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RESUMO

Bactérias endofiticas promotoras de crescimento podem conferir caracteristicas vantajosas ao
hospedeiro favorecendo sua producgéo e sugerindo que podem apresentar importante potencial
biotecnoldgico. Da mesma forma, trabalhos recentes mostram que Methylobacterium spp.
pode estar associada & promogdo de crescimento em diferentes espécies vegetais, tornando
preeminente estudos que visam o desenvolvimento de estratégia para selecdo de agentes
eficientes no crescimento de plantas. O presente estudo, teve como objetivo avaliar a
diversidade de bactérias endofiticas do género Methylobacterium e o seu potencial para a
promocéo de crescimento de duas cultivares de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill). Os
experimentos foram conduzidos em cdmara Umida e posteriormente em casa de vegetacdo
avaliando 27 isolados endofiticos pigmentados (coloracdo rdsea), em sementes de Tomate
Cereja Samambaia e Tomate Santa Cruz Kada Gigante. Com base nos resultados os isolados
bacterianos selecionados apresentaram variagdo nos resultados quanto a frequéncia de
germinacdo nas sementes das duas espécies de tomateiro. Os isolados mais eficientes no
potencial para aumento da taxa de germinagdo de sementes para os dois cultivares foram:
Bacillus thuringiensis, Hymenobacter xinjiangensis, Methylobacterium fujisawaense e
Methylobacterium sp. Os isolados menos eficientes que reduziram a emergéncia das sementes
e desenvolvimento de plantulas dos tomateiros foram: Methylobacterium sp., Rhodococcus
sp., Prochlorococcus marinus e Prochlorococcus sp. Entre os isolados: Bacillus
thuringiensis, Hymenobacter xinjiangensis, Methylobacterium fujisawaense,
Methylobacterium sp. e Rhodococcus sp. propiciaram a maior eficiéncia de solubilizagdo de
fosfato e fixagdo de nitrogénio. Os isolados bacterianos foram identificados por meio do
sequenciamento do gene 16S rDNA. Em geral o género Methylobacterium mostrou-se
interferindo na emergéncia das sementes, no tamanho da planta hospedeira, contudo no
desenvolvimento das plantulas das duas variedades de tomateiro, visto que uma mesma
bactéria pode estimular a germinacéo em uma planta e inibir em outra.

Palavras-Chave: Bactérias endofiticas, Methylobacterium, Promocdo de Crescimento e
Tomate (Lycopersicon esculentum Mill).



ABSTRACT

Endophytic growth promoters may confer advantageous traits to the host by favoring its
production and suggesting that may have important biotechnological potential. Likewise,
recent studies show that Methylobacterium spp. may be associated with the promotion of
growth in different plant species, making prominent studies that focus on developing strategy
for screening agents effective in plant growth. This study aimed to evaluate the diversity of
endophytic bacteria Methylobacterium and their potential to promote growth of two cultivars
of tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) The experiments were conducted in a moist
chamber and subsequently evaluated in a greenhouse 27 endophytic isolates pigmented (pink
color) in seeds of Tomato Cherry bracken and Tomato Saint Cross Kada Giant. Based on the
results of the selected bacterial isolates showed variation in results regarding the frequency of
germination in seeds of two species of tomato. The most efficient isolates the potential for
increasing the rate of seed germination for both cultivars were: Bacillus thuringiensis,
Hymenobacter xinjiangensis, Methylobacterium fujisawaense and Methylobacterium sp. The
less efficient strains that have reduced seed emergence and seedling development of tomato
plants were: Methylobacterium sp., Rhodococcus sp., Prochlorococcus marinus and
Prochlorococcus sp. Among the isolates: Bacillus thuringiensis, Hymenobacter
xinjiangensis, Methylobacterium fujisawaense, Methylobacterium sp. and Rhodococcus sp.
results in the highest efficiency of phosphate solubilization and nitrogen fixation. The
bacterial isolates were identified using 16S rDNA. In general, the genus Methylobacterium
was found to be interfering with the emergence of seeds, the size of the host plant, but the
development of the seedlings of two varieties of tomato, whereas the same bacteria can
stimulate germination in a plant and inhibit another.

Key words: endophytic bacteria, Methylobacterium, Promoting Growth and Tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.).
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1 APRESENTACAO

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill), dentre as hortalicas,
representa uma das mais importantes e expressivas culturas no cenério agricola mundial. O
tomate € a segunda hortalica mais importante do Brasil, perdendo apenas para a batata. Hoje,
0 Brasil situa-se entre 0os maiores produtores mundiais, ao lado de Estados Unidos e Italia. A
producdo brasileira hoje é cerca de 3.347.650 de toneladas com uma area cultivada de 56.986
hectares (AGRIANUAL, 2008). Ao natural é consumido em saladas e, ainda, em molhos e
temperos. Quando industrializado é empregado como matéria-prima para obtencéo de extrato,
puré, suco, catchup e fruto depelado. Porém, existem limitages na cultura, como o alto custo
de insumos, além da quantidade demasiada de adubos tém resultado em perdas de produgéo
devido a desequilibrios e distdrbios nutricionais, que afetam sensivelmente a produtividade e
a qualidade comercial dos frutos. O aparecimento dessas dificuldades levou & busca de novas
alternativas para o cultivo de espécies que exigem tratos culturais intensivos como o
tomateiro. O fato de ser o tomate uma hortalica consumida in natura, a preocupagdo com a
saude dos consumidores devido a possibilidade de residuos de agroquimicos, vem causando
um aumento na procura pelo tomate produzido com menor quantidade de insumos quimicos e
geralmente certificado pelos 6rgdos como o Instituto Biodindmico (IBD) (BRASIL, 1999;
PRESIDENCIA DA REPUBLICA, 2003). Sendo assim, as pesquisas com fontes alternativas
de incorporacdo de nutrientes tém ganhado investimentos, dentre estas as pesquisas
envolvendo metodologias alternativas de promocdo de crescimento e controle de patégenos,
principalmente com enfoque no uso de microrganismos que ocorrem naturalmente em
associagcdo com as plantas. Os microrganismos endofiticos interagem e podem conferir
vantagens a planta hospedeira, colaborando com o controle bioldgico e com o crescimento da
planta por meio da producdo de fitohormonios e outros compostos, podendo para isso estar
presentes nos mais variados tecidos e 6rgdos de plantas, inclusive nas sementes (PEIXOTO
NETO etal., 2002).

Portanto, é de grande interesse a exploracdo de bactérias endofiticas potencializadoras
do crescimento vegetal, visando a sua posterior aplicacdo em sementes para a introducéo no
campo, resultando em plantas com potencial superior de produgdo. Para tanto, no presente
trabalho, foram realizadas analises com isolados do género Methylobacterium, sendo avaliada

a sua diversidade e o seu potencial para a promogdo de crescimento em duas variedades



comerciais de Tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill). Foi avaliada também a capacidade
destas bactérias em solubilizar fosfato e fixar biologicamente nitrogénio. Assim, este trabalho
teve como principal objetivo selecionar bactérias endofiticas do género Methylobacterium

com potencial para promocao de crescimento vegetal do tomateiro.



2 INTRODUCAO
2.1 ASPECTOS GERAIS

Enddfitos sdo microrganismos que habitam o interior das plantas, sendo encontrados
em Orgdos e tecidos vegetais como folhas, ramos e raizes sem causar doencas e sem produzir
estruturas externas visiveis (AZEVEDO & ARAUJO, 2007). A comunidade endofitica é
constituida principalmente por fungos e bactérias que, ao contrario dos microrganismos
patogénicos, ndo causam prejuizo a planta hospedeira (PEIXOTO NETO et al., 2002). Essa
relacdo endofitica pode ter surgido a partir do aparecimento de vegetais superiores no planeta,
ou seja, ha centenas de milhes de anos (STROBEL, 2002). Evidéncias de microrganismos
associados as plantas foram detectadas em tecidos de folhas e ramos fossilizados (TAYLOR
& TAYLOR, 2000), mostrando uma co-evolugdo extremamente especializada entre os
organismos envolvidos nesta interagdo. A grande vantagem que 0S microrganismos
endofiticos tém em colonizar as plantas é que os tecidos internos proporcionam um ambiente
protegido das adversidades do meio, tais como raios UV, chuvas e flutuagdes de temperatura,
bem como maior disponibilidade de nutrientes, evitando assim competicdo com outros
microrganismos que habitam, por exemplo, a superficie da planta e a rizosfera (MCINROY &
KLOEPPER, 1995; MCINROY & KLOEPPER, 1995b). Logo, o endofitismo pode ser visto

como uma estratégia de sobrevivéncia destes microrganismos.

As fontes mais provaveis de microrganismos endofiticos séo as sementes (ADAMS &
KLOEPPER, 1996), materiais propagativos (DONG et al., 1994), a rizosfera (HALLMANN
et al., 1997b) e o filoplano (BEATTIE & LINDOW, 1995). De forma geral, a penetragdo nos
tecidos vegetais pode ocorrer por meio de estbmatos, lenticelas, ferimentos e areas de
emergéncia de raizes secundérias (AZEVEDO, 1999).

O inicio do estudo dos microrganismos endofiticos ocorreu recentemente,
especialmente por seu potencial na producdo de metabolitos de interesse econémico,
incluindo novos farmacos. As interagBes entre microrganismos j& sdo conhecidas ha muito
tempo, porém a teoria sobre a associacdo benéfica ou neutra entre bactérias e plantas so teve
inicio com o trabalho de Perotti (1926) citado por Hallmann et al. (1997) e Aradjo (2000).

Com excecdo da associa¢do de plantas com fungos micorrizicos diazotréficos da rizosfera,



acreditava-se que as demais interacdes levariam a formacao de lesdes nos tecidos vegetais, as
quais poderiam causar a morte da planta. No entanto, a partir dos anos 70 com estudos a
respeito dos endofitos ocorreu uma mudancga nesse pensamento. Estes estudos confirmaram a
interacdo mutualista entre a planta e enddfitos na qual a planta hospedeira representa protecéo
e fonte de nutrientes e em contrapartida os endofitos produzem compostos quimicos como
enzimas, alcaldides e antibidticos que atuam como agentes controladores de microrganismos
patogénicos e de insetos pragas, aumentando o valor adaptativo da planta hospedeira. Esta
intima relac&o entre bactérias endofiticas e seus hospedeiros envolveu processos coevolutivos,
influenciando mecanismos fisioldgicos da planta (MISAGHI & DONNDELINGER, 1990).

Atualmente sabe-se que bactérias e fungos podem viver endofiticamente em diferentes
partes das plantas, como raizes, ramos, folhas, sementes, frutos, tubérculos e mesmo flores,
colonizando os espagos intercelulares, vasos do xilema ou mesmo apresentando colonizagéo
intracelular (MUNDT & HINKLE, 1976; GARBEVA et al., 2001; STURZ et al., 1999;
DARBYSHIRE & GREAVES, 1971; HALLMANN et al., 1997), e em diversas culturas de
importancia agronémica como milho, algoddo, tomate, batata, citros e videira dentre outras
(BELL et al., 1995b; JACOBS et al., 1985; HINTON & BACON, 1995; QUADT-
HALLMANN et al., 1997).

Entretanto, a partir dos anos 80, os trabalhos se tornaram mais frequentes e,
atualmente, todas as espécies vegetais estudadas até o momento, tais como: cana-de-agucar
(CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988), trigo (RUPPEL et al., 1992; PIRTTILA et al.,
2005), citros (CHILDS et al., 1965; GLIENKE, 1995; ARAUJO et al., 2001), banana (PEREIRA
et al., 1999), milho (FISHER et al., 1992; SILVA, 1998), estilosantes (PEREIRA, 1993;
PEREIRA et al., 1993), morango, tomateiro, pimenteira (PILLAY & NOWAK, 1997,
FREITAS & PIZZINATTO, 1991; DICKLOW et al., 1993), grdo de bico e berinjela
(KUMAR, 1998), alfafa (OLSEN & MISAGHI, 1981), beterraba (BUGBEE et al., 1975;
JACOBS et al., 1985, THRANE et al., 2000), rabanete (LEEMAN et al., 1995), sorgo
(CHIARINI et al., 1998), batata, alface (BAKKER et al., 1986; GASONI et al., 2001;
FREITAS et al., 2003), algoddo (MISAGHI; DONNDELINGER, 1990), soja (KUKLINSKY-
SOBRAL et al., 2004), eucalipto (PROCOPIO, 2004), arroz (SANDHIYA et al., 2005), cacau
(RUBINI et al., 2005) e vérias plantas ornamentais (YUEN & SCHROTH, 1986), demonstram
existéncia de microrganismos endofiticos.

Com o actimulo de informagdes sobre a interacdo endoéfitos-planta (AZEVEDO et al.,
2000; ARAUJO et al., 2001), e com a determinacdo das diferentes fungdes desses

microrganismos no interior da planta, tem-se dado atengdo ao estudo de bactérias endofiticas,



que podem atuar no controle biolégico de inimeras doengas (HALLMANN et al., 1997,
M’PIGA et al., 1997), na promogdo de crescimento vegetal (HALLMANN et al., 1997,
BENT & CHANWAY, 1998), e na biorremediacdo de areas poluidas (NEWMAN &
REYNOLDS, 2005).

Por apresentarem uma associacdo intima com a planta hospedeira as bactérias
endofiticas despertam grande interesse agrondmico. Segundo Misaghi & Donndelinger,
(1990) esses microrganismos estdo completamente compatibilizados com o hospedeiro, sendo
esta interacdo, resultado de milhares de anos de convivéncia comum, tendo levado a
coevolucdo dos organismos endofiticos com as respectivas espécies hospedeiras, ou a um
aprimoramento de relagdes patogénicas. Atualmente pouco se conhece a respeito dos aspectos
ecologicos, fisiologicos e genéticos envolvidos na interacdo planta/enddfitos. Entretanto,
como j& descrito, é relevante a importancia dos microrganismos endofiticos para a planta. O
estudo mais aprofundado desta interacdo possibilitard a utilizacdo destes microrganismos em
programas de melhoramento de espécies vegetais de interesse, pois estes microrganismos
endofiticos podem ser manipulados geneticamente e reintroduzidos na planta hospedeira,
conferindo novas caracteristicas a essa planta, como resisténcia a patégenos, pragas e a

producdo de proteinas e vitaminas, etc.

Os endofitos sdo potencialmente Uteis na agricultura e na inddstria, particularmente na
alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores para introducdo de genes de
interesse nas plantas (FAHEY, 1988; MURRAY et al., 1992), como agentes inibidores de
pragas e patdgenos (Volksch et al., 1992) e como fontes de metab6litos primarios
(STAMFORD et al., 1998) e secundarios de interesse como o taxol, poderoso anticancerigeno
(STIERLE et al., 1993; WANG et al., 2000), a criptocandina, lipopeptideo antimicotico
(STROBEL et al., 1999) e diversos outros antibioticos.

Microrganismos endofiticos tém apresentado a capacidade de estimular o crescimento
das plantas por mecanismos diretos (disponibilizacdo de nutrientes e/ou produgdo de
horménios vegetais) ou por mecanismos indiretos (antagonismos contra patdégenos ou
resisténcia a drogas) (DI-FIORE & DEL-GALLO, 1995; CHANWAY, 1998).

Segundo Fuentes-Ramirez et al. (1993) é possivel que bactérias possam promover o
aumento de produtividade da planta por produzir substancias que atuam na regulagédo do
crescimento, ou por fixar nitrogénio, ou ambos. Pillay & Nowak (1997) avaliaram a

influéncia de bactérias endofitica e epifiticas, in vitro, na promog¢éo do crescimento vegetal e



verificaram que a densidade do in6culo, temperatura e gendtipo do hospedeiro sdo fatores que
interferem neste mecanismo.

Os hormonios vegetais sdo reguladores naturais do crescimento das plantas,
influenciando os processos fisiolégicos em baixas concentragbes. Estes reguladores de
crescimento vegetal sdo classificados em auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e
etileno (RAVEN et al., 2002). A produgdo de auxinas, citocininas e giberelinas por diversas
bactérias do solo, da rizosfera, endofitica e epifiticas j& foi relatada (FUENTES-RAMIREZ et
al., 1993; PATTEN & GLICK, 1996; KUKLINSKY, 2004), sendo esta uma caracteristica
importante para as bactérias que promovem o crescimento vegetal.

A fixacdo de nitrogénio e a producdo de hormdnios vegetais por microrganismos
endofiticos sdo 0s mecanismos mais explorados para a avaliacdo da promogéo de crescimento
vegetal, no estudo da interagdo endofito-planta hospedeira. Os hormdnios vegetais sdo
reguladores naturais de crescimento das plantas, e estes podem ser descritos como auxinas
(atuam na diferenciagdo celular, crescimento radicular, promovem crescimento dos frutos e
controlam a abscis&o), citocininas (envolvidas na regulacdo do crescimento, diferenciagdo e
senescéncia vegetal), giberelinas (estimulam a diviséo e alongamento celular, interrompendo
a dorméncia e aumentando o desenvolvimento dos frutos), &cido abscisico (estd envolvido na
regulacdo da transpiragdo, na quebra na dorméncia e no desenvolvimento inicial das
sementes) e etileno (atua no amadurecimento dos frutos, promove a absciséo de folhas, flores
e frutos, além de influenciar a expresséo do sexo feminino) (RAVEN et al., 2002).

A inoculacdo de microrganismos em sementes antes do plantio tem sido pratica
agrondmica rotineira na China Continental, em meados de 80 com a distribui¢cdo de 3.000
toneladas de inoculantes em 35.000.000 de hectares (CHEN et al., 1995), demonstrando dessa
forma a importancia de bactérias associadas a plantas para a prote¢éo da planta hospedeira. O
mecanismo de promocdo de crescimento vegetal por microrganismos endofiticos ainda
necessita de muitos estudos para um melhor entendimento dos fatores envolvidos. Além da
interacdo entre genotipo da planta e a comunidade endofitica promotora de crescimento,
outros fatores interagem neste processo, como as comunidades microbianas epifiticas e da
rizosfera. Dessa forma, a utilizacdo aplicada de bactérias endofiticas na producdo agricola
depende do entendimento dos mecanismos de interacdo bactéria-planta e da habilidade de
manter manipular e modificar populagdes benéficas sob condi¢des de campo (HALLMANN
et al.,, 1997). Além disso, o habitat endofitico possui caracteristicas mais favoraveis a
expressdo de genes promotores de crescimento vegetal que a rizosfera, como alta

disponibilidade energética e baixa competitividade com outras espécies. Isto possibilita a



expressdo de genes associados & promogéo do crescimento vegetal ao longo de todo o ciclo da
planta hospedeira sob menor influéncia de fatores ambientais.
2.2 BACTERIAS ENDOFITICAS

Desde 1940 foram publicados vérios relatos sobre bactérias endofiticas nativas em
sementes, ovulos, tubérculos, raizes, caules, folhas e frutos (HALLMANN et al., 1997). Nos
altimos anos tem havido um crescente interesse no estudo da ocorréncia, do potencial de
colonizacdo e da utilizacdo dessas bactérias para promocdo de crescimento e controle
bioldgico de doengas de plantas. As bactérias endofiticas ndo estdo sujeitas & competi¢do por
nutrientes que normalmente ocorre no solo da rizosfera e tém maior eficiéncia uma vez que,
ao contrario das colonizadoras de rizosfera, ja estdo internamente no sistema radicular, onde
0s compostos bioativos por elas sintetizados encontram-se prontamente disponiveis as plantas.
A associacao de bactérias endofiticas-planta consiste numa interagéo intima, na qual a planta
fornece os nutrientes e habitat, enquanto a bactéria ird promover o crescimento e prote¢do da
planta (NEWMAN & REYNOLDS, 2005).

Os primeiros relatos da presenca de fungos e bactérias no interior de tecidos de plantas
datam do final do século XIX. Mundt & Hinkle (1976) citam que um pesquisador chamado
Fernbach, em 1888, detectou a presenca de células bacterianas no interior de tecidos de
tomate, cenoura e beterraba agucareira. Segundo Vogl, citado por White Jr. et al. (1996), em
1898 foi detectado um fungo endofitico em sementes de Lolium temulentum L. e foi
observado ascomicetos, vivendo no interior de gramineas sem, contudo, causar qualquer dano
aparente. Entretanto, foi somente nas Ultimas duas décadas, que os estudos tém focado nos
efeitos benéficos que a aplicacdo dos endofitos nas plantas pode gerar, por exemplo, o
aumento da producdo e a reducdo da severidade de doencas. Também existem estudos
versando sobre a biodiversidade microbiana e plantas servindo como reservatério de material
genético, abrigando microrganismos endofiticos (BACON & WHITE, 2000; CHEN et al.,
1995; CLAY, 1990; KOWALSKI & SADLOVSKI, 1993; MCINROY & KLOEPPER, 1995).

Embora bactérias endofiticas tenham sido detectadas dentro de sementes por
microscopia (MUKHOPADHYAY et al., 1996), acredita-se que muito provavelmente tais
microrganismos penetram nas sementes por ferimentos causados por danos fisicos, e ndo sdo
provenientes da planta. White Jr. et al. (1996), trabalhando com Acremonium em gramineas,
afirmaram que a transmissdo deste fungo para a proxima geracdo, geralmente, ocorre via

penetragdo no embrido dentro da semente. Segundo Hallmann et al. (1997), € possivel que



populacdes extremamente baixas de microrganismos endofiticos estejam presentes em regides
mais internas das sementes.

Segundo Hinton & Bacon (1995), o caminho mais légico para a colonizacdo dos
tecidos por microrganismos endofiticos parece comegar com a migragdo da bactéria ou fungo
para locais onde sementes estejam germinando, ou as raizes estejam crescendo. A partir dai
ocorre a colonizagdo da radicula e do coledptilo e finalmente se disseminam sistemicamente
na planta.

Assim como a presenca de bactérias na rizosfera, a presenca e a permanéncia de bactérias
endofiticas também séo influenciadas por fatores biéticos e abidticos (SEGHERS et al., 2004). De
maneira geral, a densidade de bactérias endofiticas &€ menor que aquela observada para bactérias de
rizosfera e bactérias patogénicas (ROSENBLUETH et al., 2004). Os poucos exemplos de plantas,
aparentemente, livres de comunidades microbianas internas podem ser devido a dificuldades de
isolamento e cultivo desses microrganismos (ROSENBLUETH et al., 2006). O isolamento do
microrganismo de tecidos com superficie previamente esterilizada e a visualizago da bactéria nos
tecidos internos do hospedeiro por microscopia séo requerimentos para determinar se uma espécie
é endofitica. Entretanto, esta visualizacdo nem sempre é possivel, visto que em alguns casos a
densidade microbiana esta abaixo do limite de observacdo. Por isso, 0 uso do termo "possivel
endofito™ estd sendo recomendado, bem como a avaliagdo da capacidade dessa bactéria de re-
infectar plantas ou pléantulas limpas (ROSENBLUETH et al., 2006).

Com a finalidade de se verificar a localizagdo e a forma de infeccdo destes
microrganismos endofiticos em plantas hospedeiras, trabalhos foram desenvolvidos utilizando
metodos citoquimicos e microscopia eletrdnica, possibilitando melhor compreensdo destes
processos de colonizagdo (RUPPEL et al., 1992). As bactérias endofiticas possuem, da mesma
forma que fitopatdgenos, a capacidade de penetrar na planta e colonizar sistemicamente o
hospedeiro, podendo habitar o apoplasto (MAHAFFEE et al., 1997; QUADTHALLMANN et
al.,, 1997), vasos condutores (MAHAFFEE et al., 1997; HALLMANN et al., 1997) e
ocasionalmente o meio intracelular (QUADTHALLMANN; KLOEPPER, 1996;
QUADTHALLMANN etal., 1997).

Com esta colonizacéo sistémica da planta, estas bactérias podem alterar as condicdes
fisiolégicas e morfologicas do hospedeiro, além de atuar sobre as populages de outros
microrganismos presentes no interior da planta (ANDREOTE et al., 2004; ANDREOTE et al.,
2006). De acordo com Misaghi e Donndelinger (1990), a intima relacdo entre bactérias
endofiticas e seus hospedeiros envolveu processos coevolutivos podendo, inclusive, influenciar

mecanismos fisioldgicos da planta. Genes da planta expressos na presenca de endoéfitos



fornecem pistas sobre os efeitos dos endofitos nas plantas. Anélises moleculares sobre as
respostas de defesa da planta na presenca das bactérias podem elucidar como esse mecanismo
limita o crescimento das populagdes bacterianas em tecidos internos (ROSENBLUETH et al.,
2006).

Ha vérios efeitos positivos atribuidos as bactérias endofiticas, como a promogéo do
crescimento vegetal (HALLMANN et al., 1997; BENT; CHANWAY, 1998;
SESSITSCH et al., 2002; INIGUEZ et al., 2004; TSAVKELOVA et al., 2007), fixacdo de N,
e controle bioldgico de pragas e doengas (DOBEREINER; BODDEY, 1981; HALLMANN
etal., 1997; M'PIGA et al., 1997; DOWNING etal., 2000; VERMA et al., 2001), inducdo de
resisténcia sisttmica (HALLMANN et al., 1997; MADHAIYAN et al., 2004), producéo
de siderd6foros (BURD et al., 1998), producéo de antibioticos (STROBEL; DAISY, 2003) e
ainda no uso dessas bactérias em plantas como fitoremediadores de &reas poluidas (BARAC et
al., 2004; NEWMAN; REYNOLDS, 2005; BARZANTI et al., 2007).

No controle bioldgico, os microrganismos endofiticos sdo amplamente utilizados como
antagonistas aos agentes causadores das doengas em plantas (AZEVEDO et al., 2000). O
antagonismo pode se dar por competicdo por nutrientes, produgdo de substancias nocivas aos
patégenos ou inducdo de resisténcia sistémica da planta hospedeira e tem o potencial de
reduzir o consumo de agroquimicos. Em tomate, a aplicacdo da bactéria Pseudomonas sp.
(linhagem PsIN) induziu resisténcia sistémica a Verticillium dahliae, demonstrando que a
colonizagdo do endofito é capaz de ativar o sistema de defesa da planta, resultando assim na
resisténcia ao patégeno (SHARMA; NOWAK, 1998; KAVINO et al., 2007).

2.3 IMPORTANCIA DE BACTERIAS ASSOCIADAS AS PLANTAS

2.3.1 O género Methylobacterium

Os estudos sobre simbiose entre plantas leguminosas e bactérias associadas geralmente
sdo referentes a rizobios, bactérias pertencentes a familia Rhizobiaceae. A familia
Rhizobiaceae é um dos mais explorados quanto & promocéo de crescimento vegetal
(COSTACURTA & VANDERLEYDEN, 1997). Estas bactérias sdo conhecidas por fixarem
nitrogénio atmosférico em nddulos (estruturas vegetais desenvolvidas a partir da interacéo
destas bactérias com as plantas) e, também, como fertilizantes naturais na producéo agricola
de leguminosas (QUISPEL, 1988; BLOEMBERG et al., 2001; JENSEN & HAUGGAARD-



NIELSEN, 2003). Contudo, Sy et al. (2001) descreveram uma nova especie bacteriana,
Methylobacterium nodulans, envolvida na formagdo de nédulos e fixagdo de nitrogénio em
Crotalaria (leguminosa), sugerindo que esta bactéria pode apresentar um papel importante no
suprimento de N, para estas plantas. Bactérias do género Methylobacterium podem estar
relacionadas a fixacdo bioldgica do nitrogénio em culturas ndo-leguminosas. Embora tenha
sido demonstrada a existéncia de um isolado deste género que nodula e fixa nitrogénio em
simbiose com leguminosas (SY et al., 2001), outras Methylobacterium spp. foram isoladas de
plantas como algoddo, milho doce (MCINROY & KLOEPPER, 1991) e cultivares selvagens
e tradicionais de arroz (ELBELTAGY et al., 2001).

O género Methylobacterium pertence a ordem Rhizobiales, mas a Familia
Methylobacteriaceae, mostrando filogenia com a Familia Rhizobiaceae. Bactérias deste
género apresentam coloragdo rosea devido a sintese de carotendides e sdo metilotroficas
facultativas (Pink pigment facultatively methylotropic - PPFMs) sendo encontradas em
relacdo epifiticas e endofiticas com diferentes espécies vegetais (HOLLAND &.
POLLACCO, 1994; SY et al., 2001 ARAUJO et al., 2001; ARAUJO et al., 2002; KOENIG
et al., 2002; VAN DIEN et al., 2003). Microrganismos metilotroficos sdo capazes de consumir
metanol como fonte de carbono. A primeira linhagem descrita foi isolada por Bassalik em
1913 e foi denominada Bacillus extorquens. Recentemente, M. oryzae foi descrita como uma
nova espécie de Methylobacterium endofitica de arroz (MADHAIYAN et al., 2007). Os
membros do género Methylobacterium ocupam os mais diferentes habitats, incluindo solo, &gua,
superficies de folha, nédulos, grdos de arroz, ar, sedimentos e ambientes tipicamente urbanos (VAN
AKEN et al., 2004).

Essas bactérias podem crescer utilizando compostos de apenas um carbono (C1) como
metanol e metilamina (TOYAMA et al., 1998). Foi descrito que M. populum isolado BJOO1 é um
endofito que esta envolvido na degradacéo de compostos energéticos tais como 2,4,6-trinitrotolueno
(TNT), hexaidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (HMX) e hexaidro-1,3,5-triazina (RDX) (VAN AKEN
etal., 2004).

As bactérias deste género interagem de forma simbidtica com diferentes espécies de
plantas e estudos tm mostrado Methylobacterium como importante enddéfito, colonizando citros
(ARAUJO et al., 2001; ARAUJO et al., 2002); pinus (PIRTTILA et al., 2000); soja
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004); crotaléria (SY et al., 2001), algoddo (MADHAIYAN et al.,
2006) entre outras plantas (CHANPRAME et al., 1996). Possuem crescimento ativo em tecidos
meristeméticos, formando populagdes entre 10* e 10° UFCs (DORONINA et al., 2002).



ANDREOTE et al. (2006) utilizaram Catharanthus roseus e Nicotiana clevelandii como plantas
modelo para um estudo de interac&o entre M. mesophilicum e X. fastidiosa.

A presenca do gene da nitrogenase (NifH) ja foi descrita em espécies deste género (SY et
al., 2001), sugerindo a possibilidade destes organismos fixarem N, suprindo a planta hospedeira
com fontes organicas de nitrogénio. Esta interacdo foi reforcada também pela presenca de genes
envolvidos com a nodulagdo de plantas (gene nodA) em linhagens de Methylobacterium (SY et al.,
2001) e pela produgéo do horménio vegetal citocina, sugerindo que este género pode apresentar
uma importante funcéo no crescimento vegetal. No entanto, um maior nimero de estudos em
Methylobacterium spp. é necessario para melhor aproveita-las como promotoras de crescimento
vegetal (MADHAIYAN et al., 2006). Um isolado de M. extorquens chamado ME4 foi testado e
mostrou habilidade de promover crescimento em Nicotiana tabacum, Lycopersicon esculentum,
Sinapis alba e Fragaria vesca, mas ndo apresentou ganho aparente quando em avaliacdo com
outras 6 espécies vegetais (ABANDA-NKPWATT et al, 2006). Em outro estudo,
Methylobacterium aumentou a germinagéo de sementes de cana-de-agUcar em 19,5% comparado
com o controle e quando a inoculagéo foi feita combinada com Rhizobium sp., notou-se aumento
do crescimento da planta e da nodulagdo comparado com as inoculagbes isoladas de
Methylobacterium e Rhizobium (MADHAIYAN et al., 2005).

Lee et al. (2006) observaram que as citocininas sintetizadas por Methylobacterium
sp. atuam como um sinal molecular, estimulando as células do tecido vegetal a se dividirem. Desta
forma, por meio da orientacdo quimica, hd a desmetilacdo da pectina presente na parede celular
das células vegetais e, consequentemente, ocorre a liberagdo do metanol. Methylobacterium spp.
também é capaz de sintetizar pectinase e celulase, sugerindo que estas bactérias podem
apresentar indugdo de resisténcia sistémica na planta hospedeira (FERREIRA FILHO et al., 2001),
fato este confirmado em estudos posteriores (MADHAIYAN et al., 2006).

Estudos tém demonstrado que Methylobacterium spp. coloniza a superficie de folhas
de diferentes hospedeiros (CHANPRAME et al, 1996). Em citros, espécies de
Methylobacterium tém sido isoladas como endofito de ramos (ARAUJO et al., 2002;
LACAVA et al.,, 2004), e nesta planta esta populacdo interage com o patdégeno Xylella
fastidiosa (ARAUJO et al., 2002), estimulando o desenvolvimento dos sintomas da CVC por
favorecimento no desenvolvimento de X. fastidiosa (LACAVA et al., 2004). Espécies do
género Methylobacterium séo descritas como promotoras de crescimento vegetal
(MADHAIYAN et al., 2006a) ou indutoras de resisténcia sisttmica (MADHAIYAN et al.,
2006b).



Aradjo et al. (2002) verificaram que plantas de citros com sintomas de Clorose
Variegada dos Citros (CVC) apresentavam uma maior populagdo de Methylobacterium em
relagdo as plantas ndo infectadas com Xylella fastidiosa, sugerindo uma possivel interacdo entre
0s microrganismos. Posteriormente, Lacava et al. (2004) confirmaram essa relagéo, devido ao
favorecimento do crescimento de X. fastidiosa in vitro quando na presenca do sobrenadante de M.
extorquens no meio de cultura. Entretanto, 0 mesmo néo foi observado quando se utilizou M.
mesophilicum, Aradjo et al. (2002) sugerem que Methylobacterium spp. seja um importante
enddfito de citros frente a ocorréncia da CVC, contudo, pouco se sabe sobre 0s mecanismos
quimicos, fisioldgicos e ecoldgicos envolvidos nessas associagoes.

Representantes desse género podem também promover o crescimento da planta por meio
da producdo de hormdnios vegetais como o acido indolacético (AlA), citocininas ou
vitaminas (BASILE et al., 1985;TROTSENKO et al., 2001; KOENIG et al., 2002). Além
disso, Methylobacterium pode estar associada ao metabolismo de nitrogénio das plantas
(HOLLAND; POLACCO, 1992) e ao controle bioldgico (MADHAIYAN et al., 2006;
ABANDA-NKPWATT et al., 2006).

Devido a significativa presenca e capacidade de interacdo com diferentes tecidos
vegetais, é possivel especular que o género Methylobacterium apresenta significativa
interacdo com a planta hospedeira, inclusive por meio de mecanismo de promocdo de
crescimento vegetal e desenvolvimento do horménio vegetal citocinina (HOLLAND, 1997;
SY et al., 2001; KOENIG et al., 2002), mostrando a importancia desta bactéria no

desenvolvimento vegetal.
2.4 PROMOQAO DE CRESCIMENTO VEGETAL

Bactérias em habitats naturais colonizam o interior e exterior de 6rgdos de plantas e
podem ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento. As bactérias promotoras de
crescimento de plantas fazem parte da populagdo residente das plantas como epifiticas ou
endofiticas e ndo sdo fitopatogénicas. Microrganismos endofiticos tém sido associados com a
promocdo do crescimento de varias culturas, como tomate, alface, batata e milho
(HALLMANN et al., 1997), aumentando de 20 a 100% algumas caracteristicas avaliadas
como o numero de raizes, o peso da matéria seca, a area foliar e a taxa de germinagdo das
sementes (FROMMEL et al., 1991). Chanway et al. (2000) verificaram aumento de até 82%

na biomassa de mudas de um hibrido de abeto, no Canada, quando aplicaram uma bactéria



endofitica, em testes de campo. Frommel et al. (1991) observaram que plantas de tomateiro
tratadas com um isolado endofitico de Pseudomonas sp. apresentaram um crescimento de
cerca de 26 a 28% na altura das plantas e, consequentemente, maior enfolhamento.
Neotyphodium coenophialum, um fungo endofitico muito estudado no hemisfério norte,
aumentou o crescimento de raizes e o perfilhamento de forrageiras, em testes de campo sob
condigdes de estresse (ARECHAVALETA et al., 1989).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas podem ser utilizadas para
tratamento de sementes, explantes e mudas micropropagadas, incorporadas ao substrato de
plantio, tratamento de estacas, tubérculos e raizes, pulveriza¢des na parte aérea incluindo
folhagem e frutos, e em pos-colheita. J& existem diversos produtos biolégicos a base de
bactérias promotoras de crescimento de plantas sendo comercializados no mundo e nos
Estados Unidos embora no Brasil ainda ndo exista registro para nenhum deles (CHANWAY
et al., 2000).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas atuam promovendo diretamente o
crescimento pela producéo de &cido cianidrico, horménios vegetais, enzimas como a ACC-
deaminase, mineralizagdo de nutrientes, solubilizagdo de fosfatos, fixagdo do nitrogénio e
aumento da absorcdo de nutrientes pelas raizes, entre outros (CONN et al., 1997;
LAZAROVITS & NOWAK, 1997). A promogdo de crescimento é considerada indireta
quando a planta estd sendo infectada por um patdbgeno e as bactérias promotoras de
crescimento de plantas atuam como agentes de controle bioldgico por meio da produgdo de
4cido cianidrico, bacteriocinas e antibiéticos, competicéo por espaco, Fe** e outros nutrientes,
parasitismo, inducdo de resisténcia e protecdo cruzada (CHANWAY et al., 2000).

Na China, as bactérias promotoras de crescimento de plantas sdo conhecidas e
comercializadas como bactérias que aumentam a produtividade - Yield Increasing Bacteria
(YIB) (KLOEPPER, 1997) e em 1987 ja eram aplicadas em larga escala, em 48 diferentes
culturas, atingindo 3,35 milhdes de hectares (WENHUA & HETONG, 1997). Nesse pais,
aumentos de produtividade tdo significativos como 23,1 e 22,5 % tém sido obtidos pela
aplicacdo dessas bactérias em batata doce e batata, respectivamente (ZHANG et al.,1996).

Os géneros bacterianos que mais se destacam como promotores de crescimento s&o:
Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Azospirillum e Azotobacter (ZAADY et al., 1993;
RODRIGUEZ & FRAGA, 1999) essas bactérias endofiticas est&o relacionadas com produgo
de auxinas, etileno e citocininas, aumento da absorcdo de &gua e nutrientes, bem como a
supressdo de microrganismos deletérios esta também associada ao aumento do crescimento da

planta.



A agricultura organica vem se tornando opgéo importante, atendendo a uma crescente
demanda dos consumidores, tanto em nivel nacional quanto internacional, cujas necessidades
criam nichos de mercado que sdo cada vez mais exigentes em relacéo & qualidade e seguranca
de produtos alimentares. Neste contexto, o0 tratamento de sementes com alguns
microrganismos tem sido utilizado, pois, aléem de proteger as plantas contra fitopatdgenos,
pode promover o0 Seu crescimento. Esse mecanismo se refere ao desenvolvimento das plantas
de forma geral, incluindo os efeitos benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia e
desenvolvimento das plantulas e producéo de gréos e frutos (HARMAN, 2000).

No cultivo de grande nimero de espécies olericolas, além da utilizacdo de
microrganismos antagonicos, a incorporagdo de aminoécidos, micronutrientes, reguladores de
crescimento e micorrizas, tem sido pesquisada, visando produtos menos agressivos ao
ambiente, melhor desenvolvimento das mudas para obtencéo de maior produtividade e melhor
agregacdo de insumos agricolas as sementes gerando sustentabilidade, baseando-se em
enfoque que visa a prote¢cdo ambiental (TRENTINI, 2004).

Atualmente existem véarios bioprodutos disponiveis no mercado internacional
principalmente oferecidos por empresas norte-americanas, canadenses, europeias, australianas
e indianas. Alguns recomendados para biocontrole de enfermidades de plantas, outro para
promocdo de crescimento e alguns outros presumidamente capazes de possuir ambas as
funcbes. Os nomes e o0s principios ativos bacterianos de alguns biofertilizantes e, ou,
biopesticidas comercializados dos EUA: BioYield (Bacillus spp), Companion (Pseudomonas
fluorescens A506), EcoGuard (Bacillus licheniformis SB3086), HiStick NIT (Bacillus subtilis
MB1600), Serenade (Bacillus pumilus), YeldShield (Bacillus spp), Subtilex (Bacillus subtilis
MB1600), Actinovate (Streptomyces lydicus), Mycostop (Streptomyces griseoviridis strain
K61), Deny (Burkholderia cepacia) e Premium Azospi (Azospirillum sp.) (ROMEIRO, 2007).

2.4.1 Fixagéo do N,

Ha vérios mecanismos descritos sobre como endéfitos promovem o crescimento dos
vegetais que os abrigam. A fixacdo do nitrogénio (N;) atmosférico € um mecanismo bem
estudado e ha véarios exemplos descritos na literatura de isolamento de microrganismos
endofiticos com capacidade de fixar nitrogénio e disponibiliza-lo as plantas. Baldani et al.
(1986) isolaram Herbaspirillum seropedicae de ramos e raizes de milho, arroz e sorgo.
Cavalcante e Ddbereiner (1988) isolaram uma bactéria diazotrofica, Acetobacter

diazotrophicus, associada a cana-de-agUcar. Paula et al. (1993) reportaram uma associa¢do



micorrizica desta bactéria com o fungo Glomus clarum em batata doce, sorgo e cana-de-
aclcar. A fixacdo de N, € controlada pelos genes nif, em especial, o nif D e o nif H e por isso
usado como marcador em estudos onde se busca elucidar possiveis mecanismos de promogéo
de crescimento.

O nitrogénio (N) € o quarto elemento mais abundante nas plantas, sendo superado apenas
pelo carbono (C), pelo oxigénio (O) e pelo hidrogénio (H). O nitrogénio é constituinte essencial de
aminodacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, horménios, clorofila, entre outros
(MORGANTE, 2003). O nitrogénio € abundante na natureza, constituindo cerca de 80% do gés
atmosférico, na forma de N2. No entanto, organismos eucariontes sdo incapazes de absorver N, e
converté-lo a uma forma assimilavel devido a tripla ligagéo existente entre os 4&tomos do N, o qual
constitui uma das mais fortes que se tem conhecimento na natureza (HUNGRIA et al., 1994).

As principais fontes de nitrogénio assimilavel pelas plantas sdo: 1) nitrogénio do solo,
proveniente principalmente da decomposicdo da matéria orgénica; 2) nitrogénio obtido pela
fixacdo ndo-bioldgica, resultante de descargas elétricas, combustdo e vulcanismo; 3) nitrogénio
fornecido pelos fertilizantes; e 4) nitrogénio fornecido pelo processo de fixacdo bioldgica
(HUNGRIA et al., 2001). Entretanto, o nitrogénio presente na matéria organica do solo é
limitado, podendo ser esgotado rapidamente ap6s alguns cultivos. Ja o processo quimico o qual
transforma N, em am0nia, representa a forma assimilada com maior rapidez pelas plantas, mas a
um custo elevado, pois o processo quimico o qual transforma N, em amdnia, requer hidrogénio
(derivado do gés de petroleo), catalisador contendo ferro, altas temperaturas (300 a 600 °C) e
altas pressoes (200 a 800 atm.) (HUNGRIA et al., 2001). Consequentemente, o gasto de fontes
energéticas ndo renovaveis é elevado e estima-se que sejam necessarios, aproximadamente, seis
barris de petroleo por tonelada de amdnia (NHs;) sintetizada. Um outro agravante na utilizagéo
dos fertilizantes nitrogenados reside na baixa eficiéncia de sua utilizacéo pelas plantas, raramente
ultrapassando 50%. Deve-se considerar, ainda, que o uso indiscriminado de fertilizantes
nitrogenados resulta em poluigdo ambiental, pois a lixiviagdo do nitrogénio e 0 escorrimento
desse nutriente pela superficie do solo resultam em acumulo de formas nitrogenadas nas guas
dos rios, lagos e lencois de agua subterrneos, podendo atingir niveis toxicos a peixes e ao
homem (HUNGRIA et al., 2001).

A terceira fonte de nitrogénio é representada pela Fixacéo Bioldgica do Nitrogénio - FBN,
processo realizado por determinados procariontes, denominados organismos fixadores de N, ou
diazotrdficos. As bactérias capazes de fixar biologicamente 0 N, possuem uma enzima chamada
dinitrogenase, que é formada por duas unidades proteicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a

Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), ambas capazes de transportar elétrons. Durante a



reacdo de reducéo do Ny, a dinitrogenase é auxiliada por uma terceira molécula transportadora de
elétrons, a ferridoxina, a qual, na sua forma reduzida, transfere um elétron para a unidade Fe-
proteina que, entdo, reduzida, doa o elétron recebido para a MoFe-proteina, a qual acumula os
elétrons até que ocorram oito transferéncias concentrando oito elétrons, os quais S&0 necessarios
para que a reducdo completa do N,a NH; ocorra (MORGANTE, 2003).

Em termos globais, estima-se que a FBN contribua com 65% da entrada anual de N na
Terra, enquanto que a producdo industrial contribui com 24% e a fixag&o ndo-bioldgica com cerca de
10% (HUNGRIA et al., 2001). De acordo com Drozdowicz (1997) as bactérias fixadoras de N, se
associam a diversas plantas em diferentes graus de especificidade, levando a sua classificagéo
como bactérias associativas (Azospirillum sp.), endofiticas (Acetobacter diazotrophicus e
Burkholderia sp.) e simbidticas (rizdbios). Os rizdbios constituem um grupo de bactérias Gram
negativas que incluem os géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium e Allorhizobium (GARRITY & HOLT, 2001) que se caracterizam pela formagéo de
nodulos na planta hospedeira. A formagdo de nddulos é um processo complexo, que ocorre em
varias etapas, e envolve mudancas fisioldgicas e morfoldgicas tanto na célula hospedeira, como
na bactéria. As mudancas na bactéria visam, principalmente, o recebimento de fontes de carbono
da planta hospedeira, para prover o Adenosina tri-fosfato (ATP) e poder redutor necessario para o
processo de fixacdo biologica, enquanto que as mudancas na planta hospedeira visam assimilara
amonia produzida pelas bactérias (HUNGRIA et al., 1994).

Para que ocorra a formagdo dos nodulos, ambos, bactéria simbidntica e planta hospedeira,
desenvolveram um complexo sistema de interagdo, mantendo assim, uma comunicacao molecular.
Esse sistema faz com que bactérias simbidticas vivendo saprofiticamente no solo percebam sinais
quimicos sintetizados pela planta hospedeira, geralmente flavonoides, os quais fazem com que
bactérias simbidnticas sejam atraidas em direcdo as raizes da planta, por quimiotactismo positivo
(DROZDOWICZ, 1997).

Os flavonoides induzem a transcricdo de genes de nodulagdo (nod, nol e noe) nas
bactérias, conduzindo a sintese e secrecdo dos fatores Nod. Os fatores Nod s&o lipo-quitino-
oligossacarideos responséveis, principalmente, pelo reconhecimento entre bactéria e planta
hospedeira e pela inducdo de uma intensa divisdo celular no cdrtex da raiz. As bactérias, entdo,
serdo atraidas por quimiotactismo a rizosfera, onde vdo se multiplicar, colonizando os tricomas
(pelos) radiculares, Os tricomas enrolam-se, envolvendo grupos de bactérias, que em seguida,
degradam uma porcéo da parede celular do tricoma, levando a invaginacéo do plasmalema. A
seguir, as bactérias invadem o tricoma, utilizando o canal formado pela invaginacdo do
plasmalema, dando origem ao cordéo de infeccdo (MORGANTE, 2003; HUNGRIA et al., 1994).



O corddo de infeccdo ird migrar em direcdo as células em divisdo no cdrtex da raiz da
planta que recebe o nome de nddulo primério, nessa etapa, as bactérias presentes no interior do
cord&o de infecgdo, continuam se multiplicando. Ao chegar as proximidades do nddulo primario,
o0 corddo de infeccdo se ramifica para invadir as células vegetais. Pequenos grupos de bactérias,
contidas no interior de vesiculas membranosas, sdo liberados dentro do citoplasma das células
vegetais do nddulo primério. A partir do estabelecimento do nédulo radicular, as bactérias, que se
encontram dentro das células radiculares hospedeiras param de se multiplicar, aumentam
de tamanho e sofrem vérias alteragBes bioquimicas para se transformarem em bactérias

especializadas na fixagéo de nitrogénio, os bacterdides (MORGANTE, 2003).

2.4.2 Disponibilizacdo de nutrientes — Solubiliza¢io de Fosfato

Disponibilizacdo de nutrientes, como a solubilizag&o de fésforo, é outro mecanismo de
promocdo de crescimento descrito na literatura como um efeito dos endéfitos nas plantas
(GLICK & BASHAN, 1997). O fosforo é um nutriente mineral essencial ao desenvolvimento
das plantas, pois é componente de compostos importantes das células vegetais, incluindo
acUcares-fosfato, intermediarios da respiracdo e da fotossintese, bem como, dos fosfolipideos
que compdem as membranas celulares. E também componente de nucleotideos utilizados no
metabolismo energético das plantas, além de ser encontrado nos vegetais na forma de fosfato
inorganico (MALAVOLTA et al, 1997; TAIZ & ZEIGER, 2004). A importancia do fésforo
no crescimento é observada em diversos trabalhos através de resultados obtidos com relagéo a
pardmetros morfoldgicos ou bioquimicos. A produgéo e particdo de massa seca ou biomassa
entre a parte aérea e raizes das plantas sdo pardmetros adequados para avaliar a influéncia de
diferentes disponibilidades de fosforo sobre o crescimento vegetal (CORREA et al., 2004;
FERNANDES et al., 2003; SFREDO et al., 1994).

A solubilizagéo de fosfato é extremamente importante para o crescimento da planta, visto
que a quantidade disponivel deste elemento é pequena. Calcula-se que 0s microrganismos
solubilizadores de fosfato constituem 20 a 40% da populacéo cultivdvel de microrganismos do
solo (CHABOT et al., 1996). Ainda pode haver a producdo de sider6foros que facilitam o
transporte de certos nutrientes para a planta (PAULITZ & LINDERMAN, 1989; BEVIVINO et
al., 1998). Vérias espécies de bactérias tém sido identificadas como capazes de solubilizar
compostos fosfatados inorganicos, como os fosfatos di e tricélcico, hidroxiapatitas e rochas
fosfatadas. Existem populacdes considerdveis de alguns grupos de bactérias no solo e na

rizosfera vegetal, como os géneros Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium como principais e



outras como Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter,
Flavobacterium e Erwinia (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). Entretanto, mesmo sendo
grande a diversidade de bactérias solubilizadoras de fosfato no solo, os niveis
populacionais observados realmente s&o baixos para que ocorra uma competicdo com
outras bactérias comumente associadas a rizosfera. Para que a quantidade de fosforo
liberado por estes microrganismos seja suficiente para promover o crescimento vegetal,
deve-se promover a inoculagéo destes organismos em concentragdes elevadas (BELIMOV et
al., 1995; KUNDU & GAUR, 1984). Dessa forma a procura por espécies adaptadas as
plantas de interesse deve ser realizada constantemente, permitindo o desenvolvimento
de inoculantes mais eficientes e que promovam o crescimento vegetal. NA maior parte das
analises, em testes in vivo, ndo se consegue confirmar os resultados obtidos no laboratério.
Em associagBes micorrizicas a disponibilizacdo de nutrientes para as plantas pelo fungo
associado € bastante comum. Tanto que a producdo de mudas florestais inoculadas com
microrganismos endofiticos, fungos ou bactérias € uma tecnologia que estd ganhando espago
no mercado (CHANWAY et al., 2000; MARX & CORDELL, 1989; KROPP & LANGLOIS,
1990).

Deve-se ressaltar que os mecanismos acima descritos, bem como outros, sdo em geral
estudados isoladamente. Sabendo-se que na natureza ha inimeras interagdes, é provavel que
alguns isolados endofiticos promovam o crescimento das plantas exercendo mais de um
mecanismo. O uso de misturas de isolados é uma alternativa interessante para aumentar as
possibilidades de sucesso na aplicacdo de endofitos promotores de crescimento para fins

experimentais e, futuramente, comerciais.

2.5 TOMATEIRO

2.5.1 Sementes

Semente, por definicdo, € um meio de disperséo de plantas superiores capazes de se
movimentarem passivamente, que sob condigdes ideais germinam, propagando a espécie.
Geralmente contidas em frutos, as sementes sdo resultantes da propagacdo sexuada e
formadas pelo amadurecimento do Ovulo, posteriormente & fecundagdo. A semente é
basicamente composta de uma testa ou casca, com fungdo de protegdo; endosperma (reserva

nutricional) e o embrido, constituido de um eixo embrionario com células meristematicas com



um ou dois cotilédones, que também sdo fontes de nutrientes para o embrido e para a plantula
em crescimento. A germinacdo da semente comega com a emergéncia da radicula e depende
de varios fatores: embebicdo da semente, presenca de oxigénio, condi¢Ges ideais de
temperatura, auséncia de impedimento mecénico da superficie do solo, auséncia de ataque de
microrganismos patogénicos e, dependendo da espécie, de outros fatores como luz e quebra
da dorméncia (FELIPPE, 2007).

O endosperma das sementes é rico em nutrientes fundamentais para alimentar a
plantula resultante da sua germinagdo. Devido ao grande valor nutricional das sementes, o
homem tem usado esses grdos como alimento. Assim, atualmente, cerca de 90% dos
alimentos sdo produzidos por meio de sementes (MENTEN, 1991). Os termos "sementes" e
"gréos" se destinam apenas & identificacdo das formas de utilizacdo, pois botanicamente ndo
h& distin¢do. Porém, os atributos de qualidade das sementes e gréos sdo diferentes, como por
exemplo, o fato de que as sementes devem atingir requisitos minimos de pureza varietal e
germinagéo, aspectos ndo considerados para grdos (MARCOS FILHO, 2005).

A superficie externa da semente de tomate apresenta coloragcdo amarelo-acinzentada,
tem de 3 a5 mm de didmetro e forma ovalada com depressdes laterais. O nimero de sementes
por fruto varia conforme a cultivar, mas existe cultivares onde podem ser encontradas mais de
200 sementes por fruto. A semente é composta por uma cobertura protetora (tegumento e
tricomas), pelo eixo embriondrio (radicula e hipocétilo) e pelo tecido de reserva (dois
cotilédones e endosperma). Existem genétipos que sdo partenocarpicos, isto é, ndo produzem
sementes. Esse carater é controlado pelo gene recessivo pat-2 (MELO, 2007).

Para atender uma producdo em toneladas de tomate, ha necessidade de se estabelecer
um programa adequado de producdo de sementes. Na hora da colheita, deve-se dar
preferéncia a colheita manual dos frutos, fazendo com isto uma selecdo de frutos bem
formados, completamente maduros, apresentando coloracdo avermelhada, sem defeitos graves
e sem sintomas de doencas. A colheita dos frutos no estagio correto de maturagao resulta em
sementes com alto vigor e poder germinativo. A extracdo de sementes é geralmente realizada
por equipamentos especificos, que trituram os frutos e separam parcialmente as sementes da
polpa (AGRINUAL, 2008).

2.5.2 Tomate (Lycopersicon esculentum Mill)

2.5.2.1 Aspectos Gerais



O tomateiro é uma dicotileddnea, pertencente a ordem Tubiflorae, familia Solanaceae
e atualmente ao género Solanum. A nomenclatura cientifica do tomate tem uma histéria longa
e confusa. Antes de Linnaeus recebeu varios nomes, entre eles Poma amoris (mag¢a do amor).
Por sua vez, Linnaeus classificou o tomate como Solanum lycopersicum, sendo incluido no
mesmo género da batata Solanum tuberosum. Entretanto, algum tempo depois de Linnaeus,
taxonomistas decidiram que o tomate realmente pertencia ao género Lycopersicon. Entéo, o
nome foi mudado para Lycopersicon lycopersicum. No entanto, botanicos ndo concordaram
com o nome dado pelos taxonomistas, e 0 nome especifico foi alterado para Lycopersicon
esculentum. Mais recentemente, alguns trabalhos tém mostrado que o tomate, Lycopersicon
esculentum, possui uma correlagdo genética muito proxima com espécies do género Solanum.
Com isso o género Lycopersicon deixou de ser reconhecido, voltando ao género Solanum,
sendo classificado como Solanum esculentum. Posteriormente, botanicos e taxonomistas
concordaram que a espécie deveria ser Lycopersicon, nome original dado por Linnaeus.
Assim, atualmente o tomate é classificado como Solanum Lycopersicon (GIORDANO &
RIBEIRO, 2000; PERALTA et al., 2000; PERALTA et al., 2001).

A espécie vegetal tomate (Lycopersicon esculentum Mill) é considerada como modelo
para estudos de genética classica e molecular, por ser um dipldide simples que consiste de 12
pares de cromossomos (RICK; YODER, 1988) e possuir genoma relativamente pequeno (0,9
pg/genoma hapldide) (ARUMUGANATHAN; EARLE, 1991). Devido a sua importancia
econdmica, o tomate tem sido usado como principal modelo para estudos da maturacdo de
frutos. Esta importancia préatica, combinada com a facilidade de propagacéo, o curto ciclo de
vida e a possibilidade de cultivo durante o ano todo em casa de vegetacdo, fez do tomate o
modelo vegetal mais utilizado para a pesquisa do desenvolvimento e maturacdo de frutos
(GIOVANNONI, 2001; CHAVES; MELLO-FARIAS, 2006).

O centro primario de origem do tomateiro € um estreito territorio, limitado ao norte
pelo Equador, ao sul pelo norte do Chile, a oeste pelo oceano Pacifico e a leste pela
Cordilheira dos Andes. Antes da colonizacéo espanhola, o tomate foi levado para o México -
centro secundario, onde passou a ser cultivado e melhorado. Foi introduzido na Europa via
Espanha, entre 1523 e 1554. Da Europa, o tomate se difundiu para outros paises, tendo sido
reintroduzido nos Estados Unidos provavelmente em 1781, pelos colonizadores. No Brasil,
seu hébito de consumo foi introduzido por imigrantes europeus no final do século XIX.

Existem evidéncias de que os italianos foram os primeiros a cultivar o tomate, por
volta de 1550. Na verdade essa planta era cultivada como uma curiosidade, possivelmente

pelo valor ornamental de seus frutos. Seu uso culinario foi dificultado por temor as suas



“caracteristicas venenosas” pelo fato de pertencerem a mesma familia 4 de plantas
reconhecidamente toxicas. Sabe-se hoje que o tomate contém um alcaloide, a tomatina, que se
encontra em elevada concentragdo nas folhas e nos frutos verdes e que se degrada em
componentes inertes nos frutos maduros (FILGUEIRA, 2000).

Somente a partir de 1900 o tomate comecgou a ter importancia mundial como espécie
cultivada e durante todo o processo de migracdo, o tomate passou por restricdes no tamanho
populacional dando como resultado uma redugdo consideravel na sua variabilidade genética.
O tomate é uma das espécies mais cultivadas em todo o mundo e apresenta diferentes
segmentos para atender as mais diversas demandas do mercado (MELO, 1989; SILVA et al.,
2000). E uma solanacea herbéacea, com caule flexivel, piloso quando a planta é jovem e que se
torna fibroso com o passar do tempo. A arquitetura natural da planta lembra uma moita, com
abundante ramificagdo lateral, sendo profundamente modificada pela poda (FILGUEIRA,
2000).

O tomateiro é uma planta perene, de porte arbustivo, sendo cultivada anualmente. A
planta pode desenvolver-se de forma rasteira, semi-ereta ou ereta. Pode apresentar
crescimento limitado nas variedades de crescimento determinado e ilimitado nas de
crescimento indeterminado. As plantas se desenvolvem bem em amplo espectro de latitude,
tipos de solo, temperaturas e métodos de cultivo. Temperaturas abaixo de 10 °C e acima de 34
°C, iluminagéo diurnas inferiores a 12 horas, drenagem deficiente e excesso de nitrogénio
provocam sérios prejuizos a cultura (ALVARENGA, 2004).

Os tomates contém cerca de 93 a 95% de &gua. Os 5 a 7% restantes, que formam a
matéria seca, sdo constituidos principalmente de componentes estruturais insoliveis em éalcool
(fibra alimentar), agUcares e proporcdes menores de compostos inorganicos, acidos organicos,
proteinas e lipideos. Os teores de agUcares solUveis (frutose e glicose) correspondem a cerca
de 50 a 65 % da matéria seca do fruto. A sacarose, um outro agtcar solivel, quando presente
nos tomates frescos, encontra-se em niveis baixos. O sabor e aroma sdo conferidos
principalmente pela relacdo entre o agucar e os acidos, sendo que a acidez € resultante dos
acidos organicos, tendo como principais o &cido citrico e o malico. Os componentes
estruturais do fruto sdo basicamente os constituintes fibrosos e representam cerca de 20% da
matéria seca (SILVA & GIORDANO, 2000).

As variedades de tomate de mesa sdo classificadas de acordo com o formato do fruto
em dois grupos: oblongo, quando o didmetro longitudinal é maior que o transversal, e
redondo, quando o didametro longitudinal € menor ou igual ao transversal (BRASIL, 2002)

(Tabela 1). A forma do tomate esté relacionada ao grupo a que pertence a cultivar. Cultivares



do grupo Santa Cruz apresentam frutos de formato oblongo ou alongado e
predominantemente bilocular, tolerando-se, todavia a presenga de trés I6culos e do grupo
salada ou caqui que possuem formato redondo, globoso ou achatado s&o tipicamente
pluriloculares (CAMARGO, 1992; FERREIRA et al., 2004).

Tabela 1: Enquadramento por grupos de alguns cultivares mais comuns:

CULTIVAR GRUPO FORMATO COR FINAL DURABILIDADE
Momotaro Caqui Redondo Rosado Normal
Olympo Caqui Redondo Rosado Normal
Cereja Cereja Redondo Vermelho ou Normal
Amarelo
Andréa Italiano Oblongo Vermelho Normal
alongado
Colibri Italiano Oblongo Vermelho Normal
alongado

Alambra Saladete Redondo Vermelho Longa vida

Bona Saladete Redondo Vermelho Longa vida

Carmem Saladete Redondo Vermelho Longa vida

Densus Saladete Redondo Vermelho Longa vida

Stylus Saladete Redondo Vermelho Longa vida
Fanny Saladete Redondo Vermelho Normal
Fanny Ty Saladete Redondo Vermelho Normal
Mandarin Saladete Redondo Amarelo Normal
Scala Saladete Redondo Vermelho Normal

Avansus Santa Cruz Oblongo Vermelho Longa vida
Débora Santa Cruz Oblongo Vermelho Normal
Kyndio Santa Cruz Oblongo Vermelho Normal
Santa Clara Santa Cruz Oblongo Vermelho Normal

Estéa relacionada a durabilidade do tomate depois de colhido, ou seja, a vida pos-colheita ou vida Gtil do produto
em condi¢Bes normais de conservagdo. Longa vida: esta é uma denominacgdo utilizada para os tomates de
cultivares que possuem uma vida pos-colheita mais prolongada, permanecendo firmes por um periodo maior de
tempo. Normal: Os tomates que possuem esta caracteristica tem menor vida Gtil, duram menos, mas, em geral,
sd0 mais saborosos que os tomates longa vida (LOPES, 1994).

Embora as vitaminas estejam presentes em pequenas quantidades no tomate, estas
substancias sdo importantes do ponto de vista nutricional. A vitamina C é um nutriente
antioxidante que traz beneficios para o organismo humano (FETT, 2000; SILVA &
GIORDANO, 2000; TOLONEN, 1995), e seu teor no tomate equivale a quase 50 e 75% do
teor contido na laranja e no liméo, respectivamente (BALBACH, 1992).

O licopeno, um carotendide de cor vermelha que tem o tomate como a sua principal
fonte, foi destacado recentemente também como uma potente vitamina antioxidante,

protegendo o organismo contra alguns dos danos produzidos pelos radicais livres, e, reportado
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como substéncia bioativa para o organismo humano, pois, tem sido associada em reduzir a
incidéncia de certos tipos de céancer, particularmente o de prostata. O aquecimento ou
cozimento, quando ndo em excesso, pode aumentar a biodisponibilidade do licopeno, por
promover a ruptura das células e liberar o licopeno, favorecendo, assim, sua absorcéo para o
organismo. O Oleo, por solubilizar o licopeno, também pode potencializar o seu
aproveitamento pelo organismo (FETT, 2000; TOLONEN, 1995).

O crescimento e a producdo do tomateiro e de outras culturas de importancia
econdmica dependem, além de outros fatores, de adequado suprimento de nutrientes pelo solo
as plantas. Sendo assim, para se obter alta producdo de frutos comercializaveis é necessario
conhecer 0s seus requerimentos nutricionais. Levando-se em conta 0s processos fisioldgicos
das plantas, o N, comparado aos outros nutrientes, tem maior efeito sobre as taxas de
crescimento e absorcéo de elementos, sendo, portanto, mais importante em termos de controle
da nutricdo 6tima das culturas (HUETT & DETTMANN, 1988).

As exigéncias nutricionais do tomateiro podem ser supridas pela adi¢cdo ao solo de
fertilizante quimico, de matéria orgénica ou de ambos. A produgdo de frutos é possivel com a
prética alternativa de fertilizacdo do solo com matéria organica (RAHMAN et al., 1997;
HUNTER & TUIVAVALAGI, 1998) devido a alta concentracdo de N normalmente presente
na mesma proporcdo (ATIYEH et al., 2000). A disponibilidade de N para as plantas depende
da taxa de mineralizacdo da matéria organica, que vai depender da quantidade de N
imobilizado e disponivel, da temperatura, da umidade, do pH e da aeragéo do solo, das perdas
do N por lixiviacdo e da relagéo carbono-nitrogénio do material. Foi constatado que valores
mais altos de produtividade séo obtidos quando se adiciona N mineral a matéria organica
(SALEK etal., 1981; FRANCIS & COOPER, 1998).

O tomateiro, devido a sua importancia econdmica, é explorado em ampla faixa de
condigBes climéticas. No entanto, para que os rendimentos sejam 6timos, esta cultura tem
requerimentos especificos. Na regido Sudeste em altitudes em torno de 600 m, as melhores
producgbes sdo obtidas em épocas de precipitacdo e temperatura baixas, normalmente no
periodo de outono-primavera. A chamada "época ndo Otima" caracteriza-se por elevadas
temperaturas, altas umidade relativa, radiacdo solar e precipitacdo pluviométrica. Estas
condigdes séo consideradas adversas ao cultivo do tomateiro por favorecer o desenvolvimento
de pragas e doengas, acelerar os processos de respiracdo, floracdo e formacdo dos frutos
(SAM & IGLESIAS, 1994), causar desenvolvimento vegetativo reduzido, aumentar a taxa de
abortos florais e produzir frutos de baixa qualidade, diminuindo, desta forma, os rendimentos
econdmicos (DOMINI et al., 1993).



A cultura do tomateiro, dentre as hortalicas, representa uma das mais importantes e
expressivas culturas no cenério agricola mundial. O tomate é a segunda hortalica mais
importante do Brasil, perdendo apenas para a batata. Contudo sua condugdo é dificil, por ser
muito susceptivel a pragas e doencas e exigir varios tratos culturais, causando assim um risco
econdmico elevado e é uma das hortalicas mais exigentes em nutrientes Alvarenga, 2000 e
uma das mais intensamente adubadas em todo o mundo (SILVA & V1ZZ0TO,1989). O uso
de produtos quimicos torna-se massivo (SOUZA, 1998).

Quantidades demasiadas de adubos tém resultado em perdas de produgéo devido a
desequilibrios e distUrbios nutricionais, que afetam sensivelmente a produtividade e a
qualidade comercial dos frutos. O aparecimento dessas dificuldades levou a busca de novas
alternativas para o cultivo de espécies que exigem tratos culturais intensivos como o tomateiro
(WARD, 1967). E inegavel a preocupacio crescente com o meio ambiente. Observa-se a
retomada do crescimento da agricultura organica, que visa diminuir os efeitos adversos do uso
de produtos quimicos no ecossistema, por meio de métodos alternativos de controle de pragas
e doengas, preservacdo das propriedades do solo, manejo de plantas daninhas, cobertura
morta, adubag&o verde e rotacéo de cultura, entre outros (SOUZA et al., 1995). O fato de ser o
tomate uma hortalica muito consumida “in natura”, principalmente em saladas, e a
preocupacdo com a salide dos consumidores devido & possibilidade de residuos de defensivos,
vem causando um aumento na procura pelo tomate organico, produzido sem agrotdxicos e
geralmente certificado pelos 6rgdos como o Instituto Biodindmico (IBD) (BRASIL, 1999;
PRESIDENCIA DA REPUBLICA, 2003).

Aumentar a produtividade, melhorar a qualidade dos frutos e racionalizar o0 emprego
de agrotdxicos tém sido objeto da maioria das pesquisas cientificas desenvolvidas com a
cultura do tomate, especialmente o de mesa. Nagai (1989) considera como estratégia de longo
prazo a necessidade de redirecionamento dos programas de melhoramento genético no sentido
de resgatar a rusticidade e incorporar resisténcias a pragas e doengas perdidas ao longo do
tempo. Silva (1994), por outro lado propde a adocdo de solugBes mais imediatas, como é o
caso de préticas culturais que permitam a melhoria das condigdes fitossanitarias e a obtencéo

de ganhos quantitativos e qualitativos na produgéo.

2.5.2.2 Importancia econdémica do tomateiro

Dentre as olericolas mais importantes em todo o mundo destaca-se o tomate. Todos 0s

povos consomem tomate tanto “in natura” como industrializado. Ao natural é consumido em



saladas e, ainda, em molhos e temperos. Quando industrializado é empregado como matéria-
prima para obtencdo de extrato, puré, suco, catchup e fruto depelado. Hoje, o Brasil situa-se
entre 0s maiores produtores mundiais, ao lado de Estados Unidos e Italia. A producéo
brasileira hoje é cerca de 3.347.650 de toneladas com uma éarea cultivada de 56.986 hectares
(AGRIANUAL, 2008). O estado de S&o Paulo contribui com cerca de 40% desta produgéo. A
producdo paulista abastece também os mercados do Rio de Janeiro, da regido Norte e
Nordeste do pais.

O mercado brasileiro de tomate pode ser dividido em produto para inddstria e para
mesa. Dentre estes, 0 segmento tomate de mesa com média de produgao em torno de 45 t.ha™,
area plantada de 58 mil hectares e producgdo anual de aproximadamente 3.445.000 toneladas
(AGRIANUAL, 2003), possui alto interesse comercial. Neste segmento a chave do sucesso é
a qualidade do fruto (tamanho, formato, cor, sabor) e a capacidade do tomaticultor colocar sua
producdo em momentos oportunos no mercado, visto que os pregos séo bastante influenciados
pelo fator sazonalidade. Muitos paises com outros sistemas de cultivo atingem produtividades
superiores a brasileira (AGRIANUAL, 2003).

A obtencdo de tomates diferenciados, em termos de tamanho, cor, vida de prateleira,
formato, firmeza, textura, teor de matéria seca, propriedades organolépticas, como sabor e
nutricionais sdo importantes objetivos perseguidos pelos tomaticultores (DORAIS et al.,
2001). No entanto, para que seja possivel a obtencdo destes quesitos de qualidade, se faz
necessaria a adogdo por parte dos produtores, de técnicas de manejo da planta, mais
adequadas.

O aumento na produtividade, com a melhoria ou a ndo alteragéo de sabor dos frutos de
tomate, por meio da aplicacdo de tratamentos diferenciados nos campos de cultivo, pode
representar aumento na lucratividade do produto (TANAKA,; FUJITA, 1974). As estatisticas
incluem o Brasil entre os dez maiores produtores de tomate do mundo. Em 2005, de acordo
com dados da Organizagdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e a Alimentagdo (FAO)
(2006), foram plantados no pais 58,4 mil hectares, para uma produgdo total de mais de 3,3
milhdes de toneladas. Desse total dois milhdes de toneladas, ou cerca de 62% da produgdo
destinam-se para consumo “in natura”, sendo o restante utilizado para o processamento da
polpa. Os principais estados brasileiros responsaveis por essa producdo séo Goias, Sdo Paulo
e Minas Gerais. A producdo em Sdo Paulo tem caracteristica semelhante a do mercado
brasileiro como um todo, sendo a maior parte da produgdo (68%) destinada ao consumo “in

natura”.



Né&o existem numeros oficiais sobre o volume da producéo de tomates organicos no
Brasil. Sabe-se, porém que o valor da demanda mundial por produtos organicos é da ordem de
US$ 30 bilhdes ao ano. No Brasil, o mercado de orgénicos tem crescido 50% por ano, contra
15% no resto do mundo. Um levantamento do Banco Nacional de Desenvolvimento
Econdmico e Social (BNDES) junto a empresas certificadoras, em fins de 2003, constatou que
existiam no Brasil 31 mil produtores organicos, num total de 2,2 milhdes de hectares
organicos ou em conversdo. Este numero é sete vezes maior que o encontrado em
levantamento idéntico realizado em fins de 2001. Ainda, conforme este levantamento, cerca
de 70% da agricultura orgéanica brasileira estd ligada & agricultura familiar. Dados do
Ministério da Agricultura revelam que 2% do mercado de hortifrutigranjeiros no Brasil é de
produtos orgénicos. O Rio de Janeiro é um dos principais mercados do Pais para 0s produtos
livres de agrotoxicos e outras substancias quimicas. Dos R$ 300 milhGes que o segmento
movimenta no Brasil, R$ 100 milhdes concentram-se no estado do Rio de Janeiro
(PANORAMA BRASIL /DCI - 24/02/03).

2.5.2.3 Tomate tipo Cereja (Lycopersicon esculentum Mill)

Para efeito de identificacdo, o tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill) foi
classificado em grupos, sendo atualmente considerados seis grupos: Santa Cruz, Industrial,
Salada, Saladinha, Saladete e Cereja (ALVARENGA, 2000). Segundo Azevedo Filho & Melo
(2001), o tomateiro do tipo cereja foi introduzido no Brasil por meio das fezes de péssaros
migratérios e pelos imigrantes italianos que chegaram ao pais no final do século XIX. As
plantas sdo de crescimento indeterminado com numero de frutos/penca variando de 15 a 50,
de forma redonda ou comprida, pesando entre 10 e 30 gramas, de coloragdo vermelho-
brilhante (DIEZ NICLOS, 1995; FILGUEIRA, 2000; POSTALI et al., 2004). Este tipo de
tomate tem mercado diferenciado e melhores precos e, ultimamente, tem sido usado para
ornamentacdo de pratos e couvert (ALVARENGA, 2000). O tomateiro do grupo cereja,
caracterizado pela produgéo de frutos pequenos, difere completamente dos objetivos da
producdo dos demais grupos onde se preconiza frutos gralidos como caracteristica desejavel
(SILVA et al., 1997).

Tomateiros silvestres do tipo cereja apresentam crescimento espontaneo em qualquer
tipo de solo e condigdes climéticas e tém as sementes disseminadas via fezes de péassaros
(AZEVEDO FILHO & MELO, 2001). Provavelmente, devido a esta espontaneidade e ao ndo

uso de agrotdxicos, as plantas sofreram ao longo dos anos uma pressdo de selecéo natural para



rusticidade e tolerdncia as principais pragas e doencas. Tais caracteristicas tém sido
aproveitadas por produtores organicos no plantio comercial desta espécie (AZEVEDO FILHO
& MELO, 2001). As plantas séo vigorosas, de vegetacdo abundante, agressiva e apresentam
frutos de coloracdo vermelha-intensa, com formas bem definidas e contrastantes, redondo ou
comprido (POSTALI et al., 2004).

As espécies silvestres contribuiram para o desenvolvimento de cultivares mais
resistentes a pragas e a doencas. Da espécie andina, silvestre, - Solanum Lycopersicon var.
cerasiforme, que produz frutos tipo ‘“cereja”, originou-se a espécie cosmopolita — S.
Lycopersicon Mill (FILGUEIRA, 2000). Desde a sua domesticacdo no México, até sua
aceitacéo e cultivo na Europa e Estados Unidos em meados do século XIX, o tomateiro vem
sofrendo sele¢des, com conseqiiente melhoria na qualidade dos frutos. Apos sua introdugéo
no Brasil, supostamente pela imigragdo européia, iniciaram-se também as atividades de
melhoramento.

O tomate do tipo cereja é considerado como uma hortalica exoética, incorporada em
cardépios de restaurantes por serem pequenos e delicados, trazendo novos sabores e enfeites
aos pratos e aperitivos, com vantagem de ter tamanho reduzido evitando desperdicio
(MACHADO et al., 2003).

2.5.2.4 Tomate Santa Cruz Kada Gigante

O tomateiro da variedade Santa Cruz é uma planta de habito de crescimento
indeterminado e a haste principal ultrapassa dois metros de altura em culturas tutoradas e
podadas, conduzidas no campo. N&o é um tomate indicado para cultivo em estufa, em razéo
da sua alta rusticidade e menor cotagcdo comercial em relagdo ao do grupo salada ou caqui
(FILGUEIRA, 2003).

A forma do tomate esta relacionada ao grupo a que pertence a cultivar. As cultivares
do grupo Santa Cruz sdo biloculares ou trés l6culos, com frutos de formato oblongo, ovalado,
arredondado, redondo-alongado e quadrado sdo identificadas pelo didmetro longitudinal
(BRASIL, 1995; MARTINS; CASTRO, 1997a,b; SILVA; GIORDANO, 2000; BRASIL,
2002; FILGUEIRA, 2003), pesam de 70 a 200 g (EMBRAPA, 1993; FILGUEIRA, 2003)
com uma média de 130 a 140 g de peso (FONTES; SILVA, 2002) .

O cultivo das diferentes variedades est4 associado as diversas regides produtoras do
Brasil, sendo que o nome relaciona-se a regido e/ou empresa criadora da cultivar. Por

exemplo, a cultivar Santa Cruz € resultado do cruzamento natural entre as cultivares Rei



Umberto e Chacareiro (redondo Japonés), ocorrido em Suzano - S&o Paulo (SP), entre 1935 e
1940 por um tomaticultor. Em 1940, formou-se a organizacdo da coldnia niponica de Santa
Cruz no Rio de Janeiro, onde a nova cultivar passou a ser propagada em larga escala e a
denominar-se de Santa Cruz (FILGUEIRA, 2003). Uma das razdes da predominancia da
cultivar se deve a resisténcia dos frutos ao manuseio, embalagem (caixa tipo k), transporte
(FILGUEIRA, 2003), menor tamanho dos frutos e cultura mais facil em relagdo a outras
variedades. Mais tarde, a partir de cruzamentos sucessivos, a variedade Santa Cruz acabou
dando origem a diversos cultivares que receberam diferentes nomes conforme as regides em
que foram produzidas. No grupo Santa Cruz sdo encontradas, entre outras, as cultivares Santa
Clara - a mais difundida no Pais (ARAGAO et al., 2002; FILGUEIRA, 2003), Angela hiper,
Angela super, Angela gigante, Kada e Jumbo (CAMARGO, 1992; AMARAL JUNIOR et al.,
1997; MARTINS; CASTRO, 1997a,b; SEAGRI, 2002; FONTES; SILVA, 2002). H4 uma
década, os produtores passaram da utilizagdo do grupo Santa Cruz cv. Angela, para a cv.
Santa Clara (ANDREUCCETTI et al., 2003a), criada em Campinas - SP, que domina o
mercado (FILGUEIRA, 2003). Dentro da tendéncia de segmentagdo do mercado, os hibridos
Santa Cruz, vém mantendo espago garantido, pois assim como o tipo italiano, sdo produtos
versateis em termos de uso culinério, prestando-se ndo apenas para o consumo em salada, mas
também para molhos caseiros, além de ser uma matéria-prima de boa qualidade para a

fabricagéo de tomate seco.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a diversidade de bactérias endofiticas do
género Methylobacterium e a sua capacidade de promover a germinacdo de sementes e 0

crescimento vegetal do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste projeto séo:

- avaliar a diversidade de Methylobacterium spp. por meio do sequenciamento do gene
16S rRNA.

- avaliar a capacidade de isolados de Methylobacterium em solubilizar fosfato e fixar
nitrogénio;

- avaliar o efeito de Methylobacterium spp. sobre a germinagdo de sementes de
Tomate Cereja Samambaia e Tomate Santa Cruz Kada Gigante (L. esculentum Mill);

- avaliar o efeito de Methylobacterium spp. sobre o crescimento de plantulas de
Tomate Cereja Samambaia e Tomate Santa Cruz Kada Gigante (L. esculentum Mill);

- avaliar o crescimento inicial de mudas de tomateiro em condigdes de casa de
vegetacdo bem como selecionar isolados de Methylobacterium como promotores de

crescimento.



4 METODO

4.1 CARACTERIZACAO DA AREA E DAS PLANTAS HOSPEDEIRAS

O local de onde Methylobacterium spp. foi isolada esté situado no Parque Nagib Najar
(W46°13°3” S23°31°21"), na cidade de Mogi das Cruzes, SP ao sul da Serra do Itapety e as
margens do Rio Tieté, proximo ao bairro Vila Industrial (Figura 1), com area de 484.408 m2 e

inserido nos limites urbanos a 1,8 Km do centro da cidade.

Figura 1: Parque Nagib Najar destacado em laranja e com Serra do Itapety ao fundo (GOOGLE EARTH).

Dois exemplares vegetais foram coletados presentes em toda a area, Tecoma stans e
Blechnum brasiliense (Figura 2). A primeira coleta foi realizada em abril de 2007 e a segunda
em maio de 2008, em cada ponto da area foram coletadas trés representantes de cada espécie.
A coleta abrangeu uma boa parte do caule de plantas jovens e sadias. Os caules das plantas
hospedeiras continham aproximadamente 1,5 cm de didmetro. O material foi guardado em

sacos plasticos devidamente identificados com o nimero da amostra e o ponto de onde foram



retirados, em seguida transportados para o Laboratério de Biologia Molecular e Ecologia

Microbiana (NIB, Universidade de Mogi das Cruzes) e processadas em até 48 horas.

Figura 2: Pontos de coleta dos exemplares vegetais. Observar em a e b aspectos de uma planta Tecoma stans e
em c e d aspectos de uma planta Blechnum brasiliense cultivadas no Parque Nagib Najar na cidade de Mogi das
Cruzes, SP.

4.2 ISOLAMENTO DE BACTERIAS ENDOFITICAS

4.2.1. Desinfeccéo superficial

Para isolamento da comunidade bacteriana endofitica, as amostras vegetais foram
lavadas cuidadosamente em agua corrente e desinfetadas superficialmente por meio do
tratamento em alcool 70% (1min.), hipoclorito de sédio 2% (3 min.), alcool 70 % (30 seg.) e

dois enxagues em agua esterilizada.



4.2.2. Isolamento

Apos desinfecgéo superficial, 1,2 g de tecido vegetal do caule foi macerado em 3 mL
de tamp&o PBS e agitado vigorosamente. Aliquotas apropriadas foram semeadas sobre meio
TSA 5% suplementado com fungicida Benomyl (50 uL.mL™), e incubadas a 28°C por 2 a 15
dias. Apds crescimento bacteriano, as coldnias foram contadas e a densidade bacteriana foi
estimada em UFC.g tecido vegetal™. Isolados representativos da diversidade bacteriana foram
coletados de forma aleatdria, identificados morfologicamente por meio da coloracdo, tamanho

e taxa de crescimento e posteriormente armazenados em frascos contendo meio TSA 5%.

4.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS

As bactérias foram crescidas em 5 mL de meio TSB 5% por 24 horas a 150 rpm, e 2
mL da cultura foram centrifugados e lavados em 500 pL tampéo TE (1M de Tris-HCI pH 8 e
10M de EDTA). Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 500 pL tampdo TE, e
adicionados 30 pL de SDS 10% e pérolas de vidro (0,1mm, Sigma). As células foram
rompidas por meio de agitacdo em homogeneizador de células (mini bead beater, Biospect) e
em seguida, foi adicionado 1 volume de fenol, homogeneizado por inverséo e centrifugado a
14000 X g por 5min. O sobrenadante foi coletado, acrescido um volume de clorofane (fenol
1:1 Cloroférmio) e centrifugado novamente a 14000 X g por 5min. O sobrenadante foi
novamente coletado e adicionado um volume de cloroférmio e novamente centrifugado a
14000 X g por 5 min. Por fim, a fase aquosa foi coletada, adicionado 0,6 volumes de
isopropanol e 20 pL de cloreto de sddio 5 M, incubado a temperatura ambiente por 5min. A
suspensdo foi centrifugada a 14000 X g por 5 min, o sobrenadante foi descartado, e 0 DNA
lavado com etanol 70% gelado e secado a 37°C por 40 minutos. A qualidade e quantidade do
DNA foram avaliadas em gel de agarose (1%).

A técnica de PCR foi utilizada para amplificagdo do 16s do rDNA. Para realizacdo da
técnica foram utilizados os primers R1387 (5-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3") e
PO27F (5"-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG -37), os quais sao especificos para o dominio
Bactéria. A PCR foi realizada em um volume final de 50 pL contendo tampdo da enzima 1 X,
3,75 mM de MgCly, 0,2 mM de cada dNTPs, 0,2 uM de cada primer, 0,2U/uL de Tag DNA
Polimerase. A reacdo da amplificacdo foi realizada em termociclador, programado para

realizar uma desnaturagéo inicial a 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por



30 segundos, anelamento a 62,5°C por 1 minuto e extensdo de primers 72°C por 1 minuto,
seguida de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Apos a amplificacdo, 5uL da reagdo de PCR
foram avaliados por eletroforese em gel de agarose (1%).

As amostras purificadas foram seqiienciadas no Laboratério de Genémica Estrutural e
Funcional (NIB/UMC) sob responsabilidade da Prof?. Dra. Regina L. C. B. de Oliveira. Para a
identificagdo dos isolados bacterianos, as seqliéncias foram analisadas comparativamente via
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) contra a base de dados do GenBank, que
utiliza o0 método heuristico para encontrar o melhor score de alinhamentos locais entre a
seqiiéncia submetida e o banco de dados. Dessa forma foram consideradas as sequéncias que

apresentarem os maiores valores de similaridade.

4.4 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

Trés placas com cada bactéria foram crescidas por 48 h a 28°C em meio de cultura
solidificado com adigcéo de fosfato inorganico [Cas(POs),], de acordo com Verma; Ladha;
Tripathi (2001) e Rodriguez; Fraga (1999). A formacéo de um halo transparente, em torno da
colbnia, indicou solubilizacéo de fosfato pela bactéria (NAUTIYAL, 1999).

O experimento de solubilizacdo de fosfato (diametro do halo em cm) foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com os isolados bacterianos e uma testemunha, com

trés repetigoes.

4.5 FIXACAO DE NITROGENIO

O teste de fixagdo de nitrogénio foi feito usando o meio NFb (DOBEREINER et al.,
1995). As amostras foram inoculadas no meio de cultura e incubadas a 28°C por 10 dias. O
resultado foi considerado positivo quando um halo claro na mediana do meio de cultura foi

observado. Foram realizadas trés repeti¢Ges para cada isolado bacteriano.

4.6 SELECAO DAS BACTERIAS ENDOFITICAS

Cento e cinquenta e um isolados de bactérias endofiticas, foram isolados do caule das

duas espécies de planta presentes na &rea amostrada T. stans e B. brasiliense. Para a



microbiolizagdo de sementes de tomateiros Cereja Samambaia e Santa Cruz Kada Gigante, foi
possivel selecionar bactérias endofiticas pigmentados (coloracéo rosea) do possivel género
Methylobacterium, sendo este, que as bactérias em associacdo endofitica a espécies vegetais
tem interesse agricola.

As colbnias bacterianas crescidas a partir dos tecidos vegetais foram identificadas de
acordo com caracteristicas macroscopicas, tais como forma, borda, superficie, textura,
consisténcia e a coloracéo representativa do género Methylobacterium.

Quarenta e sete isolados pigmentados (coloragdo rosea) do possivel género
Methylobacterium foram testados na primeira selegdo massal em dois ensaios conduzidos em
semeadura com papel filtro embebido com &gua destilada autoclavada e armazenadas em
placa de Petri. Na segunda selegdo massal, os 27 melhores isolados foram testados novamente
em um unico ensaio. Tanto na primeira, como na segunda selecdo massal, as avaliacbes foram

realizadas aos 3 e 6 dias apds a inoculagdo da bactéria desafiante.
4.7 INOCU LAQAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS EM SEMENTES

Foram utilizadas 27 bactérias endofiticas pigmentados. Os isolados bacterianos foram
estocados em meio “Trypcase Soy Broth Agar” (TSBA) 5% a 4°C. Para a produgdo de
culturas novas, os isolados foram repicados em TSBA 5% durante experimentos.

Para avaliagcdo dos efeitos de Methylobacterium spp. o ensaio foi conduzido com
sementes de Tomate Cereja Samambaia e Tomate Santa Cruz Kada Gigante (L. esculentum
Mill). Vinte e sete isolados bacterianos foram selecionados para serem inoculados nas
sementes, para verificar o potencial de promogéo de crescimento. Dos 27 isolados, 13 foram
selecionados por apresentarem alguma interferéncia no processo de germinagdo e
crescimento das sementes e plantulas de Tomate Cereja Samambaia e 14 foram
selecionados por apresentarem alguma interferéncia no processo de germinagdo e
crescimento das sementes e plantulas de Tomate Santa Cuz Kada Gigante, sendo
observado em alguns isolados a sua inoculagdo para ambos os tomateiros . Para os
testes realizados no processo de promocgédo de crescimento com as sementes de Tomate, foi
preparado um meio de cultura liquido Tryptona Broth Soy, MERCK (TSB), 100% onde as
bactérias foram inoculadas e crescidas em Shaker a 28°C , 150 rpm por 72 horas. As
sementes sem assepsia prévia foram embebidas em solucdo tampdo PBS com diluicdo em
série 10™ (4,5 mL de PBS para cada 0,5 mL de TSB 100% com bactérias crescidas) por 60



minutos. Em seguida as sementes foram colocadas para germinarem em papel filtro embebido
com agua destilada autoclavada e armazenadas em placa de Petri.

Os experimentos foram conduzidos em blocos inteiramente casualizados, com 27
tratamentos e 5 repeticGes. Cada repeticdo foi composta de 10 sementes. Apds 3 dias de
semeadura foi realizada a contagem do nimero de pléantulas emergidas para calcular o indice
de emergéncia de cada tratamento. Apds 6 dias da semeadura, foi realizada outra observacéo
para avaliar a influéncia das bactérias no desenvolvimento das plantulas. Os parametros
avaliados foram: emergéncia, altura das plantulas e sistema radicular.

Num segundo experimento, realizou-se um teste semelhante ao anterior, com relagdo
as condicdes de germinacdo das sementes, inoculagdo das bactérias e manutencéo das plantas
em casa de vegetacdo, para selecionar eventuais bactérias pigmentadas do possivel género
Methylobacterium como promotoras do crescimento de plantas de tomateiro. Utilizou-se
sementes de duas variedades de Tomateiro plantadas e cultivadas em bandejas de producéo de
mudas (poliestireno expandido, com 128 células, na profundidade de 0,5 cm) em “Plantmax®”

sistema empregado pelos produtores. “Plantmax®”

segundo o fabricante constitui-se de
mistura de matéria organica de origem vegetal e vermiculita expandida, himus de minhoca
(residuo de esterco bovino, obtido por processo de digestdo das minhocas), p6 de coco,
residuo orgénico (derivado do mesocarpo fibroso do coco) e cascas de Pinus, mantido sem
esterilizacdo.

Cada parcela consistiu de duas sementes em celulas contiguas, separadas das outras
por células vazias da bandeja, com trés parcelas para cada tratamento e submetidas a irrigacdo
manual com inicio logo ap6s a semeadura, uma aplicacdo diéria. Os tratamentos consistiram
na inoculacdo de quatro isolados: A07, A13, Al5 e C2 para Tomate Cereja Samambaia e
quatro isolados: A74, A76, B61 e C2 para Tomate Santa Cruz Kada Gigante, foram
selecionados por apresentarem alguma interferéncia no processo de germinagdo e
crescimento das sementes no experimento conduzido inicialmente em papel filtro embebido
com 4gua destilada autoclavada e armazenadas em placa de Petri. A testemunha sem
inoculacdo recebeu o mesmo volume de meio de cultura “Plantmax®. A inoculacéo foi
repetida duas vezes e o desbaste foi realizado aos vinte dias ap6s a semeadura, deixando-se
uma plantula por célula. No vigésimo primeiro dia depois, quando tinham cerca de 5 cm de
altura, foram transferidas para copos plésticos com substrato “Plantmax®”, com cinco
repeticbes por tratamento, depois avaliou-se emergéncia, altura das plantulas e sistema

radicular.



Apos 20 dias de semeadura foi realizada a contagem do nimero de plantulas emergidas
para calcular o indice de emergéncia de cada tratamento. Ap6s 30 dias da semeadura, foi
realizada outra observacéo para avaliar a influéncia das bactérias no desenvolvimento das
plantulas.

Colheram-se as plantas 30 dias apds a inoculacdo, sendo determinada a altura total
(parte aérea e raiz) das plantas, altura das raizes, contagem do nimero de folhas e sua massa
de matéria fresca. Colheu-se primeiramente a parte aérea das plantas; para a colheita das
raizes, um jato com grande volume de 4gua foi aplicado sobre o substrato onde cresciam, de

maneira a retirar o substrato e manter as raizes na forma mais preservada possivel.

48 CONFIRMACAO DA COLONIZACAO DE PLANTULAS POR
Methylobacterium spp.

Para a verificacdo da eficiéncia do processo de inoculacdo das bactérias endofiticas
pigmentados em plantulas foram retiradas amostras de raizes cortadas em pequenos pedacos,
cinco dos quais, foram distribuidos em placas de Petri com meio TSBA 5%. As placas foram
incubadas por 72 horas a 28°C e avaliadas. As colonias bacterianas crescidas foram
identificadas de acordo com caracteristicas macroscopicas representativa do género

Methylobacterium.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RIQUEZA DE ESPECIES BACTERIANAS ASSOCIADA A T. stans e

B. brasiliense

Foram analisados 151 isolados de bactérias endofiticas obtidas de T. stans e B.
brasiliense por meio do sequenciamento do fragmento 968-1401 do 16S rDNA. Esta anélise
mostrou que esta comunidade bacteriana cultivivel é composta de pelo menos 24 géneros
entre estes, foi observado que os géneros Bacillus, Curtobacterium, Enterobacter,
Methylobacterium, Rhizobium e Stenotrophomonas sdo o0s grupos dominantes nas
comunidades avaliadas (Tabela 2).

Alguns géneros, tais como Hymenobacter, Lysobacter, Massilia, Pandoraea e
Prochlorococcus também foram observados, sendo este o primeiro relato destas bactérias em
associacdo endofitica. Entretanto, a maior parte das espécies bacterianas observada pertence a

géneros comumente associados endofiticamente a espécies vegetais de interesse agricola.

Tabela 2: Distribuicdo dos géneros dos isolados de bactérias endofiticas de Tecoma stans e Blechnum
brasiliense.

Planta Hospedeira Género Identificacdo

Tecoma stans Ancylobacter Ancylobacter sp.

Tecoma stans Agrobacterium Agrobacterium sp.

Blechnum brasiliense Bacillus Bacillus anthracis

Blechnum brasiliense Bacillus aquimaris

Blechnum brasiliense Bacillus cereus

Blechnum brasiliense Bacillus mojavensis

Blechnum brasiliense Bacillus pumilus

Blechnum brasiliense Bacillus sp.

Blechnum brasiliense Bacillus subtilis

Blechnum brasiliense Bacillus thuringiensis
Blechnum brasiliense Bacillus vallismortis

Tecoma stans Citrobacter Citrobacter sp.

Tecoma stans Curtobacterium Curtobacterium ammoniigenes
Tecoma stans Curtobacterium citreum
Tecoma stans Curtobacterium flaccumfaciens
Tecoma stans Curtobacterium sp.

Tecoma stans Enterobacter Enterobacter sp.

Tecoma stans Geodermatophilus Geodermatophilus sp.

Tecoma stans Hymenobacter Hymenobacter xinjiangensis

B. brasiliense T.stans Lysobacter Lysobacter qummosus



Planta Hospedeira Género Identificacdo
Blechnum brasiliense Lysobacter sp.
Blechnum brasiliense Massilia Massilia sp.

. brasiliense T.stans
. brasiliense T.stans
. brasiliense T.stans
. brasiliense T.stans
. brasiliense T.stans
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Methylobacterium

Microbacterium

Pandoraea

Plantibacter
Prochlorococcus
Pseudomonas

Pseudoxanthomonas
Rhizobium

Rhodococcus
Sphingomonas
Stenotrophomonas

Streptosporangium
Variovorax
Xanthomonas

Methylobacterium aerolatum
Methylobacterium aquaticum
Methylobacterium fujisawaense
Methylobacterium lusitanum
Methylobacterium oryzae
Methylobacterium radiotolerans
Methylobacterium sp.
Microbacterium hydrocarbonoxyda
Microbacterium paraoxydans
Microbacterium sp.
Microbacterium testaceum
Pandoraea sp.

Pandoraea sputorum
Plantibacter sp.
Prochlorococcus marinus
Pseudomonas alcaliphila
Pseudomonas argentinensis
Pseudomonas plecoglossicida
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas sp.
Pseudoxanthomonas mexicana
Rhizobium larrymoorei
Rhizobium radiobacter
Rhizobium rhizogenes
Rhizobium sp

Rhizobium tropici

Rhodococcus rhodnii
Sphingomonas sp.
Stenotrophomonas koreensis
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas nitritireducens
Stenotrophomonas sp
Streptosporangium fragile
Variovorax sp.

Xanthomonas axonopodis
Xanthomonas gardneri
Xanthomonas sp.

52 DIVERSIDADE BACTERIANA ASSOCIADA AO GENERO

Methylobacterium.

Foi observado por meio do sequenciamento parcial do 16S rDNA que a comunidade

bacteriana endofitica do género Methylobacterium é composta por bactérias de pelo menos 6



espécies, sendo elas: Methylobacterium aerolatum, Methylobacterium aquaticum,
Methylobacterium fujisawaense, Methylobacterium lusitanum, Methylobacterium oryzae e
Methylobacterium radiotolerans

As analises moleculares foram submetidas ao programa BLASTn ("Basic Local
Alignment Search Tool") para comparacdo com sequéncias homdlogas depositadas no banco
de dados publico mundial GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI)

(Tabela 3).

Tabela 3: Resultados dos testes com isolados bacterianos endofiticos: identificacdo, planta hospedeira, efeito na
promocao de crescimento, solubilizacdo de fosfato, fixagdo de nitrogénio e resultado da analise no Gen Bank.

Isolado Identificacdo Planta Hospedeira Germinagéo Solubilizagdo Fixagéo
das Sementes P N,
A0l Methylobacterium sp. Tecoma stans CASY - -
A02 Methylobacterium sp. Tecoma stans CASY + -
AQ07 Methylobacterium sp. Tecoma stans *CA SA + -
A09 Methylobacterium sp. Tecoma stans CASY + -
Al0 Methylobacterium aerolatum Tecoma stans CASY - +
Al3 Methylobacterium sp. Tecoma stans *CA SA + +
Al4A Rhizobium tropici Tecoma stans CVSaA + -
Al5 Rhodococcus rhodnii Tecoma stans *CV SA - -
Al6 Methylobacterium sp. Tecoma stans CA SA - +
Al7 Methylobacterium sp. Tecoma stans CA SA + -
A20 Rhodococcus sp. Tecoma stans Cvsvy + +
A21 Methylobacterium fujisawaense Tecoma stans CA SA + +
A40 Methylobacterium sp. Tecoma stans CrSVY + +
A50 Hymenobacter xinjiangensis Tecoma stans CA SA + +
A55 Methylobacterium aquaticum Tecoma stans CASY + -
A58 Prochlorococcus marinus Blechnum brasiliense CrSVY - +
A59 Methylobacterium sp Blechnum brasiliense CASY - +
AT4 Prochlorococcus sp. Blechnum brasiliense CV *Sv + -
AT5 Methylobacterium lusitanum Blechnum brasiliense CASY - -
AT6 Methylobacterium sp. Blechnum brasiliense CA *SA + -
B44 Bacillus aquimaris Blechnum brasiliense CASY - +
B61 Methylobacterium sp. Blechnum brasiliense CA *SA + +
B62 Bacillus thuringiensis Blechnum brasiliense CA SA + +
B77 Bacillus anthracis Blechnum brasiliense CrSVY + -
B81 Methylobacterium oryzae Blechnum brasiliense CASY - -
c2 Methylobacterium radiotolerans Blechnum brasiliense ~ *C A *SA - +
LGM86 Bacillus cereus Blechnum brasiliense CA SA - +

* isolados bacterianos selecionados para o ensaio de promogao de crescimento de plantas de tomateiro em casa
de vegetacdo *C = Tomate Cereja Samambaia; *S = Tomate Santa Cruz Kada Gigante; A= aumento da taxa de
germinacdo de sementes quando comparada grupo controle; »= taxa de germinagdo sem alteracdo quando
comparada ao grupo controle; ¥ = reducdo da taxa de germinacdo de sementes quando comparada ao grupo
controle; + = Isolados solubilizadores de fosfato e fixadores de nitrogénio “in vitro”; - Isolados ndo
solubilizadores de fosfato e ndo fixadores de nitrogénio “in vitro”. As identificacbes foram obtidas pelo banco
de dados genético GenBank.



5.3 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

Apesar dos teores de fosforo (P) no solo serem relativamente elevados (400 a 1200
mg/Kg de solo), a concentragdo de P sollvel disponivel para assimilagdo pelas raizes dos
vegetais é muito baixa, normalmente 1 mg/Kg de solo ou menos (RAGHOTHAMA, 1999).
Seu ciclo ndo possui intercambio com a atmosfera, sendo regido principalmente por
microrganismos. As principais fontes de fosfato no solo sdo minerais primérios, como as
apatitas. Em segundo lugar vem a matéria organica presente no solo, que pode constituir 30 a
50 % do P do solo. Este P organico esté principalmente na forma de fosfato-inositol (fitato),
sintetizado por microrganismos e plantas. Mostrando assim a importancia destes
microrganismos na liberagdo de P para o crescimento vegetal. A co-inoculagdo de espécies
solubilizadoras de P, fixadoras de nitrogénio e produtoras de auxinas pode favorecer o
crescimento da planta hospedeira, tornando a nutricdo vegetal mais equilibrada e reduzindo os
custos de adubag&o. Entretanto, a aplicacdo no campo dos resultados obtidos no presente
trabalho deverd ser o resultado de um amplo estudo dos efeitos destas bactérias sobre a planta
hospedeira.

Os isolados bacterianos foram avaliados “in vitro” quanto & capacidade de solubilizar
fosfato inorganico (Figura 3). A presenga de um halo em torno da col6nia bacteriana indicou a
capacidade da bactéria em solubilizar fosfato. Das 27 bactérias avaliadas, em 16 (59,2%) foi
observada a presenca do halo (Tabela 3), indicando que houve solubilizagdo de fosfato
organico. Os melhores indices de solubilizacdo de fosfato foi observado para os isolados
AO07, A09, A20, A21, A50 e B62 com halo médio de 1,0 cm, e os menores indices foi
observado nos isolados A02, A13, Al4A, Al7, A76 e B61 com halo médio de 0,5 cm. O
fosforo desempenha na planta um papel estrutural e funcional, sendo imprescindivel na
transferéncia de energia, fundamental para o desenvolvimento da planta (GONCALVES et
al., 2000). A solubilizacdo de fosfato por bactérias € um mecanismo direto de promocéo de
crescimento de planta (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999), sendo esta uma das medidas utilizadas
para evitar a deficiéncia nutricional de fosforo em plantas. Diversos géneros bacterianos tém
sido descritos como solubilizadores de fosfato, entre eles Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Flavobacterium e Erwinia
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).



Figura 3: Solubilizacdo de fosfato por bactérias endofiticas. Observar o isolado AO1 nédo é capaz de solubilizar
fosfato e o halo de solubilizacdo (seta) para os isolados A21 e A13.

5.4 FIXACAO DE NITROGENIO POR BACTERIAS ENDOFITICAS

O mecanismo de promocdo de crescimento vegetal por bactérias endofiticas mais
estudado é a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), e a transferéncia e/ou disponibilizacéo
deste nitrogénio assimilado para o metabolismo vegetal, sendo a associacdo de bactérias
endofiticas com plantas leguminosas a mais estudada. Nestas associacOes, bactérias
Gram-negativas dos géneros Rhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium e Mesorhizobium, colonizam tecidos vegetais internos (raizes e por vezes o
colmo) como simbiontes, induzindo o desenvolvimento de estruturas de simbiose altamente
especializadas denominadas de nodulos. Entretanto, outras bactérias como
Gluconoacetobacter diazotrophicus, Methylobacterium nodulans, Klebsiela oxytoca,
Enterobacter sp. e Pantoea agglomerans (ADACHI et al., 2002; KUKLINSKY, 2004; SY
et al., 2001), apresentam a transferéncia de nitrogénio biologicamente fixado para plantas
ndo leguminosas e estas depende de interacdes especificas entre 0s genotipos bacterianos
e vegetal. Neste contexto, tem sido observada que a transferéncia de nitrogénio
biologicamente fixado para plantas ndo leguminosas depende de interagdes especificas entre o
genodtipo bacteriano e o da planta hospedeira (JAMES, 2000).

A promocao de crescimento vegetal por microrganismos endofiticos ocorre tanto pela
transferéncia de moléculas sintetizadas pela bactéria para a planta, como também pelo
incremento na absor¢do ou aumento de disponibilidade de certos elementos nutricionais.
Entretanto mais estudos devem ser realizados para avaliar o papel destas bactérias sobre o

crescimento e estabelecimento de plantas destas variedades em condi¢Oes de cultivo



comercial. No presente trabalho, os isolados endofiticos foram avaliados em meio de cultura
NFb (DOBEREINER; BALDAM; BALDANI, 1995) (Figura 4), o qual é utilizado para
selecdo de bactérias fixadoras de N,. Foi observado que dos 27 isolados bacterianos
avaliados, 14 (51,8%) foram capazes de fixar nitrogénio (Tabela 3), fato este caracterizado
pela formagdo de disco de crescimento no meio livre de nitrogénio. Li et al. (2007)
descrevem isolados bacterianos de nddulos de soja produtores de AIA, solubilizadores de
fosfato e fixadores de nitrogénio, e ainda sugerem ter potencial para a promogdo de

crescimento de plantas. Teixeira et al. (2007) descrevem bactérias endofiticas de mandioca

Figura 4: Crescimento de bactérias endofiticas (seta) em meio de cultura livre de Nitrogénio.

com capacidade de fixar nitrogénio.




Os diferentes isolados apresentaram caracteristicas divergentes quanto a capacidade de
solubilizar fosfato e fixar nitrogénio. Dos 27 isolados avaliados, 7 (25,9%) foram positivos
para a fixagdo de nitrogénio e solubilizagdo de fosfato. Entretanto, daqueles isolados que
apresentaram melhor desempenho nos testes de germinacdo (Figuras 5 e 6) e crescimento de
plantulas, somente os isolados Al13, A2l1, A50, B61 e B62 positivo para as duas
caracteristicas (Fixacdo de N e solubilizagdo de fosfato) avaliadas. Estes isolados, somando
0 seu efeito sobre as duas variedades de tomateiro, também apresentaram bons resultado,
sugerindo que apresentam potencial para a promogdo de crescimento vegetal. Diversos
trabalhos vém descrevendo o uso de bactérias endofiticas solubilizadoras de fosfato e
fixadoras de nitrogénio na promocéo de crescimento de plantas.

O crescimento e a produgéo em resposta ao nitrogénio (N) tém sido muito pesquisados
em muitas especies vegetais cultivadas e algumas silvestres. No tomateiro, a elevacéo no nivel
de N fornecido as plantas aumenta o0 peso de matéria seca das raizes, do caule, das folhas e
dos frutos, a altura da planta, o nimero de folhas, a area foliar, o florescimento, a frutificacao
e a produtividade. Sob condi¢Bes de campo, a nutrigdo 6tima dessa cultura pode ser alcangada
quando a quantidade aplicada de fertilizantes nitrogenados é igual a alta demanda que ocorre
durante o periodo de crescimento dos frutos (HUETT & DETTMANN, 1988, SINGH &
SHARMA, 1999).

5.5 EFEITO DE BACTERIAS ENDOFITICAS SOBRE A GERMINACAO
DE SEMENTES DE TOMATEIRO

No experimento conduzido inicialmente com sementes tratadas com isolados
pigmentados e mantidos em camara Umida, foi observada grande variagdo nos resultados
quanto a frequéncia de germinacéo das sementes das duas variedades de Tomate (Figuras 5 e
6), sendo observado em alguns casos efeitos deletérios (reducdo da germinacdo) e em outros
casos um efeito benéfico (aumento da germinacdo) sobre as sementes avaliadas. A
emergéncia das sementes avaliadas ocorreu em média no 3° dia apds a semeadura.

Para o tomateiro Cereja Samambaia, foi observado que o isolado bacteriano A15
apresentou o pior desempenho, reduzindo de forma significativa a taxa de germinagdo,
enquanto os isolados C2 e B44 apresentaram um aumento significativo na taxa de germinacéao
(Figura 5). Com base nestes resultados, foram selecionadas 13 linhagens para os experimentos

posteriores com Tomate Cereja Samambaia, sendo 7 isolados (A15, Al16, A40, A58, A59,



AT74 e B77) que apresentaram efeito deletério ou neutro e 6 (A02, A09, A76, B44, C2 e
LGM86) que apresentaram efeito benéfico sobre a germinacgdo e crescimento das plantulas.

Para o tomateiro Santa Cruz Kada Gigante, foi observada uma maior variagdo nas
taxas de germinacédo (Figura 6), mostrando que esta variedade responde de forma mais intensa
a inoculagdo por bactérias. Entre estas bactérias, foi observado que o isolado A74 apresentou
uma reducdo significativa na taxa de germinagdo, tendo em vista que apenas 30% das
sementes germinaram apds tratamento com esta bactéria. A partir destes resultados, 14
isolados (AQ07, Al10, A13, A14A, Al7, A21, A55, A59, A74, A76, B77, B81, C2 e LGM86)
foram selecionados para estudos posteriores com esta variedade de tomateiro.

O efeito deletério ou benéfico de alguns isolados bacterianos sobre o desenvolvimento
do tomateiro Cereja Samambaia (Figura 7) e Santa Cruz Kada Gigante e (Figura 8) foi
observado por meio da frequéncia de germinagdo das sementes e desenvolvimento das
plantulas quando comparadas ao grupo controle. A existéncia de bactérias deletérias a planta,
sem embora induzir sintomas de lesdes em raizes e caules das duas variedades de tomateiro
(Figuras 7b e 8b), sugere que embora estas bactérias ndo sejam patogénicas a planta
hospedeira, poderiam em determinadas condi¢cbes ambientais diminuir o vigor das plantulas
tornando-as mais susceptiveis a patdgenos, ou aumentar o tempo para a producdo e

transplante de mudas ao campo.
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Isolados bacterianos

Figura 5: Porcentagem de germinacdo de sementes de Tomate Cereja Samambaia ap6s inoculacdo com bactérias
endofiticas.
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Figura 6: Porcentagem de germinacdo de sementes de Tomate Santa Cruz Kada Gigante apés inoculagdo com
bactérias endofiticas.

Também foi observado que alguns isolados apresentaram efeito benéfico sobre a
planta (Figuras 7c e 8c) promovendo uma maior taxa de germinagéo, seguido por um aumento
do vigor das plantulas. Esses resultados indicam uma melhor qualidade das mudas, o que
podera possibilitar uma reducdo do tempo das mesmas em viveiro e maior taxa de
crescimento apds o transplante.

Por meio do reisolamento em meio de cultura, foi observado que as bactérias
inoculadas em sementes colonizaram as plantulas de tomateiro. Entretanto, esta associacao
avaliada “in vitro” demonstrou que dependendo da bactéria inoculada pode ocorrer um
estimulo ou inibicdo da germinacao e posterior crescimento vegetal.

O segundo experimento foi realizado visando avaliar as condi¢Ges de germinacéo das
sementes, o estabelecimento e crescimento inicial de mudas das duas variedades de tomateiro
em casa de vegetacdo. As sementes inoculadas com isolados pigmentados foram plantadas e

® Os tratamentos foram: A07,

cultivadas em bandejas de produgédo de mudas em “Plantmax
Al3, Al15 e C2 para Tomate Cereja Samambaia e dentre as bactérias houve diferenca na taxa
de germinacdo (Figura 9), no isolado C2 (88,5%) quando comparado ao grupo controle
(80,2%) indicando que tenha produzido algum efeito benéfico ao tomateiro, favorecendo em
determinadas condigBes ambientais até um aumento no vigor das plantulas, sequido por um
maior crescimento radicular, alongamento do caule, crescimento das folhas e aumento na
amostragem do peso fresco (Tabela 4 e Figuras 10, 11, 12 e 13). Esse favorecimento néo foi
observado nos tratamentos: Al13 (71,8%) e A15 (62,5%) invertendo essa tendéncia,

propiciando um menor nimero de emergéncia das sementes, crescimento



Figura 7: Plantulas de Tomate Cereja Samambaia. Observar em a pléantulas provenientes de sementes sem
inoculagdo bacteriana; em b plantulas com tratamento bacteriano que possuem efeito deletério no crescimento
vegetativo e em c plantulas com tratamento bacteriano que possuem efeito benéfico no crescimento vegetativo.

Controle

Figura 8: Plantulas de Tomate Santa Cruz Kada Gigante. Observar em a plantulas provenientes de sementes
sem inoculagdo bacteriana; em b plantulas com tratamento bacteriano que possuem efeito deletério no
crescimento vegetativo e em ¢ plantulas com tratamento bacteriano que possuem efeito benéfico no crescimento
vegetativo.



(altura), nimero de folhas, comprimento radicular e parte aérea quando comparadas ao grupo

controle. O isolado A07 ndo apresentou caracteristicas quanto & variagdo no comportamento

para a promogdo do crescimento ou caracteristicas muito diversas ao isolado sem tratamento

bacteriano (Figuras 14 e 15).

Tabela 4: Média da Taxa de Germinagdo, Altura Total (raiz e parte aérea), Altura da Raiz, NUmero de Folhas e
Amostragem de Peso Fresco em Tomate Cereja Samambaia.

Tomate Cereja Samambaia

Isolados Média Média Média Média Média
Germinagdo Altura Total Altura da NUmero de Peso Fresco em
em unid. emcm Raizemcm  Folhas em und. ar.
Bactéria A07 12,5 17,9 5,7 12,8 14,4
Bactéria A13 115 15,3 4,6 10,6 10,4
Bactéria A15 10 14,1 4,2 8,8 11,1
Bactéria C2 14,16 22,1 8,2 15,8 16,8
Controle 12,83 19,1 6,4 14,4 124
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Figura 9: Média de germinacdo de sementes de Tomate Cereja Samambaia ap6s inoculacdo com bactérias
endofiticas com cultivo em casa de vegetagao.
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Figura 10: Média e Desvio Padrdo da Altura Total (raiz e parte aérea) das Plantas de Tomate Cereja Samambaia.
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Figura 11: Média e Desvio Padrdo da Altura da Raiz das Plantas de Tomate Cereja Samambaia.
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Figura 12: Média e Desvio Padrdo da Contagem do NUmero de Folhas em Tomate Cereja Samambaia.
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Figura 13: Média e Desvio Padrdo da Amostragem do Peso Fresco em Tomate Cereja Samambaia.




Figura 14: Plantulas de Tomate Cereja Samambaia. Observar em a plantulas provenientes de sementes sem
inoculacdo bacteriana; em b plantulas com tratamento bacteriano que possuem efeito deletério no crescimento
vegetativo e em ¢ plantulas com tratamento bacteriano que possuem efeito benéfico no crescimento vegetativo.

Figura 15: Aspectos de Plantulas de Tomate Cereja Samambaia.



Foram avaliados quatro isolados: A74, A76, B61 e C2 para Tomate Santa Cruz Kada

Gigante, e ap6s a semeadura foi realizada a contagem do nimero de plantulas emergidas para

calcular o indice de emergéncia de cada tratamento (Figura 16). O tratamento C2 (68,7%)

influénciou no desenvolvimento das plantulas, sendo observado um aumento na altura total

(parte aérea e raiz), altura das raizes, contagem do namero de folhas e massa de matéria fresca

quanto ao grupo controle com (59,5%). Ocorreram situacdes diversificadas (Tabela 5 e
Figuras 17, 18, 19 e 20) com os tratamentos B61 (57,2 %), A76 (55,2%) e A74 (48,9%) sendo

o ultimo com possivel efeito deletério sobre o desenvolvimento do tomateiro (Figuras 21 e

22) indicando uma redugéo na qualidade das mudas.

Tabela 5: Média da Taxa de Germinagdo, Altura Total (raiz e parte aérea), Altura da Raiz, Nimero de Folhas e
Amostragem de Peso Fresco em Tomate Santa Cruz Kada Gigante.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante

Isolados Média Média Média Média Média
Germinagdo Altura Total Altura da NUmero de Peso Fresco em
em unid. emcm Raizemcm  Folhas em und. ar.
Bactéria A74 7,83 13,3 4.6 9,0 9,6
Bactéria A76 8,83 14,2 3,9 9,0 10,6
Bacteria B61 9,16 16,9 59 11,6 11,8
Bactéria C2 11,0 20,8 7,3 15,6 16,4
Controle 9,5 17,2 6,0 11,4 12,0
20
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Figura 16: Porcentagem de germinacdo de sementes de Tomate Santa Cruz Kada Gigante ap6s inoculagdo com
bactérias endofiticas no cultivo em casa de vegetacao.
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Figura 17 : Média e Desvio Padrdo da Altura Total (raiz e parte aérea) das Plantas de Tomate Santa Cruz Kada
Gigante.
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Figura 18: Média e Desvio Padrdo da Altura da Raiz das Plantas de Tomate Santa Cruz Kada Gigante.
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Figura 19: Média e Desvio Padrdo da Contagem do NUmero de Folhas em Tomate Santa Cruz Kada Gigante.
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Figura 20: Média e Desvio Padrdo da Amostragem do Peso Fresco em Tomate Santa Cruz Kada Gigante.

A promogdo de crescimento vegetal por algumas bactérias pode ocorrer devido a
habilidade de algumas em fixar nitrogénio, solubilizar e aumentar a absorc¢do de fdsforo,
produzir sideréforos, os quais seqiiestram e disponibilizam ions férricos oxidando o enxofre.
O crescimento vegetal ainda pode ter sido estimulado pela produgdo de compostos analogos a
horménios vegetais como acido-indol-acético (AIA), giberelinas, citocininas e 1-
aminoaclopropano-1carboxilato (ACC) (CATTELAN, 1999). O fésforo é importante para a
planta, pois é o principal componente de combinagdes vitais como lecitina e nucleotideos
estando relacionados aos fendbmenos de armazenamento e transferéncias de energia na planta
sob a forma de ATP. Entre os géneros com essa capacidade estdo Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Flavobacterium e
Erwinia (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). Portanto a capacidade das bactérias endofiticas
em solubilizar fosfato inorganico durante o processo de colonizagdo da planta hospedeira tem
sido alvo de grande interesse por parte de microbiologistas agricolas, pois esta caracteristica
apresenta um grande potencial para a promog&o de crescimento vegetal.

Em plantas, os hormdnios vegetais (auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido
abscisico) sdo substancias organicas que desempenham uma funcdo na regulagdo do
crescimento. No entanto alguns hormdnios possuem efeito inibitério, sendo mais adequado
consideré-los como reguladores quimicos. Além disso, um mesmo horménio pode produzir
respostas diferentes em tecidos ou mesmo hormoénio pode produzir respostas diferentes em
tecidos ou em diferentes fases do desenvolvimento num mesmo tecido (RAVEN et al., 2001).

Os resultados apresentados no trabalho mostram que alguns isolados podem estar
associados as mudangas fisiologicas de plantulas de tomate, mas a estratégia utilizada por
estas bactérias é ainda desconhecida, sendo necessario outros estudos sobre as caracteristicas

bacterianas importantes para a promogao de crescimento vegetal.



Figura 21: Plantulas de Tomate Santa Cruz Kada Gigante. Observar em a plantulas provenientes de sementes
sem inoculagdo bacteriana; em b plantulas com tratamento bacteriano que possuem efeito deletério no
crescimento vegetativo e em c¢ plantulas com tratamento bacteriano que possuem efeito benéfico no crescimento
vegetativo.
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Figura 22: Aspectos de Plantulas de Tomate Santa Cruz Kada Gigante.



6 CONCLUSOES

A comunidade bacteriana endofitica cultivavel de T. stans e B. brasiliense compreende
aos géneros: Ancylobacter, Agrobacterium, Bacillus, Citrobacter, Curtobacterium,
Enterobacter, Geodermatophilus, Hymenobacter, Massilia, Methylobacterium,
Microbacterium, Pandoraea, Plantibacter, Prochlorococcus, Pseudémonas,
Pseudoxanthomonas, Rhizobium, Rhodococcus, Sphingomonas, Stenotrophomonas,
Streptosporangiu, Variovorax e Xanthomonas.

A comunidade bacteriana do género Methylobacterium cultivavel de T. stans e B.
brasiliense compreende as espécies: Methylobacterium aerolatum, Methylobacterium
aquaticum, Methylobacterium fujisawaense, Methylobacterium lusitanum, Methylobacterium
oryzae e Methylobacterium radiotolerans.

Entre os isolados pigmentados (coloragéo rosea) selecionados para a microbiolizagéo
de sementes de tomateiros apds analise por meio do sequenciamento parcial do 16S rDNA,
mostrou que é composta por diferentes espécies sendo: Bacillus thuringiensis, Hymenobacter
xinjiangensis, Methylobacterium fujisawaense, Methylobacterium sp. e Rhodococcus sp.
propiciaram a maior eficiéncia de solubilizag&o de fosfato e fixa¢&o de nitrogénio.

Entre os isolados: Bacillus thuringiensis, Hymenobacter xinjiangensis,
Methylobacterium fujisawaense, Methylobacterium sp. e Rhodococcus sp. propiciaram a
maior eficiéncia de solubilizagdo de fosfato e fixa¢do de nitrogénio.

Os isolados mais eficientes no potencial para aumento da taxa de germinagdo de
sementes para as duas variedades do tomateiro em tratamento controlado em cdmara Umida
séo: Bacillus thuringiensis, Hymenobacter xinjiangensis, Methylobacterium fujisawaense e
Methylobacterium sp.

Os isolados menos eficientes em tratamento controlado em cémara Umida que
reduziram a emergéncia das sementes e desenvolvimento de plantulas dos tomateiros sdo:
Methylobacterium sp., Rhodococcus sp., Prochlorococcus marinus e Prochlorococcus sp.

No tratamento em casa de vegetagdo com sementes de Tomate Cereja Samambaia e
Tomate Santa Cruz Kada Gigante o isolado Methylobacterium radiotolerans se revelou o
mais promissor na capacidade de promogdo do crescimento em fungdo do bom desempenho
apds a semeadura e contagem do nimero de plantulas emergidas. Os isolados Rhodococcus
rhodnii e Prochlorococcus sp. apresentaram-se inferiores as condigdes da testemunha,

demonstraram reducédo nos critérios avaliados em cada tratamento.



Em geral o género Methylobacterium mostrou-se interferindo na emergéncia das
sementes, no tamanho da planta hospedeira, contudo no desenvolvimento das plantulas das
duas variedades de tomateiro, visto que uma mesma bactéria pode estimular a germinacéo em

uma planta e inibir em outra.
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APENDICE A - Resultados observados



Tabela 6: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 26/11/2007 a
29/11/2007.

Tomate Cereja Samambaia 26/11/2007
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria AO1 90 100 100 80 80

Bactéria A14B 60 100 100 90 90
Bactéria A74 90 80 100 90 100

Bactéria B40 100 100 100 100 100

Bactéria B44 100 90 100 100 80

Bactéria B69 100 100 100 90 90

Bactéria B74 100 100 60 90 90

Bactéria B75 100 100 80 90 90

Bactéria B77 100 100 100 100 100

Bactéria Lomss 100 100 90 80 100
Controle 100 100 100 90 70

Tabela7: Andlise do Processo de Germinacdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 29/11/2007 a
02/12/2007.

Tomate Cereja Samambaia 29/11/2007
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria AO1 90 100 100 90 90
Bactéria A14B 70 100 100 100 100
Bactéria A17 100 100 70 100 100
Bactéria A74 80 100 90 100 90
Bactéria B44 100 100 100 100 100
Bactéria B62 100 100 90 100 100
Bactéria B74 100 100 90 100 100
Bactéria C2 100 100 100 100 100
Bactéria Lcmss 100 100 90 100 100

Controle 100 100 100 100 100




Tabela 8: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 15/01/2008 a

18/01/2008.
Tomate Cereja Samambaia 15/01/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A10 100 90 100 90 100
Bactéria A14B 80 90 100 100 100
Bactéria A15 80 90 80 90 90
Bactéria A16 90 100 100 100 90
Bactéria A17 100 90 100 100 100
Bactéria A21 80 90 100 80 90
Bactéria A50 100 100 70 100 100
Bactéria A58 70 90 90 100 100
Bactéria A74 80 70 90 90 100
Bactéria B40 100 100 90 90 90
Bactéria B60 90 90 100 100 100
Bactéria B61 70 100 100 80 90
Bactéria B62 90 90 100 100 100
Bactéria B75 100 90 90 100 80
Bactéria B77 90 100 90 80 90
Controle 90 100 100 100 100

Tabela 9: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 18/01/2008 a

21/01/2008.

Tomate Cereja Samambaia 18/01/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A10 100 90 100 100 100
Bactéria A14B 80 100 100 100 100
Bactéria A15 90 90 90 100 100
Bactéria A16 100 100 100 100 100
Bactéria A21 90 90 100 80 90
Bactéria AS0 100 100 90 100 100
Bactéria A58 90 100 100 100 90
Bactéria A74 100 100 80 90 90
Bactéria B40 100 100 100 90 100
Bactéria B60 90 90 100 100 100
Bactéria B61 90 100 100 100 90
Bactéria B62 90 90 100 100 100
Bactéria B75 100 100 90 100 80
Bactéria B77 100 100 90 80 100

Controle 100 100 100 100 100




Tabela 10: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 22/01/2008 a
25/01/2008.

Tomate Cereja Samambaia 22/01/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria AQ7 100 90 100 100 100
Bactéria A09 90 100 90 80 90
Bacteéria A59 90 100 90 100 100
Bactéria A74 90 90 100 90 100
Bactéria A75 100 100 100 90 100
Bactéria A76 90 90 100 100 100
Bactéria B69 100 100 100 90 90
Bactéria B74 90 100 100 100 90
Bactéria B76 90 100 90 100 90
Bactéria Lemss 90 60 100 100 100

Controle 100 100 90 90 80

Tabela 11: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 25/01/2008 a
28/01/2008.

Tomate Cereja Samambaia 25/01/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A07 100 90 100 100 100
Bactéria A9 90 100 90 90 90
Bactéria A40 90 100 100 100 100
Bactéria AS5 90 90 100 100 90
Bactéria A59 100 100 100 100 100
Bactéria A75 100 100 100 90 100
Bactéria A76 100 90 100 100 100
Bactéria B40 90 100 90 100 100
Bactéria B60 100 100 100 100 90
Bactéria B69 100 100 100 100 100
Bactéria B74 90 100 100 100 90
Bactéria B76 90 100 90 100 90
Bactéria LGM86 100 60 100 100 100

Controle 100 100 90 90 90




Tabela 12: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 06/02/2008
a 09/02/2008.

Tomate Cereja Samambaia 06/02/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria AO1 100 80 100 90 100
Bactéria A02 90 100 100 90 100
Bactéria A13 90 100 90 90 90
Bactéria A14A 100 90 100 100 90
Bactéria A17 100 80 100 80 100
Bactéria A58 100 70 80 100 90
Bactéria B60 100 100 100 100 100
Bactéria B75 100 90 100 100 90
Bactéria C2 100 90 100 100 100
Controle 100 80 100 100 100

Tabela 13: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 09/02/2008
a 12/02/2008.

Tomate Cereja Samambaia 09/02/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%) Repetigdo 5 (%)

Bactéria AO1 100 90 100 90 100
Bactéria A02 90 100 100 90 100
Bactéria A14A 100 100 100 100 100
Bactéria A17 100 90 100 90 100
Bactéria C2 100 100 100 100 100
Controle 100 80 100 100 100

Tabela 14: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 26/02/2008 a
29/02/2008.

Tomate Cereja Samambaia 26/02/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria AS5 100 100 100 100 70
Bactéria B40 100 90 100 100 90
Bactéria B60 90 100 100 100 90
Bactéria B69 100 100 100 90 100

Controle 100 90 100 100 90




Tabela 15: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 27/02/2008 a
01/03/2008.

Tomate Cereja Samambaia 27/02/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%) Repetigdo 5 (%)

Bactéria A02 90 100 100 100 100
Bactéria A13 90 100 90 100 100
Bactéria A21 100 100 100 100 100
Bactéria A55 100 80 90 100 100
Bactéria A58 80 80 100 100 100
Bactéria A59 90 90 100 100 100
Bactéria B76 100 100 100 100 90

Bactéria B81 100 90 80 100 100
Bactéria C2 100 100 100 100 100

Bactéria Lomss 90 100 100 100 100
Controle 100 100 90 100 100

Tabela 16: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 17/07/2008
a 20/07/2008.

Tomate Cereja Samambaia 17/07/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A02 100 100 100 100 100
Bactéria A10 100 100 100 100 100
Bactéria A14A 100 90 80 100 100
Bactéria A20 100 100 100 100 100
Bactéria A21 80 100 100 100 100
Bactéria A50 100 100 90 80 100
Bactéria A59 100 100 100 100 80
Bactéria A75 100 100 100 100 100
Bactéria B77 80 100 90 100 100
Bactéria B81 100 100 100 80 100
Bactéria C2 100 100 100 100 100

Controle 100 90 100 100 80




Tabela 17: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 26/07/2008
a 29/07/2008.

Tomate Cereja Samambaia 26/07/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A02 100 100 100 100 100
Bactéria A09 100 100 100 100 100
Bactéria A13 100 100 100 100 100
Bactéria A14A 100 90 100 100 100
Bactéria A21 90 100 100 100 100
Bactéria A55 100 100 100 100 100
Bactéria A76 100 100 100 100 100
Controle 100 100 100 100 100

Tabela 18: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 28/07/2008
a 31/07/2008.

Tomate Cereja Samambaia 28/07/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%) Repetigdo 5 (%)

Bactéria A01 100 100 100 90 100
Bactéria A09 100 100 100 90 100
Bactéria A15 80 10 90 100 100
Bactéria A17 100 90 90 100 100
Bactéria A20 90 40 100 80 100
Bactéria A40 70 100 80 100 100
Bactéria A76 100 80 90 100 100

Controle 100 80 70 100 100

Tabela 19: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 29/07/2008
a 01/08/2008.

Tomate Cereja Samambaia 29/07/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%) Repetigdo 5 (%)

Bactéria A07 100 100 100 90 100
Bactéria A16 100 100 100 100 100
Bactéria A59 100 100 100 100 100

Controle 100 100 100 100 100




Tabela 20: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 30/08/2008

a 02/09/2008.

Tomate Cereja Samambaia 30/08/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A09 100 100 100 100 100
Bactéria A10 100 100 90 100 100
Bactéria A13 100 90 100 100 100
Bactéria A15 90 80 100 90 100
Bactéria A20 100 100 100 100 100
Bactéria A40 100 100 90 100 100
Bactéria B44 100 100 100 100 100
Bactéria B62 90 100 100 100 100
Bactéria B76 100 100 100 100 100

Controle 100 100 100 40 100

Tabela 21: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 31/08/2008

a 03/09/2008.
Tomate Cereja Samambaia 31/08/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%) Repetigdo 5 (%)

Bactéria A07 100 100 100 100 100
Bactéria A10 100 90 100 100 100
Bactéria A13 90 100 100 100 70
Bactéria A15 60 90 100 80 80
Bactéria A20 100 100 100 60 90
Bactéria A40 70 90 100 100 70
Bactéria B62 90 100 100 100 100
Bactéria B76 100 100 90 100 100
Bactéria B77 70 90 100 90 100

Controle 0 90 20 80 20




Tabela 22: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 06/09/2008
a 09/09/2008.

Tomate Cereja Samambaia 06/09/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A07 100 100 100 100 100
Bactéria A58 100 100 100 100 100
Bactéria A76 100 100 100 100 60
Bactéria B44 100 100 100 90 100
Bactéria B61 100 100 100 100 100
Bactéria Lcmss 100 100 100 100 100

Controle 100 100 90 100 100

Tabela 23: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 20/09/2008
a 23/09/2008.

Tomate Cereja Samambaia 20/09/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%) Repetigdo 5 (%)

Bactéria A50 100 100 100 100 100
Bactéria A75 100 100 100 100 100
Bactéria B44 100 100 90 100 100

Controle 100 90 100 100 100




Tabela 24: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 11/10/2008
a 14/10/2008.

Tomate Cereja Samambaia 11/10/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A14A 100 100 100 100 100
Bactéria B61 100 100 100 100 90
1° tratamento
Bactéria B61 100 90 100 100 100
2° tratamento
Controle 100 100 100 100 100

Tabela 25: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 17/01/2009
a 20/01/20009.

Tomate Cereja Samambaia 17/01/2009

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A55 100 100 100 100 90
Bactéria B69 100 100 100 90 80
Bactéria B74 100 100 80 90 90
Bactéria B81 100 90 100 100 100

Controle 100 100 80 90 90

Tabela 26: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 20/01/2009
a 23/01/20009.

Tomate Cereja Samambaia 20/01/2009

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A16 70 70 90 100 100
Bactéria A20 100 100 90 80 90
Bactéria B75 100 100 100 90 90
Bactéria B81 100 90 90 100 100

Controle 100 100 100 90 90




Tabela 27: Analise do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no periodo de 17/02/2009
a 20/02/20009.

Tomate Cereja Samambaia 17/02/2009

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A14B 100 90 100 100 100
Bactéria A16 100 100 100 90 80
Bactéria A40 100 100 100 100 100
Bactéria A50 100 90 90 70 100
Bactéria B81 100 90 80 100 100

Controle 100 90 100 100 100

Tabela 28: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 06/02/2008
a 11/02/2008.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 06/02/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria AO1 100 90 80 90 80
Bactéria AQ2 70 90 100 90 80
Bactéria A13 100 70 100 70 80
Bactéria A14A 100 100 60 90 90
Bactéria A16 100 80 100 80 90
Bactéria A50 70 70 60 60 70
Bactéria A59 60 70 70 60 50
Bactéria B44 100 100 80 90 100
Bactéria B60 90 80 70 100 90
Bactéria B61 80 80 80 90 90
Bactéria B62 90 70 90 70 80
Bactéria C2 80 80 90 80 80

Controle 80 80 100 90 90




Tabela 29: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 09/02/2008
a 14/02/2008.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 09/02/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria AO1 100 100 100 90 90
Bactéria A02 90 100 100 90 80
Bactéria A13 100 100 100 80 80
Bactéria A14A 100 100 100 80 90
Bactéria A16 100 90 100 80 90
Bactéria A20 60 70 60 60 70
Bactéria A21 80 80 70 80 90
Bactéria A50 90 70 60 60 80
Bactéria A55 80 80 70 60 80
Bactéria A58 80 50 60 50 60
Bactéria A59 50 50 60 80 70
Bactéria B60 90 70 90 80 90
Bactéria B61 80 90 90 70 80
Bactéria B62 100 70 100 90 80
Bactéria C2 100 100 90 70 80
Controle 80 100 100 90 70

Tabela 30: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 08/07/2008
a 13/07/2008.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 08/07/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria A01 80 40 10 90 60
Bactéria A02 20 50 60 50 60
Bactéria A07 50 10 20 30 40
Bactéria A09 70 50 30 30 80
Bactéria A10 0 30 0 20 70
Bactéria A14A 40 90 50 10 30
Bactéria A14B 50 80 50 60 30
Bactéria A15 70 50 50 20 70
Bactéria A16 80 80 60 60 80
Bactéria A17 70 0 60 30 60
Bactéria A20 40 20 20 10 80
Bactéria A58 20 70 60 80 40
Bactéria A59 100 20 20 10 40
Bactéria A74 50 50 10 10 80
Bactéria A75 80 30 20 50 50
Bactéria B44 50 70 50 20 60
Bactéria B62 40 90 50 80 50
Bactéria B76 50 0 30 20 30
Bactéria B81 70 30 30 10 80
Bactéria Lcmss 80 40 60 50 70

Controle 80 40 10 20 60




Tabela 31: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 10/07/2008
a 15/07/2008.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 10/07/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria A01 0 0 10 10 20
Bactéria A02 20 70 50 40 50
Bactéria A09 20 20 10 10 30
Bactéria A21 70 70 80 90 90
Bactéria A40 30 20 30 0 30
Bactéria A55 80 50 60 70 70
Bactéria A58 60 70 70 80 90
Bactéria A59 10 10 0 0 10
Bactéria A74 50 10 0 30 20
Bactéria A75 40 30 20 30 50
Bactéria B44 30 0 30 60 10
Bactéria B60 30 40 50 50 40
Bactéria B69 50 60 70 70 60
Bactéria B76 10 40 10 30 100
Bactéria B77 80 30 30 10 20
Controle 10 30 30 30 10

Tabela 32: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 17/07/2008
a 22/07/2008.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 17/07/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria A10 90 100 100 90 70
Bactéria A14B 80 90 80 90 80
Bactéria A15 80 70 80 70 60
Bactéria A21 80 100 90 80 100
Bactéria A50 100 30 80 80 90
Bactéria A59 50 90 80 80 70
Bactéria A74 40 40 30 50 40
Bactéria A75 90 70 100 70 90
Bactéria B60 80 70 90 90 60
Bactéria B69 80 80 70 60 60
Bactéria B77 70 60 40 70 60
Bactéria B81 90 100 100 80 80
Bactéria C2 100 100 60 90 100

Controle 90 80 100 90 60




Tabela 33: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 19/07/2008

a 24/07/2008.
Tomate Santa Cruz Kada Gigante 19/07/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria A01 70 90 80 90 60
Bactéria A14A 80 50 90 70 80
Bactéria A14B 60 80 60 50 70
Bactéria A15 60 70 60 60 50
Bactéria A17 80 80 90 80 60
Bactéria A20 70 50 50 80 90
Bactéria A21 60 80 90 90 90
Bactéria A40 60 50 40 80 80
Bactéria A58 40 70 60 60 60
Bactéria A74 30 30 20 20 40
Bactéria A75 90 70 100 90 90
Bactéria B44 70 90 70 40 60
Bactéria B60 80 70 90 70 80
Bactéria B69 90 70 80 80 50
Bactéria B74 40 50 30 40 40
Bactéria C2 80 90 90 70 50
Controle 90 70 100 70 70

Tabela 34: Andlise do Processo de Germinacdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 26/07/2008

a 31/07/2008.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 26/07/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%) Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria A09 100 100 100 70 100
Bactéria A14B 100 90 100 100 90
Bactéria A15 100 100 80 90 100
Bactéria A17 100 100 90 90 100
Bactéria A20 100 90 100 100 100
Bactéria A21 100 90 100 100 100
Bactéria A40 60 50 40 80 80
Bactéria A74 20 10 30 30 20
Bactéria A76 100 100 90 100 90
Bactéria B40 70 80 100 90 100
Bactéria B69 50 50 80 80 70
Bactéria B74 30 30 50 40 50
Bactéria B77 70 80 70 90 80
Bactéria C2 90 70 100 100 60
Controle 90 70 90 100 100




Tabela 35: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 28/07/2008

a 02/07/2008.
Tomate Santa Cruz Kada Gigante 28/07/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%) Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria A13 60 70 90 60 90
Bactéria A17 80 90 100 80 70
Bactéria A40 50 40 40 50 60
Bactéria A55 50 90 40 80 60
Bactéria A76 100 70 100 90 60
Bactéria B40 80 100 90 100 90
Bactéria B69 70 70 90 80 80
Bactéria B74 40 40 60 20 50
Bactéria B75 60 60 70 80 60
Bactéria B76 20 40 40 30 20
Bactéria B77 60 50 70 80 80
Bactéria B81 60 70 70 50 60
Bactéria Lcmss 80 90 80 90 90
Controle 90 80 90 90 80

Tabela 36: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 29/07/2008

a 03/08/2008.
Tomate Santa Cruz Kada Gigante 29/07/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%) Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria A07 60 60 90 60 100
Bactéria A10 80 70 60 70 40
Bactéria A15 50 80 80 70 90
Bactéria A16 60 70 60 80 60
Bactéria A55 70 90 70 50 0
Bactéria B40 80 70 80 90 80
Bactéria B75 50 60 60 70 80
Bactéria B76 40 50 40 30 40
Bactéria B81 50 50 60 60 50

Controle 80 40 80 50 90




Tabela 37: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 30/08/2008

a 04/09/2008.
Tomate Santa Cruz Kada Gigante 30/08/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)
Bactéria A07 100 100 90 90 90
Bactéria A13 80 90 80 100 80
Bactéria A76 70 70 80 80 90
Bactéria B40 70 100 80 90 90
Bactéria B74 50 50 40 30 40
Bactéria B75 80 80 60 80 70
Bactéria B76 100 90 80 90 100
Bactéria B62 50 80 90 90 100
Bactéria B81 70 70 80 50 60
Bactéria Lomss 80 90 80 100 70
Controle 100 100 100 50 70

Tabela 38: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 06/09/2008

a11/09/2008.
Tomate Santa Cruz Kada Gigante 06/09/2008
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticdo 5 (%)
Bactéria A07 90 80 100 100 90
Bactéria A58 70 40 90 70 60
Bactéria A76 80 100 80 90 80
Bactéria B40 90 70 80 90 100
Bactéria B61 80 90 90 70 90
Bactéria B74 60 60 50 40 40
Bactéria B75 70 80 90 60 60
Bactéria LcMss 100 90 70 100 100
Controle 60 80 100 90 70




Tabela 39: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 20/09/2008
a 25/09/2008.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 20/09/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria A50 60 90 100 30 100
Bactéria A75 80 100 100 100 90
Bactéria B75 90 50 50 70 70

Controle 90 100 40 30 40

Tabela 40: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 11/10/2008
a 16/10/2008.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 11/10/2008

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repetigdo 4 (%) Repeticéo 5 (%)

Bactéria B61 70 80 100 60 90
1° tratamento
Bactéria B61 100 100 80 100 60

2° tratamento

Controle 90 80 10 60 90




Tabela 41: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 17/01/2009

a 22/01/20009.
Tomate Santa Cruz Kada Gigante 17/01/2009
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A02 60 80 60 60 70
Bactéria A13 50 50 70 70 80
Bactéria A15 60 50 30 60 90
Bactéria A40 60 50 40 40 70
Bactéria A55 50 30 30 50 60
Bactéria Lcmss 60 80 70 60 80
Controle 40 40 10 50 40

Tabela 42: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 20/01/2009

a 25/01/2009.
Tomate Santa Cruz Kada Gigante 20/01/2009
Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%) Repetigdo 5 (%)
Bactéria A07 100 100 80 90 90
Bactéria A09 100 90 90 100 80
Bactéria A10 80 90 70 70 60
Bactéria A14A 90 90 100 80 90
Bactéria A16 90 90 90 90 80
Bactéria A17 100 100 90 90 90
Bactéria A20 90 80 60 100 90
Bactéria B44 100 100 80 90 100
Bactéria B62 70 100 100 90 90
Bactéria B76 100 80 80 80 80
Bactéria B77 100 100 100 90 100
Controle 100 90 100 80 90




Tabela 43: Andlise do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no periodo de 17/02/2009
a 22/02/20009.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 17/02/2009

Repeticdo 1 (%) Repeticdo 2 (%)  Repeticdo 3 (%) Repeticdo 4 (%)  Repetigdo 5 (%)

Bactéria A09 60 70 70 50 60
Bactéria A10 20 80 80 70 70
Bactéria A14B 30 70 30 70 80
Bactéria A50 60 90 70 60 80

Controle 80 50 90 70 80

Tabela 44: Média e Desvio Padrdo do Processo de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia, no testes
realizados no periodo de 26/11/2007 a 17/02/2009.

Bactéria Meédia Desvio Padréo
Bactéria A01 94,4 0,64
Bactéria A02 98 3,18
Bactéria AQ7 98,8 3,75
Bactéria A09 96,4 2,05
Bactéria A10 98 3,18
Bactéria A13 95,6 1,48
Bactéria A14A 98 3,18
Bactéria A14B 94 0,35
Bactéria A15 86 5,30
Bactéria A16 95,2 1,20
Bactéria A17 95,2 1,20
Bactéria A20 92,8 0,49
Bactéria A21 94,4 0,64
Bactéria A40 93,2 0,21
Bactéria A50 97,2 2,62
Bactéria A55 96 1,77
Bactéria A58 93,2 0,21
Bactéria A59 97,6 2,90
Bactéria A74 91,2 1,63
Bactéria A75 96,8 2,33
Bactéria A76 96 1,77
Bactéria B40 96,8 2,33
Bactéria B44 98 3,18
Bactéria B60 97,2 2,62
Bactéria B61 96 1,77
Bactéria B62 97,2 2,62
Bactéria B69 96,8 2,33
Bactéria B74 94 0,35
Bactéria B75 94 0,35
Bactéria B76 96,8 2,33
Bactéria B77 93,6 0,07
Bactéria B81 96 1,77
Bactéria C2 99,6 4,31
Bactéria LGMs6 96 1,77

Controle 93,5 0,00




Tabela 45: Média e Desvio Padrdo do Processo de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante, no testes
realizados no periodo de 06/02/2008 a 17/02/2009.

Bactéria Média Desvio Padréo
Bactéria A01 65,2 4,24
Bactéria A02 67,6 2,55
Bactéria AQ7 76,4 3,68
Bactéria A09 64 5,09
Bactéria A10 64,4 481
Bactéria A13 80 6,22
Bactéria A14A 78 481
Bactéria A14B 70,8 0,28
Bactéria A15 82 7,64
Bactéria A16 81,6 7,35
Bactéria A17 79,2 5,66
Bactéria A20 69,6 1,13
Bactéria A21 86 10,47
Bactéria A40 48,8 15,84
Bactéria A50 72,8 1,13
Bactéria A55 59,6 8,20
Bactéria A58 62,4 6,22
Bactéria A59 48,4 16,12
Bactéria A74 30,4 28,85
Bactéria A75 69,2 1,41
Bactéria A76 85,6 10,18
Bactéria B40 86,4 10,75
Bactéria B44 65,2 4,24
Bactéria B60 72,4 0,85
Bactéria B61 84 9,05
Bactéria B62 80,4 6,51
Bactéria B69 70 0,85
Bactéria B74 42,8 20,08
Bactéria B75 68,4 1,98
Bactéria B76 45,2 18,38
Bactéria B77 67,6 2,55
Bactéria B81 63,2 5,66
Bactéria C2 84 9,05
Bactéria Lemss 78,4 5,09

Controle 71,2 0,00




Tabela 46: Média e Desvio Padrdo do Processo de Germinagao que possuem efeito benéfico quando comparado
ao grupo controle em Tomate Cereja Samambaia.

Bactéria Média Desvio Padrao
Controle 93,5 0,00
Bactéria B77 93,6 0,07
Bactéria A14B 94 0,35
Bactéria B74 94 0,35
Bactéria B75 94 0,35
Bactéria A01 94,4 0,64
Bactéria A21 94,4 0,64
Bactéria A16 95,2 1,20
Bactéria A17 95,2 1,20
Bactéria A13 95,6 1,48
Bactéria A55 96 1,77
Bactéria A76 96 1,77
Bactéria B61 96 1,77
Bactéria B81 96 1,77
Bactéria LGM86 96 1,77
Bactéria A09 96,4 2,05
Bactéria A75 96,8 2,33
Bactéria B40 96,8 2,33
Bactéria B69 96,8 2,33
Bactéria B76 96,8 2,33
Bactéria A50 97,2 2,62
Bactéria B60 97,2 2,62
Bactéria B62 97,2 2,62
Bactéria A59 97,6 2,90
Bactéria A02 98 3,18
Bactéria A10 98 3,18
Bactéria A14A 98 3,18
Bactéria B44 98 3,18
Bactéria A07 98,8 3,75
Bactéria C2 99,6 4,31

Tabela 47: Média e Desvio Padrdo do Processo de Germinagdo que possuem efeito inibitério quando comparado
ao grupo controle em Tomate Cereja Samambaia.

Bactéria Média Desvio Padréo
Bactéria A15 86 5,30
Bactéria A74 91,2 1,63
Bactéria A20 92,8 0,49
Bactéria A40 93,2 0,21
Bactéria A58 93,2 0,21

Controle 93,5 0,00




Tabela 48: Média e Desvio Padrdo do Processo de Germinagao que possuem efeito benéfico quando comparado
ao grupo controle em Tomate Santa Cruz Kada Gigante.

Bactéria Média Desvio Padrao
Controle 71,2 0,00
Bactéria B60 72,4 0,85
Bactéria A50 72,8 1,13
Bactéria A07 76,4 3,68
Bactéria A14A 78 4,81
Bactéria Lemss 78,4 5,09
Bactéria A17 79,2 5,66
Bactéria A13 80 6,22
Bactéria B62 80,4 6,51
Bactéria A16 81,6 7,35
Bactéria A15 82 7,64
Bactéria B61 84 9,05
Bactéria C2 84 9,05
Bactéria A76 85,6 10,18
Bactéria A21 86 10,47
Bactéria B40 86,4 10,75

Tabela 49: Média e Desvio Padrdo do Processo de Germinagdo que possuem efeito inibitério quando comparado
ao grupo controle em Tomate Santa Cruz Kada Gigante.

Bactéria Média Desvio Padréo
Bactéria A74 30,4 28,85
Bactéria B74 42,8 20,08
Bactéria B76 45,2 18,38
Bactéria A59 48,4 16,12
Bactéria A40 48,8 15,84
Bactéria A55 59,6 8,20
Bactéria A58 62,4 6,22
Bactéria B81 63,2 5,66
Bactéria A09 64 5,09
Bactéria A10 64,4 481
Bactéria A01 65,2 4,24
Bactéria B44 65,2 4,24
Bactéria A02 67,6 2,55
Bactéria B77 67,6 2,55
Bactéria B75 68,4 1,98
Bactéria A75 69,2 1,41
Bactéria A20 69,6 1,13
Bactéria B69 70 0,85
Bactéria A14B 70,8 0,28

Controle 71,2 0,00




Tabela 50: Analise de Germinagdo em Tomate Cereja Samambaia (tratamento em casa de vegetagdo) no
periodo de 10/10/2009 a 30/10/2009.

Tomate Cereja Samambaia 30/10/2009

Repeticdo 1 Repeticdo 2 Repeticéo 3 Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3

(unidades) (unidades) (unidades) (unidades) (unidades) (unidades)
Bactéria AO7 13 12 16 10 12 12
Bactéria A13 12 13 14 10 12 08
Bactéria A15 11 08 10 10 11 10
Bacteria C2 13 16 13 16 15 12
Controle 13 14 12 14 12 12

Tabela 51: Altura Total (raiz e parte aérea) das Plantas de Tomate Cereja Samambaia. (tratamento em casa de
vegetacao)

Tomate Cereja Samambaia 05/11/2009

Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3 Repeticdo 4 Repeticéo 5
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Bactéria A07 16,5 22,5 18 16,5 16,0
Bactéria A13 14,5 16,5 14,0 16,0 155
Bactéria A15 155 12,0 16,0 115 155
Bactéria C2 22,5 20,0 23,0 22,0 23,0
Controle 23,0 19,0 19,0 19,0 155

Tabela 52: Altura da Raiz das Plantas de Tomate Cereja Samambaia. (tratamento em casa de vegetacao)

Tomate Cereja Samambaia 05/11/2009

Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3 Repeticdo 4 Repeticdo 5
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Bactéria A07 35 10,5 55 4,5 4,5
Bactéria A13 45 5,0 3,0 50 55
Bactéria A15 4,0 45 55 2,0 5,0
Bactéria C2 6,5 75 10,5 8,0 8,5
Controle 75 6,0 8,5 9,9 4,5

Tabela 53: Contagem do NUmero de Folhas em Tomate Cereja Samambaia. (tratamento em casa de vegetacao)

Tomate Cereja Samambaia 05/11/2009

Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3 Repeticdo 4 Repeticdo 5

(unidades) (unidades) (unidades) (unidades) (unidades)
Bactéria A07 14 18 12 10 10
Bactéria A13 11 10 11 09 12
Bactéria A15 08 09 09 08 10
Bactéria C2 18 18 16 15 12

Controle 16 13 13 15 15




Tabela 54: Amostragem do Peso Fresco em Tomate Cereja Samambaia. (tratamento em casa de vegetagao)

Tomate Cereja Samambaia 05/11/2009

Repeticdo 1 (gr) Repeticdo 2 (gr)  Repeticdo 3 (gr)  Repetigéo 4 (gr) Repeticéo 5(gr)

Bactéria A07 12 20 08 17 15
Bactéria A13 08 10 10 15 09
Bactéria A15 10 11 14 9,5 11
Bactéria C2 22 13 18 19 12

Controle 10 14 13 14 11

Tabela 55: Taxa de Germinacdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante (tratamento em casa de vegetacdo), no
periodo de 16/10/2009 a 05/11/2009.

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 05/11/2009

Repeticho 1 Repeticdo 2 Repeticéo 3 Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3

(unidades) (unidades) (unidades) (unidades) (unidades) (unidades)
Bactéria A74 08 07 08 07 07 10
Bactéria A76 08 10 10 07 09 09
Bactéria B61 09 09 09 09 11 08
Bactéria C2 09 11 12 12 10 12
Controle 10 08 08 11 11 09

Tabela 56: Altura Total (raiz e parte aérea) das Plantas Tomate Santa Cruz Kada Gigante. (tratamento em casa
de vegetacdo)

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 11/11/2009

Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3 Repeticdo 4 Repeticéo 5
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Bactéria A74 12,0 14,5 14,0 14,0 12,0
Bactéria A76 16,5 16,0 12,5 14,0 12,0
Bactéria B61 175 20,0 13,0 18,5 155
Bactéria C2 25,5 23,5 17,0 20,0 18,0
Controle 18,0 17,5 16,5 15,0 19,0

Tabela 57: Altura da Raiz das Plantas de Tomate Santa Cruz Kada Gigante. (tratamento em casa de vegetacao)

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 11/11/2009

Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3 Repeticdo 4 Repeticdo 5
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Bactéria A74 3,0 5,0 55 6,0 3,5
Bactéria A76 4.0 50 2,5 50 3,0
Bactéria B61 6,0 8,0 3,0 7,5 5,0
Bactéria C2 115 9,5 4,5 6,0 5,0

Controle 6,0 6,5 5,5 5,0 7,0




Tabela 58: Contagem do Numero de Folhas em Tomate Santa Cruz Kada Gigante. (tratamento em casa de
vegetacao)

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 11/11/2009

Repeticéo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3 Repeticdo 4 Repeticéo 5

(unidades) (unidades) (unidades) (unidades) (unidades)
Bactéria A74 13 07 07 10 08
Bactéria A76 12 09 07 07 10
Bactéria B61 12 11 09 11 15
Bactéria C2 28 14 12 11 13
Controle 11 11 10 13 12

Tabela 59: Amostragem do Peso Fresco em Tomate Santa Cruz Kada Gigante. (tratamento em casa de
vegetacao)

Tomate Santa Cruz Kada Gigante 11/11/2009

Repeticdo 1 (gr) Repeticdo 2 (gr)  Repeticdo 3 (gr)  Repetigéo 4 (gr) Repeticéo 5(gr)

Bactéria A74 10 09 11 08 10
Bactéria A76 08 10 11 15 09
Bactéria B61 12 12 14 09 11
Bactéria C2 19 14 18 19 12

Controle 10 14 12 13 11

Tabela 60: Média e Desvio Padrdo da Taxa de Germinacdo em Tomate Cereja Samambaia (cultivo com
substrato em bandeja de sementeira) (tratamento em casa de vegetacao)

Bactéria Média (unid) Desvio Padrao
Bactéria A07 12,5 2,19
Bactéria A13 11,5 2,16
Bactéria A15 10,0 1,09
Bactéria C2 14,16 1,72

Controle 12,83 0,98

Tabela 61: Média e Desvio Padrdo da Altura Total (raiz e parte aérea) das Plantas de Tomate Cereja
Samambaia. (tratamento em casa de vegetagao)

Bactéria Média Desvio Padrao
Bactéria A07 17,9 2,68
Bactéria A13 15,3 1,04
Bactéria A15 14,1 2,16

Bactéria C2 22,1 22,02

Controle 19,1 18,32




Tabela 62: Média e Desvio Padrdo da Altura da Raiz das Plantas de Tomate Cereja Samambaia. (tratamento em
casa de vegetagdo)

Bactéria Média Desvio Padrao
Bactéria A07 5,7 2,77
Bactéria A13 4,6 0,96
Bactéria A15 472 1,35

Bactéria C2 8,2 1,48
Controle 6,4 1,59

Tabela 63: Média e Desvio Padrdo da Contagem do NUmero de Folhas em Tomate Cereja Samambaia.
(tratamento em casa de vegetagao)

Bactéria Média Desvio Padrao
Bactéria A07 12,8 3,34
Bactéria A13 10,6 1,14
Bactéria A15 8,8 0,83

Bactéria C2 15,8 2,48
Controle 14,4 1,34

Tabela 64: Média e Desvio Padrdo da Amostragem do Peso Fresco em Tomate Cereja Samambaia. (tratamento
em casa de vegetacao)

Bactéria Média Desvio Padrao
Bactéria A07 14,4 4,61
Bactéria A13 10,4 2,70
Bactéria A15 11,1 1,74

Bactéria C2 16,8 4,20
Controle 12,4 1,81

Tabela 65: Média e Desvio Padrdo da Taxa de Germinagdo em Tomate Santa Cruz Kada Gigante (cultivo com
substrato em bandeja de sementeira) (tratamento em casa de vegetacao)

Bactéria Média (unid) Desvio Padrao
Bactéria A74 7,83 0,54
Bactéria A76 8,83 1,16
Bactéria B61 9,16 0,98

Bactéria C2 11,0 1,26

Controle 9,5 1,37




Tabela 66: Média e Desvio Padrdo da Altura Total (raiz e parte aérea) das Plantas de Tomate Santa Cruz Kada
Gigante (tratamento em casa de vegetacao)

Bactéria Média Desvio Padrao
Bactéria A74 13,3 1,20
Bactéria A76 14,2 2,01
Bactéria B61 16,9 2,72

Bactéria C2 20,8 3,61

Controle 17,2 1,52

Tabela 67: Média e Desvio Padrdo da Altura da Raiz das Plantas de Tomate Santa Cruz Kada Gigante
(tratamento em casa de vegetagao)

Bactéria Meédia Desvio Padrao
Bactéria A74 4,6 1,29
Bactéria A76 3,9 1,14
Bactéria B61 5,9 2,01
Bactéria C2 7.3 3,05

Controle 6,0 0,79

Tabela 68: Média e Desvio Padrdo da Contagem do Nimero de Folhas em Tomate Santa Cruz Kada Gigante
(tratamento em casa de vegetagao).

Bactéria Média Desvio Padrao
Bactéria A74 9,0 2,54
Bactéria A76 9,0 2,21
Bactéria B61 11,6 2,19

Bactéria C2 15,6 7,02

Controle 11,4 1,14

Tabela 69: Média e Desvio Padrdo da Amostragem do Peso Fresco em Tomate Santa Cruz Kada Gigante.
(tratamento em casa de vegetagao)

Bactéria Média Desvio Padrao
Bactéria A74 9,6 1,14
Bactéria A76 10,6 2,70
Bactéria B61 11,8 1,92

Bactéria C2 16,4 3,20

Controle 12,0 1,58
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