 2027.30 A
§ mg kg -
2 Cu 2325 A 29.25 A 27.50 A
= Zn 178.25B 195.00 B 27317 A
S B 194.11 A 212.03 A 119.61 B
S Fe 16126.90 B  25376.00 A 4946.33 C
= Mn 1446.67 A  1108.25B 1486.83 A

Os dados foram analisados por one-way ANOVA combinado com o teste de Tukey. Letras
diferentes entre os tratamentos indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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4. DISCUSSAO

A utilizagdo de microrganismos promotores de crescimento vegetal pode
melhorar a absorgdo de nutrientes e agua pelas plantas e afetar positivamente o
rendimento das culturas. Nesse sentido, o fungo endofitico Serendipita indica é
amplamente utilizado, principalmente por ser de facil cultivo e por colonizar raizes de
diferentes espécies vegetais (Varma et al., 2012).

Para elaboracdo de uma metodologia efetiva para inoculagdo do
microrganismo, e obtengdo de esferas com maior viabilidade, ensaios preliminares
empregando diferentes tempos para fragmentagdo dos micélios, concentragcado de
alginato de sodio, propor¢do de massa de miceélios, tratamentos e condigbes de
armazenamentos foram avaliados.

A determinagédo do tempo de fragmentagdo é uma etapa fundamental para
encapsulamento do microrganismo, uma vez que pode variar conforme a espécie
utilizada, sua resisténcia a fragmentagcdo e o tipo de equipamento (Rossi et al.,
2017). Apesar de ser uma etapa necessaria, especialmente para fungos que
possuem o crescimento filamentoso, a fragmentagcdo pode resultar em perda da
viabilidade ao longo do tempo de armazenamento, uma vez que as ceélulas se
rompem e liberam constituintes, como compostos fendlicos, lipidios, proteinas de
membranas e enzimas intracelulares que se acumulam no meio criando ambiente
téxico na suspenséao, que geralmente se acentua ao longo do tempo (lwase, 1992).

A principio, acreditava-se que menor tempo de fragmentagédo proporcionaria
maior viabilidade, uma vez que haveria maior preservagado da estrutura fungica. No
entanto, apds realizagdo dos ensaios, foi possivel observar que o maior tempo
utilizado (75 segundos) apresentou um crescimento mais denso e uniforme, mesmo
apos 14 dias de armazenamento. Rossi et al. (2017) avaliaram diferentes tempos
para fragmentacdo de fungos ectomicorrizicos para encapsulamento em esferas de
alginato de calcio, e constataram um aumento na viabilidade quando o tempo de
fragmentacao foi aumentado de 10 segundos para 60 segundos.

A principal vantagem do maior tempo de fragmentagcdao dos micélios é a
obtengao de propagulos fungicos menores, que além de evitar possiveis obstrugdes
nos equipamentos utilizados, tera uma melhor distribuicdo nas esferas formadas.

Quando adicionados ao meio ambiente, os microrganismos precisam de

condicbes apropriadas para garantir sua sobrevivéncia, e a competigdo com
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microrganismos nativos e as condicdes ambientais desfavoraveis, podem afetar
negativamente seu desenvolvimento (Perez et al., 2018). Nesse sentido, a utilizagéo
de agentes carreadores, € uma alternativa para minimizar esses impactos e fornecer
ao microrganismo um ambiente adequado por um longo periodo de tempo (Lobo et
al., 2019).

O alginato de sd6dio € um polimero natural, amplamente utilizado na industria
agricola, formado por cadeias lineares de acidos a-L-glucurénico e 3-D-manurénico,
cujo grau de polimerizagdo esta relacionado ao peso molecular médio
correspondente as unidades dos acidos em sua estrutura (Szopa et al., 2022).

As propriedades fisicas das esferas de alginato (resisténcia, uniformidade de
tamanho e forma), obtidas apds a etapa de polimerizagdo com cloreto de calcio
(CaClz), séo fortemente influenciados pelo grau de polimerizagdo das moléculas e
pelo processo de esterilizacdo, sendo no geral, compostos com elevado grau de
polimerizagao, mais instaveis (Daigle e Cotty , 1997). Alem disso, o grau em que as
moléculas podem ser afetadas é diretamente dependente da concentragdo de
alginato de sodio utilizada na solugéo (Leo et al., 1990).

Sendo assim, apos avaliacdo das propriedades fisicas das esferas formadas
com as diferentes concentragdes de alginato de calcio, apds processo de
esterilizacdo, optou-se por utilizar a concentracao inicial de 4%, que resultou em
esferas uniformes em tamanho e formato, semelhantes as maiores concentracoes
testadas.

A viabilidade das esferas, elaboradas com as diferentes propor¢cdes de massa
de micélios fragmentados, submetidas a secagem e armazenamento em agua, e
mantidas sob temperaturas de 4 e 25 °C, foi acompanhada durante 90 dias. Ao final
desse periodo, foi possivel assegurar uma viabilidade de aproximadamente 60 dias,
para todas as propor¢cdes avaliadas, sendo necessario o armazenamento a
temperatura de 4 °C. No entanto, a medida que aumenta o tempo de
armazenamento, alguns fungos podem demorar um pouco mais para iniciar a
germinagao dos micélios para fora dos granulos, sendo necessario um maior tempo
de armazenamento para avaliacdo da viabilidade (Rossi et al., 2017). Acredita-se
que, apos 90 dias, seja necessario um aumento no tempo de armazenamento das

esferas a 28 °C para avaliagdo da viabilidade, pois resultados preliminares (dados
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nao mostrados) sugerem que apds esse periodo os micélios ainda se mantém
viaveis.

Embora os parametros de crescimento ndo tiverem sido afetados com a
inoculagao do fungo S. indica, ndo foram observadas respostas negativas, uma vez
que fungos, especialmente os micorrizicos e endofiticos, podem competir por
nutrientes com seus hospedeiros (Hallasgo et al., 2020), e em condigdes onde nao
ha escassez, ndo sao capazes de influenciar negativamente esses parametros.

A maior taxa de colonizacao, obtida nas raizes das plantas inoculadas com as
esferas de alginato, confirma e eficiéncia da protecao conferida pela matriz
polimérica, que € capaz de fornecer uma barreira temporaria ao microrganismo,
aumentando sua viabilidade. Assim, a degradagcéo mais lenta do material resulta em
uma liberagdo controlada dos propagulos fungicos préximo ao sistema radicular,
facilitando o processo de colonizacao (Szopa et al., 2022).

Os microrganismos presentes nos solos sao responsaveis por melhorar a
disponibilidade das fontes de nitrogénio para as plantas, atuando tanto na
imobilizagdo e mineralizagdo do N organico, quanto na nitrificacdo ou desnitrificagao
do N inorganico (Grzyb et al., 2020). Uma vez que o fungo também precisa de N
para seu crescimento e sobrevivéncia (Lonardo et al., 2020), os resultados desse
estudo sugerem que o tratamento com os micélios fragmentados exerceu influéncia
negativa na absor¢cédo do N pelas plantas de milho, tanto na parte aérea quanto nas
raizes. Por se encontrar na forma livre, o fungo absorve mais rapidamente o
nutriente, fornecendo apenas o excedente ao seu hospedeiro. Por outro lado, as
plantas tratadas com o fungo encapsulado foram capazes de absorver maior
conteudo de N, possivelmente devido a liberagcédo gradativa do fungo, proporcionada
pela matriz polimérica de alginato de calcio (Lobo et al., 2019). Além disso, em troca
do seu efeito benéfico na absorgao de nutrientes, a planta hospedeira transfere parte
do seu carbono fixado fotossinteticamente para o fungo (Fellbaum et al., 2012).
Sendo assim, maiores conteudos do carbono organico observados nos tratamentos
controle e fungo encapsulado podem ter favorecido maior absor¢do do N pelas
plantas de milho.

Apesar das inumeras evidéncias dos beneficios conferidos as espécies
vegetais pela utilizacdo do fungo S. indica, pouco se sabe sobre seu papel na

nutricdo de outros macronutrientes essenciais, como o K (Kundu e Vadassery,
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2022). Os resultados desse estudo mostraram que a inoculagdo do fungo nao foi
capaz de proporcionar maior absor¢cdo de K para as plantas de milho. Conchilo et
al., (2021), ao avaliar possiveis alteracbes mediadas por S. indica no transporte de K
em Arapidopsis thaliana, concluiram que, apesar de exibir multipos transportadores
de K (SiHAK1, SiTRK1, SiTRK2e SiTOK1), em condicbes de deficiéncia do
nutriente, S. indica reduz o acumulo geral de K na planta hospedeira, enquanto
melhora seu préprio crescimento, expressando o gene SiHAK1, principal
transportador envolvido na captacao de K.

Os conteudos de P, S, tanto na parte aérea, quanto nas raizes, nao
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos. Apesar de ser um
macronutriente essencial para o desenvolvimento vegetal, o P é pouco disponivel
nos solos e representa um constante desafio para producéo agricola (Kalayu, 2019).
Muitos estudos focam no efeito combinatério de fungos endofiticos e bactérias
solubilizadoras de fosfato para melhorar a absor¢do do nutriente pelas plantas
(Nacoon et al.,, 2020). Um aumento na absor¢do de P em algumas espécies
vegetais, apds inoculagdo com S. indica, sdo relatados por alguns autores, que
sugerem que 0s mecanismos de absorcao estejam relacionados a redugao do pH,
através da produgdo de acidos organicos, estimulando a atividade enzimatica e
indugdo de genes de transporte de fosfato de alta afinidade, especialmente sob
condigdes privadas de P (Ngwene et al., 2016; Wu et al., 2018). Estudos mostram
que as hifas do fungo sdo capazes de transportar P para as plantas em condi¢des
privadas de P, mas s&o incapazes de transferir em condigdes de altas
concentragdes, embora ndo haja diferengca de colonizagdo em ambas as condigdes
(Gill et al., 2016).

Cerca de 95% do S presentes nos solos encontra-se indisponivel para ser
utilizado diretamente pelas espécies vegetais, sendo necessaria a agao de
microrganismos antes de sua absorgéo (Gahan and Schmalenberger, 2014; Narayan
et al.,, 2021). Em condic¢bes limitadas de S, ha um aumento na expressdo do gene
PiSulT de S. indica, e como consequéncia, ha um aumento no transporte do
nutriente para o vegetal. No entanto, em condi¢des suficientes, S. indica prioriza a
assimilagao de sulfato sobre a atividade de transporte do gene e n&do compartilha o
nutriente com o hospedeiro (Narayan et al.,, 2021). Os resultados desse estudo

sugerem que o mutualismo entre S. indica e as raizes das plantas de milho foram
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capazes de equilibrar a assimilacdo de sulfato, e por isso ndo foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos.

Um aspecto importante na sobrevivéncia das plantas é a deteccéo precoce e
a resposta rapida a estimulos especificos, sendo o Ca?* um importante sinalizador
das interacbes simbidticas (Beltayef et al., 2020). Neste estudo, maior absorcao de
Ca®* foi observada nas raizes das plantas inoculadas com o fungo encapsulado.
Resultados semelhantes foram relatados por Vadassery et al. (2009), que
demonstraram que a elevacdo do conteudo de Ca nas raizes de Arabidopsis
thaliana inoculadas com S. indica é necessaria para interacdo benéfica entre o
microrganismo e seu hospedeiro.

O Mg é um macronutriente que esta envolvido em uma série de processos
biolégicos nas plantas, e por ser o atomo central da clorofila, € de extrema
importancia no processo de fotossintese (Gardner, 2003). Os resultados mostram
que o fungo encapsulado foi capaz de proporcionar um aumento na absorgao de Mg,
principalmente nas raizes. Prasad et al., (2019) avaliaram o papel do fungo S. indica
na melhoria da nutricdo de Mg em plantas de Arabidopsis thaliana, e destacaram a
importancia do transportador PiMgT1, principalmente quando cultivadas sob
condigao de privacao do nutriente. Os autores também sugerem que a maior taxa de
colonizagao possa ter favorecido maior acumulo do nutriente nas hifas intrarradicais
e nos tecidos radiculares.

Devido a baixa mobilidade dos nutrientes metalicos Zn, Fe, Cu e Mn nos
solos, a absorgao pelas raizes tém difusédo limitada, sendo que maior densidade de
hifas fungicas extrarradicais nos solos € uma alternativa para aumentar e facilitar a
superficie de absorgéo desses nutrientes (Liu et al., 2000).

Padash et al. (2016), ao avaliarem a influéncia do aumento da concentragao
de Zn em substratos para cultivo de Lactuca sativa cv. colonizadas com S. indica,
verificaram um aumento nos parametros de crescimento, no entanto, uma redugao
no conteudo de ferro nas folhas. Resultados semelhantes foram obtidos nesse
estudo, uma vez que os conteudos de Fe e Zn encontrados nas raizes das plantas
tratadas com o fungo fragmentado e encapsulado foram inversamente proporcionais,
provavelmente pelas interacdes competitivas entre Fe e Zn, que ocorrem nos sitios

de absorcao das raizes das plantas. Em contrapartida, ndo foi observada diferenca
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entre os tratamentos para o conteudo de Zn na parte aérea, e o conteudo de Fe foi
menor no tratamento com o fungo fragmentado.

O maior acumulo de Cu, observado nas raizes das plantas de milho
inoculadas com o fungo encapsulado, pode ser explicada pela maior associagao
simbidtica, que € capaz de imobilizar metais pesados, ligando-os as células das
hifas, e restringindo seu transporte para a parte aérea (Hallasgo et al., 2020). O Cu é
micronutriente essencial para o desenvolvimento vegetal, no entanto, quando
presente em altas concentragbes, pode inibir a morfologia da raiz, aumentar a
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) na planta e induzir os niveis de
expressdo de genes relacionados a resposta ao estresse oxidativo (Sabra et al.,
2018). Assim, ao restringir o Cu nas raizes, S. indica pode conferir as espécies
vegetais maior tolerancia a metais, fornecendo uma excelente estratégia para a
fitorremediacdo (Nanda andAgrawal, 2018).

O conteudo de Mn, tanto na parte aérea quanto raizes, foi menor nas plantas
inoculadas com o fungo fragmentado. O impacto causado pela liberacdo de
compostos organicos de baixo peso molecular pelas raizes inoculadas com fungos
micorrizicos pode afetar a comunidade microbiana responsavel pela potencial
reducdo do Mn*V, reduzindo assim a atividade estimuladora do Mn nos solos
(Kothari et al., 1991). Resultados semelhantes foram obtidos por Hallasgo et al.,
(2022), ao avaliarem um declinio consistente de Mn e Fe em plantas de tomate
inoculadas com S. indica. Acredita-se que o maior contato do fungo fragmentado
com a rizosfera possa ter modificado esse ambiente, resultando em menor absorgao
do nutriente.

Hosseini et al. (2007) provaram efeitos significativos da interagao entre B x Zn
em muitos processos bioquimicos e fisiologicos de plantas. De acordo com os
autores, as interagdes nutricionais podem interferir na composi¢cao mineral da planta,
de maneira que o excesso de um elemento pode estimular ou inibir a absor¢céo de
outros. Tavallali (2017) também verificou que os efeitos adversos da deficiéncia de B
em mudas de pistache (Pistacia vera L. cv. Badami) sado aliviados pelo aumento dos
niveis de Zn até 10 mg.kg™” no solo, e que em concentragbes adequadas, B e Zn
interagem sinergicamente. O conteudo de B, obtido nas raizes das plantas de milho,

foi inversamente proporcional ao conteudo de Zn, sendo maior no tratamento
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controle e no tratamento com o fungo fragmentado. Em relagao a parte aérea, esse

efeito foi observado apenas no tratamento com o fungo fragmentado.

5. CONCLUSOES

Os resultados desse estudo mostram que a utilizagdo do alginato de sédio,
como agente carreador para o fungo S. indica, pode ser uma alternativa promissora
para o desenvolvimento de bioinoculantes, uma vez que foi capaz de conferir
protecdo e manter a viabilidade dos micélios fragmentados.

Além disso, a liberagédo gradativa do fungo, conferida pela matriz polimérica,
foi capaz de proporcionar uma maior colonizagao nas raizes, e consequentemente,
maior acumulo de nutrientes, especialmente nas raizes das plantas de milho.

No entanto, maiores estudos serdo necessarios para melhorar o ajuste da
tecnologia de encapsulamento e inoculagao, especialmente visando aumentar a vida
util do inéculo e proporcionar maior absor¢ao de nutrientes e aumento da biomassa

vegetal.
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CAPITULO I
RESUMO

COSTA, FERNANDA SENNA FERREIRA, D.Sc, Universidade Vila Velha — ES,
dezembro de 2023. Potencial utilizagao de biofertilizantes a base de alginato de
calcio para o cultivo sustentavel de plantas de tomate (Solanum lycopersicum).
Orientador: Alessandro Coutinho Ramos.

A crescente demanda por praticas agricolas mais sustentaveis e eficazes tem
impulsionado a pesquisa e a inovagdo em diversas areas, incluindo o
desenvolvimento de biofertilizantes e o uso de agentes carreadores, como o alginato
de calcio. Além disso, o conceito de consorcio microbiano, que envolve a interagao
coordenada de microorganismos benéficos no solo, tem se destacado como uma
abordagem promissora para melhorar a saude das plantas e fertilidade dos solos.
Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da inoculagdo de esferas de
alginato de calcio contendo o fungo Serendipita indica e a bactéria Herbaspirilum
seropedicae, bem como 0 consorcio microbiano, em relagdo aos parametros
morfolégicos e nutricdo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.). Cinco
esferas de cada tratamento (controle, S. indica, H. seropedicae e S. indica + H.
seropedicae) foram inoculadas em sementes de tomate, previamente desinfestadas,
em vasos contendo terra vegetal:areia (2:1). Apos 90 dias, foi feita a avaliagdo da
altura, peso seco e fresco da parte aérea e das raizes, diametro do caule, volume de
raiz, taxa de colonizagado e conteudo de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg) da parte
aérea. O maior peso fresco foi observado na parte aérea das plantas inoculadas
com esferas de S. indica e do consércio microbiano (S. indica + H. seropedicae),
apresentando diferenca significativa em relagdo ao tratamento nado inoculado.
Também foi observada diferenga significativa em relagédo ao peso seco das raizes,
porém, este foi maior no tratamento nao inoculado, em relagdo aos tratamentos
inoculados. Os demais paradmetros nado foram alterados com a inoculagdo dos
microrganismos. Uma alta taxa de colonizagdo fungica (100%) foi observada nos
tratamentos com esferas contendo S indica e no consoércio microbiano (S. indica+H.
seropedicae). Em relagdo aos nutrientes, houve um aumento no conteudo de Ca e
K, nas plantas inoculadas com esferas contendo o consércio microbiano, e K nas
plantas inoculadas com S. indica e com o consércio microbiano, quando comparado

ao tratamento ndo-inoculado. Os resultados ressaltam a relevancia da pesquisa em
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biofertilizantes como ferramenta promissora para promover a sustentabilidade e
eficacia de praticas agricolas, contribuindo para solugbes mais eficientes e

amigaveis ao meio ambiente e agricultura.

Palavras-chaves: Serendipita indica; Herbaspirilum seropedicae, alginato, nutrigao

vegetal.
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ABSTRACT

COSTA, FERNANDA SENNA FERREIRA, D.Sc, University Vila Velha - ES,
december, 2023. Potential use of calcium alginate-based biofertilizers for the
sustainable cultivation of tomato plants (Solanum lycopersicum L.). Advisor:
Alessandro Coutinho Ramos

A high demand for more sustainable and effective agricultural practices have boosted
the research and the innovation in many areas, including the biofertilizers and the
use of carries agents, as the calcium alginate. Furthermore, the microbial consortium
concept, which involves the coordinated interaction of beneficial microorganisms in
soil, has been highlighted as a promising to improve the plants health and soils
fertility. Thereby, the objective of this study was to evaluate the effects of calcium
alginate beads containing the Serendipita indica fungi and the Herbaspirilum
seropedicae bacteria, as well the microbial consortium, related to the nutrition and
morphological parameters in tomato plants (Solanum lycopersicum L.). Five beads of
each treatment (control, S. indica, H. seropedicae and S. indica + H. seropedicae)
were inoculated in tomato seed, previously disinfected, in vases containing vegetable
soil:sand (2:1). After 90 days, an evaluation of height, dry and fresh weight of aerial
part and roots was made, as well the roots volume, percentage colonization and
macronutrients contents (N, P, K, Ca, Mg) of aerial parts. The higher fresh weights
were observed in the inoculated aerial part whit S. indica beads and those with
microbial consortium (S. indica + H. seropedicae), showing significant difference in
comparison whit the non-inoculated plants. Also, it was observed significant
difference in comparison with the dry weight roots; however, it was the higher in the
non-inoculated plants, regarding the inoculated treatments. The other parameters
were not change with the microbial inoculation. A higher percentage of fungi
colonization (100%) was observed in treatment with beads containing S. indica and
the microbial consortium (S. indica + H. seropedicae). Related to the nutrients, an
increasing in Ca and K contents in the inoculated plants with S. indica and in the
microbial consortium occurred, in comparison with the non-inoculated plants. The
results highlight the research relevance of biofertilizer as a promising tool to promote
the sustainable and effective of agricultural practices, contributing for more efficient

and friendly solutions to the environment and agriculture.
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1. INTRODUGAO

O tomate (Solanum lycopersicon L.) pertence a familia Solanaceae e é uma
das espécies vegetais mais cultivadas em todo o mundo (Caruso et al., 2022). Em
2021, de acordo com os ultimos dados disponiveis, foram atribuidos mais de 5
milhdes de hectares a producéo de tomate, sendo a China o maior produtor, seguida
por india, Turquia e Estados Unidos (FAO, 2023).

A fim de atender as exigéncias do mercado, impulsionando uma produgao
continua, a pratica de monocultura tem se tornado cada vez mais comum para
producao de tomates (Fu et al., 2017; Caruso et al., 2022). No entanto, impactos
negativos no rendimento e qualidade das culturas, bem como a ocorréncia de
pragas e doengas, sao observados (Oladokun et al., 2019).

Uma vez que as espécies vegetais possuem necessidades nutricionais
diferentes, o cultivo de uma mesma espécie, por longo periodo de tempo em uma
mesma regido, pode resultar em escassez de alguns nutrientes e acumulo de outros
(Ali et al., 2021). Esse desequilibrio nutricional e o acumulo excessivo de nutrientes
e metabdlitos, faz com que a comunidade microbiana, que esta intimamente
relacionada aos processos bioldgicos de ciclagem de nutriente e formacédo e
decomposicdo da matéria organica, se torne instavel, proliferando de maneira
excessiva, principalmente os microrganismos nocivos e patogenos (Ali et al., 2021,
Dang et al., 2022).

A fim de compreender como as propriedades dos solos € 0os microrganismos
respondem as diferentes praticas de manejo e as mudangas ambientais, muitos
pesquisadores, nos ultimos anos, estdo buscando eliminar possiveis obstaculos no
cultivo de tomate, através de melhorias dos métodos de cultivo e gestdo pds-colheita
(Fu et al., 2017). Entre elas, a selecao de variedades superiores € mais resistentes a
doengas e pragas, aplicagbes de técnicas de enxerto para aumentar a resisténcia
das plantas, fertilizagao, ou rotacdo de culturas para equilibrar a nutricdo dos solos
(Buller et al., 2013; Zhang et al., 2014; De Corato et al., 2020).

Os fertilizantes inorganicos séo de grande importancia no cultivo de espécies
vegetais, pela sua capacidade de correcdo dos solos e por fornecerem nutrientes
necessarios para o crescimento e aumento no rendimento das culturas (Chen et al.,
2021). No entanto, sob regime de monocultura, os agricultores geralmente aplicam

grandes quantidades desses produtos para manter os niveis de produgdo, e em
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longo prazo, ndo so leva a consolidagdo do solo, como também ao aumento da
poluicdo, e maiores custos de producéo (Wu et al., 2016).

A busca por alternativas ecoldgicas, para mitigar os efeitos nocivos dos
agroquimicos no meio ambiente e promover uma agricultura mais sustentavel, é
uma estratégia viavel e pode ser alcangada com a utilizagdo de microrganismos
provenientes dos solos (Basu et al., 2021). Esses microrganismos sdo capazes de
proporcionar efeitos benéficos quando associados as espécies vegetais, e através
de mecanismos diretos ou indiretos, podem resultar em um aumento na
produtividade de culturas, melhorar a fertilidade dos solos e promover a diversidade
e a interagdo com outros microrganismos benéficos, inibindo o crescimento de
potenciais patdogenos e conferindo maior resisténcia a estresses abidticos (Santoyo
et al., 2021).

Atualmente, a maioria dos estudos se concentra na avaliagéo das interagcdes
entre uma unica espécie de microrganismo com a espécie vegetal. No entanto,
devido a diversidade de microrganismos encontrados nos solos e as multiplas
interacdes que podem ocorrer quando associadas as raizes das plantas, a utilizacao
de consércios microbianos, contendo dois ou mais microrganismos compativeis de
diferentes cepas ou espécie, pode resultar em efeitos aditivos ou sinérgicos
(Santoyo et al., 2021).

S. indica é um fungo endofitico, isolado de raizes de plantas no deserto de
Thar, na india, capaz de colonizar raizes de diferentes espécies vegetais (Verma et
al., 1998). O fungo é conhecido por melhorar o rendimento das culturas e conferir
resisténcia contra estresses bioticos e abiodticos, desencadeando resisténcia
sistémica induzida, aumentando a capacidade antioxidante, mobilizando nutrientes e
manipulando os niveis hormonais da planta (Gill et al., 2016).

Assim como os fungos, as bactérias também sao capazes de se associar as
raizes das plantas impulsionando seu desenvolvimento de forma direta ou indireta.
Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotrdfica, pertencente a subclasse das
B-proteobactérias, que se encontra associada preferencialmente em gramineas de
grande importancia alimentar, como milho, cana-de-agucar, arroz, sorgo e trigo
(Olivares et al., 1996). Quando associada as plantas, esse microrganismo é capaz

de promover a fixagdo biolégica de nitrogénio, produzir genes reguladores de
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crescimento, como auxinas e giberelinas e solubilizar fosfato inorganico (Irineu et al.,
2022).

Muitos estudos utilizam S. indica de forma isolada como forma de avaliar sua
capacidade de promover o crescimento e aporte de nutriente as espécies vegetais,
no entanto, pouco se sabe sobre a interagdo com outros microrganismos (Sharma et
al., 2023).

Atualmente, um dos maiores desafios da utilizacdo de microrganismos para
promogao do crescimento vegetal € garantir a preservagdo e manter a viabilidade
durante transporte, armazenamento e aplicacdo em campo. Ao aplicar diretamente
nos solos, os microrganismos ficam expostos a diversas condigbes ambientais,
como a escassez ou excesso de agua, alteragbes de pH e temperatura, além da
competicdo com o0s microrganismos nativos que podem influenciar na sua
efetividade (Rojas-Sanchéz et al.,, 2022). Assim, a utilizagdo de técnicas para
imobilizagdo de microrganismos, com a selecdo e utilizagdo de um veiculo
adequado, capaz de conferir protecdo e manter a estabilidade dos microrganismos
se torna essencial para superar essas limitagdes (Chaudhary et al., 2020).

Sendo assim, o0 objetivo desse estudo foi estabelecer um consércio
microbiano, a partir do fungo Serendipita indica e da bactéria Herbaspirilum
seropedicae e verificar a influéncia dos microrganismos, de forma isolada e em
consorcio, veiculados em matriz polimérica de alginato de calcio, sobre os
parametros morfolégicos e nutricionais de plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.).
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2. MATERIAL E METODOS

21. Obtencao do inéculo de S. indica e encapsulamento em alginato de

calcio

O fungo endofitico Serendipita indica foi previamente obtido da colegdo de
culturas do Laboratério de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia, da Universidade
de Vila Velha.

Para propagacdo do fungo em meio liquido, 4 discos de agar (6 mm de
didmetro) contendo micélios retirados da borda de colbnias ativas, foram
adicionados em frascos erlenmeyer contendo 125 mL de meio Kaefer modificado,
composto por: glicose (20 g L"), peptona (2 g L"), extrato de levedura (1 g L"), 50
mL L' de solugdo de micronutrientes (NaNOs (12 g L), KCI (10,4 g L™,
MgS04-7H20 (10,4 g L") e KH2POs4 (30,4 g L"), 10 mL L' de solugdo de
micronutrientes (ZnS04.7H20 (2,2 g L"), MnCl2.4H20 (0,5 g L"), H3BO3 (1,1 g L),
CoCl2 -5H20 (0,16 g L"), CuSO4- 5H20 (0,16 g L"), (NH4)sM07024-4H20 (0,11 g L"),
Fe-EDTA (1 mL L), solugado de vitamina (1 mL L") (Hill e Kaefer, 2001).

O pH do meio foi previamente ajustado para 6,5 antes da esterilizacdo a 121
°C durante 40 minutos. O fungo foi incubado a 28 £ 2 °C, 98 rpm, por 15 dias. Apds
esse periodo, procedeu-se a fragmentagdo, onde 10 g de massa fungica foram
adicionadas de 100 mL de agua destilada estéril, utilizando liquidificador.

Para obtencao das esferas, uma solugéo de alginato de sédio (NaCeH7Os) na
concentragao de 4% (m/v), foi adicionada a suspensao de micélios fragmentados, na
proporgao 1:1 (Rodrigues et al., 1999). A mistura foi gotejada, com auxilio de bomba
peristaltica (MS Tecnopon), a uma velocidade de 8 mL/minuto, em solugdo de
cloreto de calcio (CaClz2) 0,7 M, na proporcéo 8:10. As esferas formadas foram
mantidas por 40 minutos, sob agitacdo constante, para completa polimerizacéo
(Rodrigues et al., 1999). Ao final, as esferas foram lavadas e armazenadas em

temperatura de refrigeragéo (4 °C) até o momento da inoculagao.
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2.2. Obtengcdao do inéculo de H. seropedicae e encapsulamento em

alginato de calcio

Herbaspirillum seropedicae foi obtido da colegdo de culturas do Laboratorio
de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia, da Universidade de Vila Velha.

O inéculo foi preparado por meio do crescimento bacteriano em meio liquido
Dygs, composto por: glicose (2 g L"), peptona (1,5 g L"), extrato de levedura (2 g L
1), Ke2HPOs 10% (m/v) (5 mL L), MgSOs . 7 H20 10% (m/v) (56 mL L"), acido
glutdmico (1,5 g L"), acido malico (10% m/v) (20 mL L"), por 24 horas a 30 °C, em
agitador orbital a 130 rpm.

O meio foi centrifugado a 3000 rpm, por 10 minutos e sobrenadante foi
descartado. As células foram lavadas com solu¢do de PBS (pH 7,4), para remogé&o
do nitrogénio do meio de cultura, e ressuspendidas em agua destilada estéril. A
concentracao inicial de bactérias foi determinada em espectrofotémetro, a 600 nm.

O encapsulamento foi realizado conforme metodologia descrita por Reetha et
al (2014), com modificagcbes. As esferas foram obtidas a partir da adicao de alginato
de calcio 4% (m/v), na suspensao de bactérias, na propor¢ao de 1:1. A concentragéo
final de bactérias foi determinada por contagem direta em placas de Petri, contendo
meio Dygs, com uma concentragdo final de aproximadamente 10'> UFC/mL. A
mistura foi gotejada, com auxilio de bomba peristaltica (MS Tecnopon), a uma
velocidade de 8 mL/minuto, em solugdo de cloreto de calcio (CaClz) 0,7 M, na
proporgao 8:10. As esferas formadas foram mantidas por 40 minutos, sob agitagao
constante, para completa polimerizagao (Rodrigues et al., 1999). Ao final, as esferas
foram lavadas e armazenadas em temperatura de refrigeracéo (4 °C) até o momento

da inoculagéo.

2.3. Interacao sinérgica entre S. indica e H. seropedicae

A avaliacido da interagcdo entre S. indica e H. seropedicae foi realizada
conforme metodologia descrita por Dabral et al. (2020), com modificagdes. Placas de
Petri contendo meio Kaefer modificado (Hill e Kaefer, 2001), foram inoculadas com
um pequeno fragmento de agar, contendo micélios retirados da borda de coldnias

ativas do fungo S. indica, em posigéao central. Em seguida, 100 yL da suspenséao de
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H. seropedicae (crescida por 24 horas em meio liquido Dygs, a 30 °C, em agitador
orbital a 130 rpm), foram adicionadas préximo ao fragmento do fungo. As placas
foram incubadas em BOD, a 28 °C, por 12 dias. A interagcao entre S. indica e H.
seropedicae foi determinada através medida radial da area de crescimento do fungo,

avaliada em software ImageJ.

24. Obtencdo das esferas de alginato de calcio contendo consoércio

microbiano

As esferas contendo consoércio microbiano (S. indica e H. seropedicae) foram
elaboradas a partir do cultivo isolado dos microrganismos, conforme metodologias
descritas nos itens 2.1 e 2.2, respectivamente.

As células de H. seropedicae foram centrifugadas e lavadas com solugéo de
PBS (pH 7,4). Apdés descarte do sobrenadante, igual volume da suspensédo de
micélios fragmentados (10 g/100 mL) foi adicionado e homogeneizados em vortex.
Uma solugédo de alginato de calcio 4% (m/v) foi adicionada a suspensdo de
microrganismos, na propor¢ao de 1:1. A mistura foi gotejada, com auxilio de bomba
peristaltica (MS Tecnopon), a uma velocidade de 8 mL/minuto, em solugdo de
cloreto de calcio (CaClz2) 0,7 M, na proporcéo 8:10. As esferas formadas foram
mantidas por 40 minutos, sob agitacdo constante, para completa polimerizacao
(Rodrigues et al., 1999). Ao final, as esferas foram lavadas e armazenadas em

temperatura de refrigeracéo (4 °C) até o momento da inoculagao.

2.5. Eficiéncia de encapsulamento das esferas de alginato contendo H.

seropedicae e consoércio microbiano

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada pelo numero de bactérias n&o
encapsuladas, deixadas em solugdo de CaClz apdés o desenvolvimento do granulo
(He et al., 2015). A avaliagao foi feita pelo método convencional de contagem em
placa com meio Dygs, antes (Ni) e apés encapsulamento (Nf), pela diluicdo da
solugdo de CaCl2 em solugéo salina (0,85% m/v). As placas foram incubadas a 30

°C, por 48 horas e a eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada pela equacéo:
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EE% = (Ni-Nr)/ Nf*100

Para as esferas elaboradas com o consoércio microbiano (S. indica e H.
seropedicae), foi adicionado o fluconazol as placas contendo meio Dygs (150ug/mL)

para avaliacdo da viabilidade bacteriana.

2.6. Material vegetal e inoculagdo das esferas em sementes de tomate

(Solanum lycopersicum L.)

Foram utilizadas sementes de tomate cereja (Solanum lycopersicum L.),
obtidas da empresa Topseed Garden, previamente desinfestadas em alcool etilico
70% por 2 minutos, seguida de hipoclorito de sédio 2,5 % por 5 minutos e
embebidas em agua destilada estéril por 30 minutos (Paixao et al., 2018).

As sementes foram germinadas em bandejas contendo terra vegetal:areia
(2:1), previamente autoclavados a 121 °C durante 60 minutos, por duas vezes, com
intervalo de 24 horas entre elas. Em cada tubete, foram adicionadas 2 sementes de
tomate, juntamente com 5 esferas de cada tratamento (controle, S. indica, H.
seropedicae e S. indica + H. seropedicae).

As bandejas foram mantidas por 20 dias em estantes de germinagdo com
fotoperiodo de luz de 16 horas (intensidade de luz de 100 uymol m?s), escuridéo de
8 horas, umidade de 80% e temperatura de 25 °C, regadas trés vezes na semana.
Posteriormente, as plantas foram transplantadas para vasos com capacidade de 2 L,
contendo o mesmo substrato.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo por mais 70 dias, sendo
irrigadas 3 vezes na semana, com agua destilada e solugdo de Clark modificada (1/4
forga), pH 5,5-5,6 (Clark, 1975).

2.7. Avaliacao dos parametros de crescimento vegetal

Ao final dos 90 dias ap6s a inoculagao, as plantas foram avaliadas em relagao
a altura (cm), diametro do caule (cm), peso fresco e seco (g) da parte aérea e das

raizes e volume de raiz (mL).
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As plantas foram retiradas dos vasos e as raizes lavadas com agua corrente
para remog¢ao do substrato. A parte aérea e as raizes foram separadas e pesadas,
para determinacdo do peso fresco. Em seguida, foram acondicionados em sacos de
papel e submetidos a secagem em estufa, com circulagao forgada de ar a 65 °C, até

peso constante.

2.8. Determinacgao da taxa de colonizagao fungica

A taxa de colonizagdo fungica foi determinada de acordo com Phillips e
Hayman (1970), com modificagdes. As raizes foram submetidas a sucessivas
lavagens em solugdo de KOH 10% (m/v), a 60 °C. Em seguida, foram coradas com
azul de tripano 0,02% (m/v), por 25 minutos. Vinte seguimentos, com
aproximadamente 1 cm de comprimento, foram escolhidos aleatoriamente e
examinadas utilizando microscépio optico (Zeiss, AIXO). A porcentagem de

colonizacgéao foi determinada pela seguinte equacéo:

Colonizagao da raiz (%) = [(numero de segmentos colonizados/numero total de

segmentos examinados)/100]

2.9. Determinagao do conteudo de macronutrientes

Para a determinagdo dos teores de N, o material vegetal foi submetido a
digestdo sulfurica, com determinacao titulométrica (Jackson, 1965). Os demais
nutrientes (P, K, Ca, Mg,) foram quantificados por ICP-OES, apos digestdo com
HNO3 concentrado e H202 em sistema de digestdo aberta, sob as condi¢des: gas
plasma 8,0 L.min"" , taxa de fluxo de gas auxiliar 0,70 L.min" e taxa de fluxo de gas
carreador 0,55 L.min" (Peters, 2005).

2.10. Delineamento experimental e analise estatistica

Para a montagem dos experimentos foi utilizados delineamento experimental

inteiramente casualizado (DIC), sendo que cada experimento foi composto por 4
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tratamentos: (1) plantas nao inoculadas, (2) plantas inoculadas com esferas
contendo micélios fragmentados de S. indica, (3) plantas inoculadas com esferas
contendo H. seropedicae e (4) plantas inoculadas com esferas contendo consorcio
microbiano (S. indica + H. seropedicae), com 5 repeti¢cdes (n= 20). Os dados foram
analisados estatisticamente por one-way ANOVA, sendo a diferenga entre os
tratamentos verificada através do teste de Tukey a p<0.05, utilizando-se o programa
GraphPad Prism 8.0.

3. RESULTADOS

3.1. Interacao sinérgica entre S. indica + H. seropedicae

O impacto de H. seropedicae no crescimento de S. indica foi avaliado em
relagdo a area de crescimento radial em placas de Petri contendo meio solido Kaefer
modificado (Hill e Kaefer, 2001). A inoculagdo de H. seropedicae, resultou em
estimulo no crescimento (31,13 + 0,66 cm?), quando comparado ao controle (19,90 +

0,58 cm?) (Figura 1).
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Figura 1: Interacéo sinérgica entre H. seropedicae e S. indica. (A) Area do crescimento
radial do fungo S. indica (Si) e do consércio S. indica + H. seropedicae (Si + Hs). (B)
Crescimento de S. indica em meio Kaefer modificado, sem inoculag¢ao (Si) e com inoculagéo
de H. seropedicae (Si + Hs). Os resultados sao reportados com as médias de 3 repetigbes +
desvio padrao.
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3.2. Eficiéncia do encapsulamento das esferas de alginato de calcio
contendo H. seropedicae e o consércio microbiano (S. indica + H.

seropedicae)

A eficiéncia do encapsulamento das esferas elaboradas com H. seropedicae e
com o consorcio microbiano (S. indica + H. seropedicae) foi avaliada apds a etapa
de polimerizacao das esferas em solucao de cloreto de calcio.

A avaliacdo, feita pelo método tradicional de contagem em placas, mostrou
uma concentragdo de bactérias de 10° UFC/mL deixadas na solucdo de cloreto de
célcio. Assim, a técnica de encapsulamento com alginato de calcio demonstrou uma
eficiéncia de 99,99%.

3.3. Avaliagao dos parametros de crescimento vegetal

Na Figura 2 estdo apresentadas as médias de altura e didmetro do caule das
plantas de tomate, avaliados apds 90 dias do plantio, para os diferentes tratamentos.
No geral, a inoculagao das esferas contendo os microrganismos na forma isolada ou

em consorcio, nao foi capaz de proporcionar um aumento no crescimento vegetal.

150 0.8
g
e A
. . o 0.6- A A T
£ 100 A A A >
A o
© O 0.4
b ©
=1
< 50 £
£ 0.2
©
a
0_ T T 0.0_ T T
Ni Si  Hs Si+Hs Ni Si Hs Si+Hs

Figura 2: Altura e didmetro do caule (cm) das plantas de tomate n&o inoculadas (Ni) e
inoculadas com esferas de alginato de calcio contendo: micélios fragmentados de S. indica
(Si), H. seropedicae (Hs) e consércio microbiano (Si+Hs). As barras seguidas pela mesma
letra maiuscula indicam que ndo houve diferenga significativa entre as médias, pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

Em relagao ao peso fresco da parte aérea, é possivel observar que as plantas
inoculadas com esferas contendo micélios fragmentados de S. indica e o consorcio

microbiano (S. indica + H. seropedicae), apresentaram maior massa, diferindo das
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plantas nao inoculadas. Ja para o peso seco, nao foi possivel observar diferenga
significativa entre os tratamentos (Figura 3).

Para as raizes, maior peso seco foi obtido nas plantas n&o inoculadas,
diferindo dos demais, seguido das plantas inoculadas com os microrganismos de
forma isolada. Nao foi observada diferenga significativa entre os tratamentos quando

avaliado o peso fresco e volume de raiz (Figura 3).
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Figura 3: Peso fresco e seco (g) da parte aérea e das raizes e volume de raiz (mL) das
plantas de tomate nao inoculadas (Ni) e inoculadas com esferas de alginato de calcio
contendo: micélios fragmentados de S. indica (Si), H. seropedicae (Hs) e o consércio
microbiano (Si+Hs). As barras seguidas por letras diferentes apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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3.4. Determinacao da taxa de colonizagao fungica

Apds 90 dias de inoculagao, foi avaliada a taxa de colonizagao das raizes das
plantas de tomate pelo método de coloragdo de azul de tripano e visualizadas em
microscopio (Figura 4). Os resultados mostraram uma taxa de colonizagao de 100%,
tanto para o tratamento com o S. indica, quanto para o consoércio microbiano (S.

indica + H. seropedicae).
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Figura 4: Micrografias representativas da colonizacido fungica nas raizes de tomate nao
inoculadas (A), inoculadas com esferas de alginato de caélcio contendo: micélios
fragmentados de S. indica (B) H. seropedicae (C) e o consorcio microbiano (S. indica + H.
seropedicae). Setas apontam para os clamiddsporos.

3.5. Conteudo de macronutrientes

Os conteudos dos macronutrientes, N, P, K, Ca e Mg, quantificados na parte
aérea das plantas de tomate, estdo apresentados na Tabela 1. Os resultados
indicam que a inoculagao foi capaz de promover um maior acumulo de K nas plantas
inoculadas com esferas contendo micélios fragmentados de S. indica e com o
consorcio microbiano (S. indica + H. seropedicae) e Ca, nas plantas inoculadas com
0 consorcio microbiano.

A inoculagdo com os microrganismos nao foi capaz de proporcionar aumento
no conteudo dos demais nutrientes analisados (N, P e Mg). No entanto, é possivel

observar diferenga significativa em relagdo ao conteudo de N, onde o tratamento
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inoculado com as esferas contendo o consércio de microrganismos apresentou
menor conteudo quando comparado aos demais. O conteudo de P também
apresentou diferenga significativa entre os tratamentos em que os microrganismos
foram inoculados, sendo maior conteudo observado nas plantas inoculadas com o
consorcio microbiano. O conteudo de Mg permaneceu estatisticamente igual em

todos os tratamentos.

Tabela 1. Conteudo de nutrientes da parte aérea das plantas de tomate

Nutrientes Tratamentos
g kg’

@ Nao inoculadas  S.indica  H. seropedicae Si+Hs
S N 87.40 A 86.5 A 89.47 A 71.60 B
;qs) P 19.88 AB 17.77 B 18.59 B 21.99 A
§ K 200.16 C 263.97 A 215.80 BC 243.34 AB
g Ca 129.53 B 120.64 B 130.14 B 150.73 A
= Mg 31.83 A 30.39A 33.99A 3347 A

Os dados foram analisados por one-way ANOVA combinado com o teste de Tukey. Letras
diferentes entre os tratamentos indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05).

4. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da inoculacdo de
esferas de alginato de calcio, contendo o fungo endofitico S. indica e a bactéria
diazotréfica H. seropedicae, de forma isolada e em consorcio, sobre os parametros
morfoldgicos e nutricionais de plantas de tomate.

Os inoculantes microbianos, elaborados a partir da forma isolada ou
combinada de bactérias e/ou fungos, sao alternativas promissoras para aumentar a
produtividade e melhorar a qualidade, seguranga alimentar e proporcionar sistemas
agricolas mais sustentaveis e ecolégicos (Emmanuel e Babalola, 2020; Lopes et al.,
2021).

Compreender a compatibilidade entre os microrganismos € um pré-requisito
importante para o desenvolvimento de um consoércio microbiano, e a realizacdo de
ensaios in vitro sao métodos preliminares de triagem utilizados para estabelecimento
de possiveis associagdes (Athira e Anith, 2020). Algumas bactérias séo capazes de

impulsionar a colonizagao e crescimento de fungos endofiticos, sendo consideradas,
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portanto, como bactérias auxiliares para o crescimento (del Barrio-Duque et al.,
2020). No entanto, outras associagdes podem responder de forma neutra ou até
mesmo antagonista, a depender da cepa utilizada e suas possiveis mutagdes
(Varma et al, 2012).

Nesse estudo, foi possivel observar que H. seropedicae atuou em efeito
sinérgico ao fungo S. indica. A presenga da bactéria estimulou o crescimento do
fungo em 103% em relagéo ao controle, apos 14 dias de inoculagao.

S. indica hospeda a bactéria endofungica Rhizobium radiobacter (Sharma et
al., 2008), também conhecida por possui propriedades benéficas para as espécies
vegetais, atuando na promogao do crescimento e conferindo resisténcia a fungos e
patdgenos (Glaeser et al., 2016). Sabe-se que essa bactéria é capaz de sobreviver
independentemente do seu hospedeiro, prosperando como enddfito, formando assim
uma simbiose facultativa com o fungo. Isso sugere que a interagao entre o fungo e a
bactéria pode nao ser especifica, e que outras bactérias também podem se associar
ao fungo, ou até mesmo, ao invés de estimular o fungo, outras cepas poderiam
estimular a atividade da bactéria endofungica de S. indica, levando a um melhor
crescimento (Glaeser et al.,, 2016; del Barrio-Duque et al. 2019). Nesse sentido,
estudos envolvendo a associagao de bactérias promotoras do crescimento vegetal
com o fungo S. indica s&o conduzidos, a fim de aumentar ainda mais a aptidao
fungica e os efeitos positivos ja relatados por esse microrganismo para as espécies
vegetais (del Barrio-Duque et al. 2019; del Barrio-Duque et al. 2020).

Dabral et al., (2020), ao avaliarem a interagcao in vitro entre S. indica e
Azotobacter vinelandii, constataram que a inoculacdo da bactéria, sete dias apds a
inoculagdo do fungo, resultou em maior estimulo no crescimento do fungo. Arora e
Mishra (2016) observaram melhorias significativas no crescimento, teor de fésforo e
nitrogénio, concentracbes de pigmentos fotossintéticos, teor de artemisinina e
padrdo de expressdes de genes, quando plantas de Artemisia annua L. foram
inoculadas com S. indica e Azotobacter chroococcum.

Embora estudos mostrem que a utilizagdo de combinagdes de bactérias com
o fungo S. indica para producao de inéculos resultem em melhor desempenho das
espécies vegetais, outros estudos indicam possiveis interagdes antagdnicas entre os
microrganismos (del Barrio-Duque et al. 2020). Potenciais espécies de bactérias,

atualmente empregadas como agentes de biocontrole, como Pseudomonas
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fluorescens, Serratia spp., Bacillus spp. e Burkholderia spp., foram avaliadas em
associagdo ao fungo S. indica. No entanto, possivelmente devido as suas
propriedades antifungicas, a maioria delas atuou como inibidoras no crescimento do
fungo (del Barrio-Duque et al. 2019).

Uma vez compreendidas as interagdes in vitro, a etapa seguinte consiste na
elaboragdo do bioinoculante. A producdo de bioinoculantes utilizando
microrganismos, isolados ou em consércio, na forma de células livres pode resultar
em inumeras desvantagens, principalmente associadas a viabilidade e estabilidade
durante o processo de produgdo e armazenamento e redugao repentina da
populacdo quando aplicados aos solos, devido a competicio com a microbiota
nativa (Pongsilp e Nimnoi, 2020). Assim, diversas formula¢cdes, compostas por
agentes carreadores, sao utilizados a fim de garantir maior sobrevivéncia através da
imobilizacdo dos microrganismos (Szopa et al., 2021).

Polimeros naturais, como o alginato de sodio, sdo atualmente os agentes
carreadores mais utilizados em formulagdes por encapsulamento, por ser
biodegradavel, e capaz de oferecer protegcédo contra condi¢bes ambientais adversas,
provendo uma liberagado controlada dos microrganismos e facilitando o processo de
colonizacao (Szopa et al., 2021).

Um parémetro importante, e que determina a eficacia de imobilizagdo de
bactérias, € a eficiéncia de encapsulamento, que consiste na contagem do numero
de bactérias aprisionadas antes do encapsulamento e as bactérias livres, apds etapa
de polimerizagao (Cesari et al., 2020). Os resultados desse estudo mostraram que a
técnica utilizada para preparo das esferas, assim como a concentracéo inicial de
alginato de sodio (4%) e do agente de reticulagdo (CaCl2 0,7M), foram satisfatorias
para conseguir uma alta taxa de encapsulamento, de 99,99%. Wu et al., (2020)
relataram variacbes de 69,32% a 97,46% na eficiéncia de encapsulamento de
Pseudomonas putida, quando a concentragdo de alginato de sédio aumentou de
0,5% para 1,5%. Além disso, o numero de células imobilizadas na matriz de alginato
de célcio, de 10° UFC/mL foi considerado satisfatério para aplicagdo como
bioinoculante, considerando que uma concentragdo ideal pode variar de 10°a
10° UFC/mL (Cesari et al., 2020).

A biomassa vegetal € uma das caracteristicas morfolégicas mais importantes

que reflete o desempenho da planta sob condicbes adversas e a eficiéncia da



99

simbiose com microrganismos (Ghorbani et al., 2019). Um aumento de 20% até
100% no peso fresco de plantas inoculadas com S. indica foi relatado por alguns
autores (Fakhro et al., 2010). Resultados semelhantes foram obtidos nesse estudo,
onde foi observado um aumento de 20% no peso fresco na parte aérea das plantas
de tomate inoculadas com esferas contendo micélios fragmentados do fungo S.
indica e do consorcio microbiano (S. indica + H. seropedicae), quando comparado ao
controle, indicando, nesse caso, que o fungo pode ter exercido maior influéncia para
0 aumento da biomassa vegetal.

Para os demais parametros analisados, nao foi observada diferencga
significativa entre os tratamentos, exceto para o peso fresco das raizes, onde os
tratamentos que receberam os microrganismos resultaram em menor peso, quando
comparados ao tratamento controle. Ao contrario dos nossos estudos, inoculagao de
plantas de tomate, com Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus velezensis e S. indica,
de forma isolada e em consorcio, resultou em aumento significativo nos parametros
de crescimento da espécie vegetal (Athira e Anith, 2020).

Apesar da alta taxa de colonizacido, observada tanto nas raizes das plantas
inoculadas com o fungo S. indica de forma isolada, quanto em consércio com a
bactéria H. seropedicae, nao foi possivel observar um aumento nos parametros
analisados. Fahkro et al., (2010), encontraram evidéncias que os efeitos da
inoculacdo de S. indica ndo se devem simplesmente a extensdo da colonizacgao,
mas também as condicbes experimentais, principalmente em relacdo a
concentracao inicial do inoculo, estagio de desenvolvimento da planta e do meio em
que o fungo foi cultivado.

A utilizagao de bactérias e fungos promotores do crescimento vegetal constitui
um dos métodos mais comuns de fertilizagdo biolégica (Daniel et al.,, 2022). No
entanto, os mecanismos que permitem que os microrganismos tenham um efeito
sinérgico quando aplicados as espécies vegetais sdo complexos. Sabe-se que o
efeito dessa interagdo na promog¢do do crescimento vegetal esta diretamente
relacionado a natureza dos microrganismos e a interagdo entre eles, além do
gendtipo da planta e da composigao de nutrientes do solo (Santoyo et al., 2021).

Além de ser um macronutriente essencial para o crescimento e
desenvolvimento vegetal, atuando como componente estrutural de membranas e

paredes celulares (Thor, 2019), o Ca?" é considerado também como o segundo
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principal mensageiro celular. A cascata de sinalizagdo do Ca?*desempenha um
papel importante na regulagdo de uma ampla gama de processos biolégicos na
fisiologia eucaridtica, incluindo interagdo patogénica e benéficas entre a planta e os
microrganismos (Vadassery & Oelmdiller, 2009). Neste estudo, o maior conteudo de
Ca?*, observado na parte aérea das plantas inoculadas com o consorcio microbiano
(S. indica + H. seropedicae), poderia ser resultado de uma maior interagdo e
adaptacao entre os microrganismos inoculados e a espécie vegetal.

O K é um macronutriente que se move facilmente entre os diferentes 6rgaos
da planta, e esta envolvido em diversas fungdes metabdlicas, como ativacao
enzimatica, sintese protéica, translocagao de metabdlitos e manutencao do equilibrio
osmotico (Ray et al., 2020). Apesar de poucos estudos relatarem os beneficios da
associagao simbidtica na indugdo da expressdo génica, capazes de ativar
transportadores de K+ na planta hospedeira (Garcia e Zimmermann 2014), os
resultados obtidos nesse estudo mostram que tanto as plantas inoculadas com o
fungo S. indica de forma isolada, quanto em consorcio (S. indica + H. seropedicae),
apresentaram maior acumulo de K na parte aérea, quando comparado as plantas
nao inoculadas. No entanto, também ¢é possivel observar que ndao houve diferenca
significativa no conteudo de K quando o fungo foi inoculado de forma isolada ou em
consorcio com a bactéria H. seropedicae. Diante desses resultados, pode-se sugerir
que a maior absorgdo do nutriente esteja diretamente relacionada a presenga do
fungo S. indica.

O P é um macronutriente essencial, geralmente encontrado complexado com
cations (Ca, Al, Fe e Mg), formando precipitados insoluveis, indisponiveis para
serem absorvidos diretamente pelas espécies vegetais (Mdnica et al., 2019). Para
lidar com as limitagbes desse nutriente, as plantas desenvolveram estratégias para
aumentar a eficiéncia de absorgcao, que envolvem a extensa ramificagao radicular,
aumento no comprimento dos pélos radiculares, solubilizagdo do P inorganico
através da secrecdo de acidos organicos e fosfatases, e/ou interacdo simbidtica
mutualistica com microrganismos dos solos (Hart et al., 2014; Ferrol et al., 2019).

Até o momento, os beneficios da inoculacdo do fungo S. indica para a
espécies vegetais, em relagdo ao aumento no conteudo de P, é controverso e
precisa ser melhor investigado (Hallasgo et al., 2020). Alguns autores relataram

aumento no conteudo de P em espécies vegetais apds inoculagdo do fungo S.
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indica, cujos mecanismos poderiam incluir a reducéo do pH, através da produgao de
acidos organicos, e estimulagdo da atividade das enzimas fosfatases, responsaveis
pela solubilizagdo do fosfato inorganico e de genes transportadores de alta
afinidade, principalmente em condi¢gdes de restricdo de P (Swetha e Padmavathi,
2016; Wu et al., 2018). No entanto, esse efeito ndo foi observado por outros autores
(Hallasgo et al., 2020), que assim como os resultados obtidos nesse estudo, nao
verificaram aumento no conteudo do nutriente em plantas de tomate apéds
inoculacdo com S. indica.

Estudos focados no efeito combinatério de S. indica e potenciais bactérias
solubilizadoras de fosfato estdo sendo realizados atualmente (del Barrio-Duque et
al., 2019). Estrada et al., (2013), mostram que espécies de bactérias do género
Herbaspirillum, conhecidas por fixarem N, foram capazes de solubilizar fosfato
inorganico e promover um aumento na produtividade de plantas de arroz cultivadas
na presencga de fosfato tricalcico. Artursson et al., (2006) verificaram que em solos
com baixa biodisponibilidade de P, as bactérias solubilizadoras tém um papel
significativo no apoio a simbiose fungica, através da liberagcado de ions de fosfato, a
partir de compostos organicos e inorganicos pouco soluveis, contribuindo para o
aumento do reservatério de P nos solos, tornando-os acessiveis para as hifas
fungicas e posteriormente para absor¢ao pelas raizes das plantas, o que justifica
maior conteudo do nutriente observado nas raizes das plantas inoculadas com o
consorcio microbiano.

Alguns microrganismos diazotroficos, incluindo H. seropedicae, podem
colonizar as raizes, caule e folhas de certas espécies vegetais, apresentando efeitos
benéficos, atribuidos a fixagdo bioldgica de nitrogénio e a produgdo de hormdnios
vegetais, resultando em maior crescimento e desenvolvimento das raizes, devido a
maior absor¢ao de agua e nutrientes (Hoseinzade et al., 2016).

Os resultados desse estudo mostram que a inoculagdo com os
microrganismos néo foi capaz de proporcionar um aumento no conteudo de N na
parte aérea das plantas de tomate. No entanto, uma diferenga significativa no
conteudo do nutriente foi observada entre as plantas inoculadas com os
microrganismos de forma isolada e com o consorcio microbiano, sendo estas,
responsaveis por maior conteudo. Resultados semelhantes a este estudo foram

obtidos por da Cunha et al., (2022), ao avaliarem a influéncia da inoculagdo de H.
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seropedicae em plantas de milho. Eles verificaram que, apesar da inoculacao ter
resultado em aumento da biomassa das raizes, ndo foi observado aumento no
conteudo N. da Fonseca Breda et al., ( 2019 ) também observaram que a inoculagéo
com H. Seropedicae nao proporcionou diferengas significativas no acumulo de N nas
folhas de milho em relagao as plantas controle. No entanto, quando altos niveis do
nutriente foram empregados, uma maior acumulo foi observado. Esses autores
também observaram um aumento na biomassa seca das raizes e folhas, indicando
que o efeito da promocao do crescimento nessas associacdes esta mais relacionado
a estimulacado hormonal do que a fixagao biolégica de N.

Estudos mostram que devido a baixa difusibilidade das moléculas de N
organico nos solos, os microrganismos assimilam primeiramente e posteriormente é
assimilado pelas plantas (Jacoby et al., 2017). Assim, acredita-se que a maior
densidade de microrganismos encontrada no consoércio microbiano tenha de certa
forma, influenciado na absorgéo do nutriente pelas plantas.

O magnésio (Mg?*) é um macronutriente bivalente, crucial na sintese de
clorofila e producao de proteinas nas espécies vegetais (Tang et al., 2023). Apesar
de ja ter sido documentado que S. indica aumenta a absorgdo de Mg?* em espécies
vegetais, devido a presenca do transportador de magnésio PiMgT1, principalmente
em condi¢des limitadas do nutriente (Prasad et al., 2019), os resultados desse
estudo indicam que a presenga do microrganismo nao foi capaz de aumentar o
conteudo do nutriente na parte aérea das plantas de tomate nos tratamentos em que
foi inoculado. A inoculagédo da bactéria também nao proporcionou maior conteudo do
nutriente nas plantas inoculadas. Resultados semelhantes foram obtidos por Baldoto
et al., (2012), ao inocular Herbaspirillum seropedicae em plantas de milho, n&o
observou maior acumulo do nutriente.

Apesar dos ensaios in vitro indicarem uma associagcao benéfica e sinérgica
entre a bactéria H. seropedicae e o fungo S. indica, quando avaliados in vivo, ndo
resultaram em aumentos morfoldgicos e aportes nutricionais significativos na parte
aérea das plantas de tomate. Uma possivel hipotese seria que, no presente caso, as
condigdes experimentais controladas (sem inducédo de estresse) e a disponibilidade
limitada de nutrientes, influenciaram na baixa efetividade dos indculos, uma vez que

os efeitos proporcionados pelos microrganismos promotores do crescimento vegetal
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normalmente sao potencializados em condigdes desfavoraveis ou estressantes (Al-
Garni et al., 2019).

Além disso, como o0s vasos possuem pequenos volumes de substrato, os
microrganismos adicionados se encontram protegidos e em condigdes ideais para
estabelecimento das interagdes microrganismo-planta. Assim, os efeitos benéficos
da inoculagdo com os microrganismos podem ser limitados, mais pela potencial
resposta das plantas hospedeiras do que pelas propriedades de promocgao de

crescimento do inoculante (Bradacova et al., 2019).

5. CONCLUSOES

Embora a hipétese inicial desse estudo sugerisse que a inoculagdo dos
microrganismos nas plantas de tomate, tanto de forma isolada quando em consoércio,
resultaria maior desenvolvimento das plantas e sua saude nutricional, os resultados
obtidos ndo corroboram plenamente essa expectativa.

Esses resultados nao significativos podem ser atribuidos a uma série de
fatores, incluindo a interacdo complexa entre os microrganismos e o ambiente
especifico em que as plantas foram cultivadas, a composicdo do solo, condi¢cbes
climaticas e até mesmo a resposta variavel das plantas as diferentes cepas.

E importante ressaltar que, apesar dos resultados obtidos neste estudo néo
terem apresentado grandes diferencas significativas, nao invalida a importancia dos
microrganismos promotores do crescimento vegetal. Ao contrario, eles contribuem
para o conhecimento cientifico, destacando a complexidade das interacdes entre os
microrganismos e plantas e abrindo espago para pesquisas mais aprofundada.

Assim, a exploragdo de novas combinagbes de microrganismos, ajustes nas
condigdes de cultivo e condi¢cdes experimentais, a fim de obter uma abordagem mais
detalhada deve ser direcionada, a fim de compreender plenamente o potencial
desses microrganismos na promog¢ao do crescimento de diferentes espécies

vegetais.
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