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RESUMO

Este estudo verificou a atuagao da bactéria Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42, na produgao de mudas
organicas de duas cultivares (‘Santa Clara I-5300" e ‘Cereja 261") de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) mediante a
inoculagdo nas sementes. Também se investigaram as caracteristicas bacterianas relacionadas com a promogao do cres-
cimento vegetal. Para isso, utilizou-se uma solu¢ao de FZB42 na concentragao de 1x10" UFC/mL, com os tratamentos
correspondendo a porcentagens em volume (20% de FZB42; 80% de FZB42 e Testemunha com 100% de dgua destilada),
na proporgao de 320 uL/g de sementes. O percentual de germinagao nao foi influenciado pelos tratamentos e verificou-se
estimulo ao crescimento da parte aérea por FZB42 a 20% nas plantulas da cv ‘Cereja’. Na producido de mudas, a bactéria
FZB42 a 20% promoveu o crescimento enquanto a FZB42 a 80% o reduziu. A inoculagdo nas duas doses aumentou os
teores clorofila a, b e totais das mudas de tomateiro. A estirpe FZB42 apresentou resultados positivos para produgao de
compostos indolicos e sideréforos, e na dose de 20%, mostrou-se vantajosa na produgao de mudas, ao aumentar a parte
aérea em 47,7% na cultivar ‘Santa Clara’, e 15,5% na cv ‘Cereja’, quando comparados a testemunha.

Palavras-chave: sistema organico, bactérias promotoras do crescimento vegetal, inoculante, Solanum lycopersicum.

ABSTRACT

This study we sought to evaluate the action of the bacteria Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum in the production of
organic seedlings of two cultivars (‘Santa Clara I-5300" and ‘Cereja 261’) from tomato (Solanum lycopersicum L.) through
inoculated seeds. And investigate bacterial characteristics related to plant growth promotion. For this, we used FZB42
solution at a concentration of 1x10" CFU/mL, with treatments correspond to percentages by volume (20% FZB42; 80%
of FZB42 and control 100% distilled water) at a ratio of 320 uL/g seed. The germination percentage was not influenced
by the treatments, and FZB42 to 20% increased the shoot in cultivar ‘Cereja’. In seedling production, FZB42 to 20% pro-
moted growth while FZB42 to 80% decreased it. Inoculation with the two doses tested of FZB42 enhanced the contents
of chlorophyll a4, b and total in the tomato seedling. The FZB42 strain showed positive results for production of indole
compounds and siderophore; and in a dose of 20% was more advantageous to the tomato seedling, promoting shoot
growth with added of 47.7% for ‘Santa Clara’ and 15.5% for ‘Cereja’ when compared to the control.

Keywords: organic system, plant growth promoting bacteria, inoculant, Solanum lycopersicum.
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Introducao

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é cultivado no
mundo inteiro e possui grande relevancia econdmi-
ca e social (FAOSTAT, 2010). E altamente industria-
lizado, nas formas de suco, molho, pasta, e desidra-
tada (FAOSTAT, 2011). Além de ser um alimento
funcional devido aos altos teores de vitaminas A, C
e licopeno (Carvalho e Pagliuca, 2007).

A qualidade dos alimentos (frescos ou processados)
vem sendo considerada fator de seguranca alimen-
tar e nutricional, relacionada nao sé a producgao em
quantidades suficientes e acesso garantido, mas
também a promogao do estado de satde daqueles
que os consomem (Souza e Resende, 2006), impul-
sionando o mercado de produtos organicos, com
destaque para o tomate (Toledo et al., 2011).

Na cultura do tomateiro, a producao de mudas é
uma das etapas mais importantes (Silveira et al.,
2002). De acordo com Minami (1995), 60% do suces-
so de um cultivo depende do plantio de mudas de
boa qualidade. Assim, ganham importancia as téc-
nicas que promovam o crescimento adequado das
mudas, especialmente no sistema organico, depen-
dente de insumos alternativos, como o uso de mi-
crorganismos benéficos.

Na literatura, sdo descritas algumas bactérias que
vivem associadas as plantas e tém a habilidade
de promover o crescimento vegetal (Compant et
al., 2010). Espécies do género Bacillus vém sendo
utilizados para este fim: Mena-Violante e Olalde-
-Portugal (2007) verificaram efeitos positivos em
frutos de tomate, como o aumento do tamanho e
melhoria da textura mediante o uso de B. subtilis;
Silva et al. (2008) aplicando B. pumilus observaram
incrementos na altura das plantas de tomateiro nos
estagios iniciais do desenvolvimento. Estudos com
Bacillus megaterium (Harthmann et al., 2010) e com
Bacillus cereus (Harthmann et al., 2009) inoculados
em sementes mostraram a possibilidade, inclusive,
de incrementos de produtividade, pois comprova-
ram a campo o aumento do rendimento de bulbos
de cebola.

A estirpe FZB42 de Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum vem sendo intensamente estudada, teve
seu genoma sequenciado e por sua constituigao, reve-
lou um potencial para produzir metabolitos secunda-
rios, sendo mais de 8,5% do genoma dedicado a sin-
tese de antibidticos e sideroforos (Chen ef al., 2007).
Seu filtrado promoveu o crescimento de coledptilos
de milho, devido a producdo de bioativos como o
acido-indol-acético (Idris et al., 2004), e a aplicacao
de solugdo de esporos desta estirpe em sementes de

tomate proporcionou acréscimos no rendimento de
frutos em torno de 8 a 9% (Giil et al., 2008).

No presente trabalho, inoculou-se a bactéria B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 em semen-
tes de duas cultivares de tomateiro (‘Santa Clara’ e
‘Cereja’), com o objetivo de verificar seu efeito na
germinacao e na produgao de mudas em sistema or-
ganico, além de investigar caracteristicas bacterianas
relacionadas a promogao do crescimento vegetal.

Material e Métodos

Utilizou-se a bactéria B. amyloliquefaciens subsp. plan-
tarum FZB42 (Omex® Agrifluids do Brasil Ltda), iso-
lado de solo (Krebs et al., 1998) e depositado como
estirpe 10A6 na cole¢do de culturas Bacillus Genetic
Stock Center (BGSC, Ohio, E.U.A.).

As cultivares de tomateiro de crescimento indetermi-
nado empregadas foram: ‘Cereja 261 (Isla®), ciclo de
90 dias; e ‘Santa Clara I-5300" (Isla®) com ciclo de 110
dias. A empresa fornecedora de sementes (sem trata-
mento quimico) garantiu 84% de germinagao e 100%
de pureza para ambas as cultivares.

Testes bioquimicos na bactéria

A quantificagdo de compostos inddlicos foi deter-
minada em meio liquido enriquecido com tripto-
fano e utilizando o reagente de Salkowski segun-
do Szilagyi-Zecchin et al. (2014). A concentracao
dos compostos foi estimada por curva-padrao com
quantidades conhecidas de acido indol acético
(Sigma-Aldrich®) que variou entre 0 e 30 pg/mL de
acordo com a equacgao y = 0,0057 x (R2 = 1). E como
controle positivo utilizou-se Azospirillum brasilense
Ab-V5.

Para producao de sideroforos, usou-se o método co-
lorimétrico universal de Schwyn e Neilands (1987)
de acordo com as adaptagdes de Szilagyi-Zecchin ef
al. (2014).

Teste de germinacio

As sementes foram inoculadas com a solugao de
FZB42 na concentracao de 1x10" UFC/mL, sem prévia
assepsia. Em seguida deixadas para secar a sombra so-
bre folhas de papel toalha.

Logo apds, as sementes foram acomodadas em caixas
plasticas transparentes (tipo Gerbox) sobre duas fo-
lhas de papel (mata-borrao) umedecidos com quanti-
dade de agua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel
seco (Brasil, 2009). E mantidas em estufa incubadora
com fotoperiodo e termoperiodo (B.O.D.) a 25 °C, sem
aplicacgao de fotoperiodo. A avaliagdo contabilizando o
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numero de plantulas normais e de plantas germinadas
ocorreu aos 10 dias apds semeadura.

O delineamento foi inteiramente casualizado em es-
quema fatorial 3 x 2 (dose de bactérias x cultivares de
tomate). Possuindo 4 repeticdes de 100 sementes para
cada cultivar, onde cada caixa era uma sub-repeticao
com 50 sementes.

Os tratamentos foram compostos das porcentagens da
solugao de FZB42, em volume de solugdes aplicadas
as sementes, sendo: (Testemunha) 100% de agua desti-
lada; (T1) 20% de FZB42 e 80% de agua destilada; (T2)
80% de FZB42 e 20% de agua destilada. As solugodes
corresponderam ao volume de 320 uL/g de sementes.
A estimativa tedrica de bactérias por semente para T1
e T2 foi de 1,6x105 e 6,4x106 respectivamente.

Apos 10 dias avaliou-se o niimero de sementes ger-
minadas e de plantulas normais. Nas plantulas consi-
deradas normais a parte aera foi separada da raiz e foi
mensurado: o comprimento (cm) e volume (cm3) de
raiz e parte aérea, por meio do software Win-rhizo®v.
4.0, acoplado a um Scanner LA1600 (Regent Systems,
Quebec, Canadd) na resolugao 150 dpi (Dots Per Inch
ou Pontos Por Polegada).

Producdo de mudas

A semeadura foi realizada em bandejas de poliesti-
reno expandido, com 200 células, com volume uni-
tario da célula correspondente a 18 mL. Estas foram
preenchidas com, substrato comercial recomendado
para a cultura, preparado com composto de cama
de aviario (Provaso®) e casca de pinus compostada
(Vida Verde®) na proporgao de 0,5:3,5 p/p.

As sementes foram inoculadas como descrito acima
no teste de germinacao e imediatamente semeadas.
Distribuiu-se duas sementes por célula na profun-
didade de 1 cm. Apds a germinagao procedeu-se
o desbaste. As mudas foram mantidas em casa
vegetagdo com irrigagdo temporizada, na Area ex-
perimental de Olericultura Organica da Universi-
dade Federal do Parana (UFPR), no municipio de
Pinhais-PR, durante o més abril de 2013.

Em delineamento inteiramente casualizado, cada
tratamento foi composto de 7 repeti¢gdes com 40 cé-
lulas cada, e uma planta por célula.

Foram coletadas aos 33 dias apds a semeadura, oito
plantas centrais por repeticao para a avaliacao das
seguintes variaveis biométricas: volume radicular
(VR) expresso em cm?; comprimento total de raizes
(CTR) em cm, resultante da somatéria dos compri-
mentos individuais das raizes; massa seca de raiz
(MSR) expressa em g; area da parte aérea (APA) em
cm? e massa seca da parte aérea (MSPA) em g. Para
a obten¢do do VR, CTR e APA as amostras foram
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analisadas por meio do programa computacional
WinRhizo®. As folhas foram lidas na resolu¢do de
50 dpi e as raizes a 150 dpi. Para massa seca (raiz e
parte aérea) estes foram levados a estufa com cir-
culagdo de ar forcada, a temperatura de 65 0°C por
72 horas e em seguida pesados em balanca de pre-
cisdo analitica.

Determinacdo de clorofilas nas mudas

A determinacao dos teores de clorofila foi realizada se-
gundo Lichtenthaler (1987), utilizando todas as folhas
das mudas (exceto as cotiledonares), de seis plantas
por repeticao. A absorbancia foi lida em espectrofotd-
metro a 663 e 647 nm. Posteriormente, os valores fo-
ram transformados e expressos em mg de clorofila por
g de material vegetal.

Os dados foram testados quanto a sua normalidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a ho-
mogeneidade de variancias, por Bartlett. Em seguida
submetidos a analise de variancia, e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia
no programa Assistat®7.6 Beta (Silva e Azevedo, 2002).

Resultados e Discussao

A estirpe de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
FZB42 produziu nas condicoes testadas 7,79 pg/mL
de compostos inddlicos enquanto que o controle A.
brasilense produziu 31,42 ug/mL. FZB42 ja foi descrita
como produtora de compostos indoélicos tais como,
acido indol acético e indol-3-acetonitrila, em outras
condigdes de cultivo e por meio de diferentes méto-
dos (Idris et al., 2004).

No presente trabalho, FZB42 secretou sideroforos, in
vitro, em meio solido. Ja era conhecido que B. amylo-
liquefaciens subsp. plantarum FZB42 possuia potencial
para produzir metabolitos secundérios, pois mais de
8,5% do genoma ¢é dedicado a sintese de antibioticos
e sideroforos (Chen ef al., 2007). Os sideréforos tem
importancia para as bactérias por suprirem a neces-
sidade de ferro do préprio microrganismo, e para a
sobrevivéncia no ambiente competitivo do solo (Khan
et al., 2006).

Os tratamentos ndo alteraram significativamente
o percentual de germinagao informado no rotulo,
pelo fornecedor das sementes das duas cultivares. A
quantidade de plantulas anormais, nao diferiu entre
os tratamentos, nem entre cultivares (dados nao mos-
trados). A inoculacdo com FZB42 a 20% promoveu o
aumento do volume da parte aérea das plantulas, ex-
clusivamente da cv ‘Cereja’, enquanto a dose de 80%
reduziu o volume e comprimento da radicula e da
parte aérea das duas cultivares (Figura 1).
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Figura 1- Desempenho de plantulas de tomateiro ‘Santa Clara’ (Sta C) e ‘Cereja’ em teste de germinagao, 10 dias ap6s sementeira,
em fungdo das doses de FZB42 aplicadas a semente. Barras em branco = (Testemunha) 100% de agua destilada; em
cinza = (T1) 20% de FZB42; e em preto = (T2) 80% de FZB42. Letras iguais, mindsculas entre os tratamentos e mailiscu-
las entre as cultivares, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Schlindwein ef al. (2008), trabalhando com diferentes
espécies de rizobios em alface, verificaram que o per-
centual de germinacdo e a quantidade de plantulas
normais também nao foram influenciadas, exceto por
Rhizobium leguminosarum biovar trifolii, que levou ao
desenvolvimento de plantulas anormais com taxa de
crescimento reduzido. No entanto, pode-se verificar
influencias negativas sobre a germinacao, como de-
tectado por Miché et al. (2000) estudando duas estir-
pes de A. brasilense, estas impediram a germinacao
de sementes de striga (Striga hermonthica), uma plan-
ta daninha, parasita obrigatdrio de cereais tropicais.
Em contrapartida, existem trabalhos que relatam na
germinagao, estimulos positivos proporcionados por
bactérias ao serem inoculadas nas sementes: Cassan
et al. (2009) detectaram aumentos no percentual de
germinagao e no crescimento das plantulas de soja e
milho quando inoculadas com A. brasilense e Brayrhi-
zobium japonicum sozinhos ou combinados; e Szila-
gyi-Zecchin et al. (2014) trabalhando com Bacillus sp.
e Enterobacter sp. em milho verificaram aumento na
germinagao e no volume radicular das plantulas.

Na producdo de mudas houve incrementos na area
da parte aérea das duas cultivares com uso de FZB42
a 20%. Na cultivar ‘Cereja’ FZB42 a 80%, houve re-

ducdo da area em relagao a testemunha (Quadro 1).
A massa seca da parte aérea foi significativamente
incrementada no tomate ‘Santa Clara’ com FZB42 a
20%, ja FZB42 a 80% influenciou diminuindo a massa
seca das duas cultivares.

Uma parte aérea maior permite uma melhor taxa
fotossintética, que implica em mais fotoassimilados
translocados para os 6rgaos em crescimento ou de
reserva nos estadios seguintes (Taiz e Zeiger, 2004).
Este aumento da parte aérea pode estar relacionado
com a habilidade da bactéria estudada em produzir
compostos inddlicos. Alguns estudos demonstraram
que Bacillus produtores de auxina trazem beneficios
para a parte aérea do tomateiro, aumentando a al-
tura, calibre e peso fresco de parte aérea de mudas
(Domenech et al., 2006). Até mesmo quando a auxina
bacteriana foi isolada, purificada e aplicada em mu-
das de tomate incrementaram em mais de 20% a par-
te aérea (Lim e Kim, 2009).

A inoculagdo de FZB42 testada contemplou duas
quantidades de bactérias (T1 =1,6x10° e T2 = 6,4x10°
UFC/semente), 0 aumento da parte aérea ocorreu em
T1, ja em T2 um efeito oposto ocorreu nas mesmas
variaveis, reafirmando um possivel excesso de dose,
com base no teste de germinagao descrito acima.
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Quadro 1 - Desenvolvimento da parte aérea de mudas de tomateiro das cultivares ‘Santa Clara’e ‘Cereja’ aos 33 dias ap6s
plantacdo de acordo com as doses de FZB42 aplicadas a semente. Test (100% de dgua destilada); T1 (FZB42 20%);
T2 (FZB42 80%); (M) Média; (MG) Média Geral; (CV) Coeficiente de variacdo percentual.

area (cmz)

massa seca (g)

‘Sta Clara’ ‘Cereja’ Média ‘Sta Clara’ ‘Cereja’ Média
Test 2812,12 cB  3858,40 bA 333526 b 0,71 bA 0,51 aB 0,61 b
T1 4154,64 aB  4458,08 aA  4306,36 a 0,93 aA 0,52 aB 0,72 a
T2 3411,22 bA  3121,87 ¢cB  3266,55 b 0,65 cA 0,35 bB 0,50 c
M 3459,33 B 3812,78 A 0,76 A 0,46 B
MG 3636,05 0,61
Ccv 7,00 7,79

Médias seguidas da mesma letra, mailiscula nas linhas e miniscula nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 1% de probabilidade.

Quadro 2 - Desempenho do crescimento radicular de mudas de cultivares de tomateiro ‘Santa Clara’ (Sta C) e ‘Cereja’ aos 33
dias apds com diferentes doses de FZB42 aplicadas a semente. Test (100% de agua destilada); T1 (FZB42 20%);
T2 (FZB42 80%); (M) Média; (MG) Média Geral; (CV) Coeficiente de variacdo percentual.

volume (cm?)

comprimento (cm)

massa seca (g)

Sta C Cereja Média Sta C Cereja Média Sta C Cereja Média
Test 4,27 3,21 3,74 a 1785,92 843,06 1314,49 a 0,14 0,15 0,15 a
T1 4,10 2,65 3,37 ab 1725,52 892,54 1309,03 a 0,14 0,13 0,13 a
T2 3,69 2,48 3,08 b 1624,99 769,44 1197,21 a 0,10 0,09 0,10 b
M 402 A 2,78 B 1712,14 A 835,01 B 0,13 A 0,12 A
MG 3,40 1273,58 0,12
Cv 13 10,69 15,5

Médias seguidas da mesma letra, maiiiscula nas linhas e mindscula nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Nas raizes das mudas, o volume e a massa seca fo-
ram inferiores a testemunha, quando inoculado com
FZB42 a 80%. Enquanto FZB42 a 20% nao diferiu da
testemunha, para as trés variaveis radiculares avalia-
das (Quadro 2).

Essas diferencas podem estar relacionadas a uma
entrada adicional de compostos indodlicos produzi-
dos pela bactéria, que modifica as quantidades en-
dogenas na planta, para um nivel 6timo ou acima do
otimo, resultando na indugao ou inibi¢do do cresci-
mento vegetal (Patten e Glick, 1996). As raizes ne-
cessitam de uma concentracdo menor de compostos
inddlicos para crescer, e seu crescimento, pode ser
inibido por concentragdes que promovam o alonga-
mento de caules e coleodptilos (Taiz e Zeiger, 2004).
Os teores de Cl g, b e totais foram superiores esta-
tisticamente nas duas doses de bactéria em ‘Santa
Revista de Ciéncias Agrdrias, 2015, 38(1): 26-33
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Teores de Clorofila (C1)

—a—C1b - Cereja

] --B- Cl Total - Sta C
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% --&-Cla-StaC

‘q‘; —8—Cla - Cereja

Eo ; --&-Clb-StaC

g

Testemunha FZB42 20% FZB42 80%

Figura 2- Teores de clorofila medidos no final da produgao de
mudas de tomateiro. Cultivar ‘Santa Clara’ (Sta C) re-
presentada pela linha pontilhada e cultivar ‘Cereja’
representada por linha continua.



Clara’, enquanto para ‘Cereja’, somente FZB42 a
80% aumentou os niveis de clorofilas significativa-
mente (Figura 2). Em média, nas duas cultivares ha
uma relacao crescente entre os teores de clorofila e
a quantidade de bactéria aplicada. As clorofilas es-
tavam presentes em maiores teores nos tratamentos
inoculados, mas com aumentos mais expressivos
para a aplicagdo de FZB42 a 80%. Indicando que
houve mais estimulo para produgao de clorofila
conforme o aumento da dose da bactéria, dentro dos
limites testados.

Este padrao de resposta pode estar relacionado
a producao de sideréforos pela bactéria. Pois, a
planta aproveita estes compostos como quelantes
organicos, que acabam a beneficiando, por dispo-
nibilizar o ferro para ser prontamente absorvido
(Powell et al., 1980). Alguns exemplos deste mes-
mo mecanismo ja foram observados em outras cul-
turas. Uma delas, feijao mungo (Vigna radiata L.)
inoculado com Pseudomonas sp., produtora de si-
deroforos, e submetido a diferentes doses de ferro.
Como resultado, teve suas quantidades de clorofi-
las a, b e totais aumentadas em 34, 48 e 39%, pois a
bactéria melhorou a disponibilidade de ferro para
a planta (Sharma et al., 2003). Similarmente, Pseu-
domonas putida reduziu a clorose induzida por defi-
ciéncia de ferro em amendoim (Arachis hypogaea L.)
(Jurkevitch et al., 1988).

Em todas as varidveis biométricas da producao de
mudas, as respostas foram numericamente superio-
res no T1 (FZB42 20%) se comparadas ao T2 (FZB42
80%), e na maior parte delas (massa seca de raiz,
area e massa seca da parte aérea), foram diferen-
tes estatisticamente. Indicando que entre as doses,
a menor, proporcionou resultados mais vantajosos

para a producao de mudas organicas de tomateiro.

A variavel mais responsiva a inoculagao, dentre as
testadas, foi a drea da parte aérea. Nesta variavel,
a cultivar ‘Santa Clara’ respondeu positivamente
com mais intensidade na menor dose de FZB42,
mostrando aumento de 47,74%, enquanto a ‘Cere-
ja’, apresentou aumento de 15,54 %, ambos compa-
rados a testemunha. Esta diferenca indica resposta
variavel em funcdo do genodtipo, uma vez que as
cultivares pertencem a grupos distintos. Interagoes
entre bactérias e gendtipos foram relatados por ou-
tros autores. Lemos et al. (2013), verificaram entre
cinco cultivares de trigo com inoculacao de A. bra-
silense, apenas uma se destacou, enquanto Ferreira
et al. (2014), verificaram que entre seis cultivares
de arroz, apenas uma apresentou interacdo com
diversas estirpes bacterianas, com diferenca signi-
ficativa em relagao ao crescimento da parte aérea.

Conclusoes

A bactéria Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum
FZB42, produtora de compostos inddlicos e siderd-
foros, aumentou os teores clorofila g, b e totais e pro-
moveu o crescimento da parte aérea de mudas de
tomateiro das cultivares ‘Santa Clara’ e ‘Cereja’, na
dose de 20% da solucado inoculante, correspondendo
a 1,6x10° bactérias/semente.
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