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RESUMO

LOBATO, LYVIA DE MORAES, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, outubro
de 2024. Avaliagdo das respostas nutricionais e parametros de
crescimento em plantas de alface (Lactuca sativa) inoculadas com um
consorcio de microrganismos. Orientador: Alessandro Coutinho Ramos, e
Co-orientadora: Amanda Azevedo Bertolazi.

Entre 2011 e 2022, a populagdo mundial aumentou em 1 bilhdo de pessoas,
segundo a Organizagdo das Nacdes Unidas (ONU). Esse crescimento
acelerado da populacdo mundial tem gerado uma série de desafios, entre 0s
guais se destaca a necessidade de garantir a seguranca alimentar para todos.
Esse aumento populacional exige uma produc¢éo agricola cada vez maior, o que
tem levado ao uso intensivo de fertilizantes quimicos para atender a demanda
crescente. Contudo, a utilizacdo desses fertilizantes tem sido associada a
diversos maleficios, como a degradacéo do solo, a contaminacéo de recursos
hidricos e impactos negativos na saude humana. Neste contexto, este trabalho
propde a utilizacdo de biofertilizantes como uma solucdo sustentavel para a
agricultura. Os biofertilizantes, compostos por organismos vivos que promovem
o crescimento das plantas, oferecem uma série de beneficios significativos para
a qualidade do solo, a fertilidade, a seguranca alimentar e a economia agricola.
O fungo Serendipita indica e a rizobactéria Herbaspirillum seropedicae foram
selecionados devido as suas propriedades bioestimulantes e interacdes
positivas com as plantas hospedeiras. No entanto, ainda ha uma lacuna de
conhecimento sobre os efeitos do consorcio desses dois microrganismos
guando utilizados em conjunto. O objetivo deste estudo é comparar os efeitos
do fungo S. indica e da rizobactéria H. seropedicae, tanto isoladamente quanto
em consorcio, nas respostas nutricionais e parametros de crescimento em
plantas de alface lisa (Lactuca sativa var. crispula). As mudas de alface foram
inoculadas com os microrganismos mencionados e cultivadas em casa de
vegetacao por 60 dias. Foram avaliados os parametros de crescimento como a
massa fresca e seca da parte aérea e das raizes e o teor de adgua. Além disso,
foram determinados os conteudos de macro e micronutrientes na parte aérea e
nas raizes das plantas. Em relacdo a compatibilidade, observou-se que a
bactéria H. seropedicae promoveu um estimulo significativo no crescimento
micelial de Serendipita indica. Os resultados indicaram que a utilizacdo do
consorcio microbiano proporcionou um aumento significativo no peso fresco e
seco da parte aérea e das raizes, e no teor de agua, assim como uma maior
taxa de colonizacdo microbiana e acumulo superior de nutrientes, seguido pela
inoculacao isolada de H. seropedicae e, posteriormente, pelo fungo S. indica
isolado, em comparacdo ao controle. Este estudo demonstra o potencial deste
consorcio de microrganismos para o desenvolvimento de estratégias eficazes e
ecologicamente sustentaveis para a promoc¢ao do crescimento de plantas de
interesse econémico.

Palavras-chave: Serendipita indica; Herbaspirillum seropedicae; agricultura
sustentavel; bioestimulante; promocéao do crescimento das plantas.



ABSTRACT

LOBATO, LYVIA DE MORAES, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, outubro
de 2024. Evaluation of nutritional responses and growth parameters in
lettuce plants (Lactuca sativa) inoculated with a mocroorganism
consortium. Advisor: Alessandro Coutinho Ramos, and Co-advisor: Amanda
Azevedo Bertolazi.

Between 2011 and 2022, the global population increased by 1 billion people,
according to the United Nations (UN). This rapid population growth has led to a
series of challenges, one of the most pressing being the need to ensure food
security for all. This population increase demands ever-higher agricultural
production, which has driven the intensive use of chemical fertilizers to meet the
growing demand. However, the use of these fertilizers has been associated with
various negative effects, such as soil degradation, water resource
contamination, and negative impacts on human health. In this context, this
study proposes the use of biofertilizers as a sustainable solution for agriculture.
Biofertilizers, composed of living organisms that promote plant growth, offer
significant benefits for soil quality, fertility, food security, and agricultural
economics. The fungus Serendipita indica and the rhizobacterium
Herbaspirillum seropedicae were selected due to their biostimulant properties
and positive interactions with host plants. However, there remains a knowledge
gap regarding the effects of these two microorganisms when used in
combination. The aim of this study is to compare the effects of the fungus S.
indica and the rhizobacterium H. seropedicae, both individually and in
consortium, on the nutritional responses and growth parameters of butterhead
lettuce plants (Lactuca sativa var. crispula). Lettuce seedlings were inoculated
with the mentioned microorganisms and cultivated in a greenhouse for 60 days.
Growth parameters, including shoot and root fresh and dry mass, as well as
water content, were evaluated. Additionally, the macro- and micronutrient
content in the shoot and roots of the plants was determined. Regarding
compatibility, it was observed that H. seropedicae significantly stimulated the
mycelial growth of Serendipita indica. The results indicated that the use of the
microbial consortium led to a significant increase in fresh and dry weight of the
shoot and roots, as well as in water content, along with a higher microbial
colonization rate and superior nutrient accumulation, followed by the isolated
inoculation of H. seropedicae and, subsequently, S. indica alone, compared to
the control. This study demonstrates the potential of this microbial consortium
for developing effective and ecologically sustainable strategies for promoting
the growth of economically important plants.

Keywords: Serendipita indica; Herbaspirillum seropedicae; sustainable
agriculture; biostimulant; plant growth promotion.
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1 INTRODUCAO
1.1 Seguranca Alimentar e o Mercado de Hortaligas

Seguranca alimentar € a condicdo em que todos os individuos tém
acesso a alimentos suficientes, seguros e nutritivos para satisfazer suas
necessidades alimentares. Esta condicdo é essencial para a saude publica e
para a estabilidade social e econdmica. A seguranca alimentar abrange o
controle de doencas transmitidas por alimentos, bem como o manuseio,
preparacdo e armazenamento adequados dos alimentos. Em conjunto, esses
aspectos asseguram a disponibilidade, o acesso, a utilizacéo e a estabilidade
dos alimentos (Walls et al., 2019).

Garantir a seguranca alimentar torna-se ainda mais desafiador com o
crescimento populacional. As projecdes mais recentes das Nacdes Unidas
apontam que a populacdo mundial deve alcancar 8,5 bilhdes de habitantes até
2030, aumentando para 9,7 bilhdes em 2050 (ONU, 2022). Este crescimento
populacional acentuado, juntamente com a crescente demanda por alimentos
saudaveis, requer um aumento significativo na producéo agricola para atender
as necessidades de uma populacdo em expansdo. Este desafio destaca a
urgéncia de aumentar a produtividade agricola e promover a sustentabilidade,
a fim de garantir a seguranca alimentar mundial (Pandit et al., 2022).

De acordo com Ahmed e Li (2023), a seguranca alimentar € uma
preocupacao que tem implicacdes para a saude publica, a agricultura e o meio
ambiente. Garantir a seguranca alimentar é essencial para proteger a saude e
0 bem-estar dos consumidores. No entanto, o uso de fertilizantes quimicos
pode resultar na presenca de residuos de pesticidas, aditivos e outros
contaminantes em produtos alimentares, representando riscos significativos
para a saude humana. Segundo Unnevehr (2022), a presenca dessas
substancias nocivas pode acarretar efeitos adversos a saude, incluindo
toxicidade e o desenvolvimento de doencas. A relevancia da seguranca
alimentar transcende as preocupac6ées individuais com a saude, abrangendo
implicagBes econdémicas e sociais mais amplas. Nos sistemas alimentares de
paises em desenvolvimento, a importancia da seguranca alimentar torna-se
ainda mais evidente a medida que os paises transitam de métodos tradicionais

de producdao alimentar para abordagens modernas.
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Dada a importancia da seguranca alimentar para a saude publica e o
desenvolvimento econfmico, essa questdo estd estreitamente vinculada
aos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) delineados na Agenda
2030 para o Desenvolvimento Sustentavel das Na¢des Unidas. O ODS 2, em
particular, visa “acabar com a fome, alcangar a seguranga alimentar, melhorar
a nutricdo e promover a agricultura sustentavel”. Este objetivo destaca a
importancia de garantir 0 acesso a alimentos seguros, nutritivos e em
quantidade suficiente para todos os individuos (Perez-Escamilla, 2017).
Alcancar a segurancga alimentar é fundamental ndo apenas para erradicar a
fome, mas também para promover praticas agricolas sustentaveis que
sustentem a produgcdo de alimentos e a nutricAo a longo prazo (Nguyen-
Viet et al., 2021).

Neste contexto, a producdo de hortalicas no Brasil desempenha um
papel importante na seguranca alimentar e na nutricdo. O Brasil € um dos
principais produtores e consumidores de hortalicas no mundo, com as regides
Sudeste e Sul se destacando na producao, especialmente nos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parana. Em relacdo ao consumo, o
brasileiro tem aumentado a demanda por hortalicas devido aos beneficios
para a saude e a busca por uma alimentacdo mais equilibrada. Em resposta a
essa tendéncia, a producdo tem se adaptado para atender as necessidades
do mercado interno (Feil et al., 2020; Dorce et al., 2021). Essa importancia
econdmica € evidenciada pelo volume financeiro movimentado anualmente,
estimado em cerca de R$ 25 bilhdes, ocupando uma vasta area territorial de
aproximadamente 34 milh6es de hectares em todo o pais, desde as
regides do Norte até o Sul (Wendt, 2023). A Tabela 1 ilustra a producéo de
hortalicas no Brasil, destacando o valor da producdo, a area cultivada e a

producéo das principais hortalicas do pais (CNA, 2021).

Tabela 1. Valor da producdo, area e producdo das principais hortalicas
produzidas no Brasil.

Valor de

Hortalicas Producio (R$) Area (Mil ha) Producéo (Mil Toneladas)
. 18.205,1 (PA 21%, PR 19%, SP
Mandioca 10.887.676 1.234,5 12%, MG 5%, AM 4%)
3.378,9 (GO 29,3%, SP 21,4%, MG
Tomate 6.043.302 52,1 11%, BA 6,1%)
0, 0,
Batata-inglesa 5.483.311 117,3 3.767,6 (MG 32,6%, PR 17,6%, RS

12,3%, SC 8,1%)
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1.494,5 (SC 28%, BA 21,9%, PE

Cebola 2.551.766 47,5 10.8%, MG 9,1%)
Alface 1.761.064 20,1 7035 %%‘Zygsp z 61(;;)4%* MG
Alho 1.010.317 19,2 162,9 (Mﬁsiﬁf’gfﬁ)%‘ﬁ%* RS
Batata-doce 1.001.537 15,8 O L oot PR oavy e
Cenoura 477.589 17,8 814,7 (Mg 1%/20’, 1;& :'go/});"s%’ SP
Outros* 4630.465 6.7 3.972,3 (SP 25,2%, MG 11,8%, ES

9,7%, PR 6%)
Total 34.437.711 1.628 33.111

Fontes: Producéo Agricola Municipal, 2020 - IBGE; Producdo: Alface, cenoura e outros (Censo
Agropecuario, 2017 - IBGE); Area: Alface e cenoura (CNA, 2016); Valor da Producéo: Alface e
cenoura (Censo Agropecuario - IBGE, corrigido pelo 1G-DI, FGV); Valor da Producéo: Outros
(Censo Agropecudrio, 2017 - IBGE e Producao Agricola Municipal, 2020 - IBGE). Elaboracéo:
Diretoria Técnica, CNA.

Os dados refletem a diversidade e a capacidade produtiva do Brasil em
relacdo as hortalicas. A alface (Lactuca sativa) € uma hortalica de grande
importancia econdmica e nutricional, e apesar de ocupar uma area menor em
comparacao com outras culturas como mandioca e batata-inglesa, a alface
possui um valor de producéo significativo (CNA, 2021). Este valor de producao
reflete a alta demanda por alface no mercado brasileiro, especialmente devido
a crescente conscientizacdo sobre alimentacdo saudavel e dietas ricas em
vegetais (Zuffo et al., 2020).

A producédo de hortalicas no estado do Espirito Santo desempenha um
papel significativo na economia local. O municipio de Vargem Alta, por
exemplo, destaca-se como um polo produtor, movimentando cerca de R$ 16
milhdes por ano com a participacdo de aproximadamente mil produtores. Um
dos principais atrativos dessa atividade agricola é a possibilidade de cultivar
alface e outras hortalicas durante todo o ano, independentemente das
estacbes, 0 que favorece tanto a oferta continua quanto a adaptacdo as

demandas do mercado (Agazeta, 2022).

1.2 Caracteristicas Morfologicas e Nutricionais da Alface

Conforme Pinto et al. (2015), as caracteristicas morfolégicas e
nutricionais constituem aspectos fundamentais da alface (Lactuca sativa),
afetando diretamente sua qualidade, aceitagcdo pelos consumidores e valor

global. A ampla variedade de atributos morfolégicos da alface, como formato,



16

tamanho, cor, textura e estrutura das folhas, é determinante para seu apelo
visual e versatilidade culinéria.

Essa diversidade morfolégica é refletida na classificacdo dos cultivares
de alface, que sao organizados em grupos distintos com base em suas
caracteristicas fisicas. As cultivares de alface apresentam variacbes no
tamanho das folhas, formacdo da cabeca e hébitos de crescimento,
contribuindo para a diversidade de variedades de alface disponiveis para
cultivo (Miceli et al., 2019). Existem diversos tipos de cultivares de alface,
incluindo alface manteiga, alface americana, alface de folha solta, alface de
sementes oleaginosas, alface romana e alface de talo (Zhang et al., 2017).

Para que essas diversas variedades de alface mantenham suas
caracteristicas morfologicas e nutricionais ideais, é fundamental fornecer os
nutrientes necessarios para seu crescimento e desenvolvimento. A alface,
sendo um vegetal folhoso, necessita de nutrientes especificos para prosperar
e fornecer um valor nutricional ideal aos consumidores. O nitrogénio € um
nutriente vegetal essencial e um fator determinante para o crescimento e
desenvolvimento das plantas cultivadas. Este € o nutriente fertilizante mais
importante para a producdo de alface, influenciando significativamente o
crescimento vegetativo, a produtividade das folhas e sementes, bem como o
teor de fibras e proteinas na planta. O fésforo desempenha um papel
fundamental na divisao celular, na formacéo de sementes e na maturacao das
culturas, além de melhorar a qualidade das sementes. O potassio, por sua
vez, aumenta a capacidade de retencdo de agua dos tecidos vegetais, a
suculéncia dos vegetais e contribui para a manutencéo das boas condi¢des da
alface por um periodo mais prolongado. O boro € essencial para o
crescimento de novas células, sendo um elemento-chave no desenvolvimento
da planta (Shahinul et al., 2020; Tanaka et al., 1984; Katyal; Randhawa, 1983).

Além dos nutrientes, os fatores ambientais como a luz também
desempenham um papel crucial nas variagbes fenotipicas observadas nos
cultivares de alface. Os cultivares dentro de uma mesma categoria também
podem exibir varia¢des fenotipicas significativas, como a diversidade de cor. A
maioria dos cultivares de alface apresenta folhas verdes, embora alguns
possam ter folhas vermelhas. A coloracdo vermelha resulta do acumulo de

flavonoides, que ndo apenas beneficiam a aptiddo das plantas, mas também
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melhoram o valor nutricional para os consumidores (Zhang et al., 2017). A
qgualidade da luz pode influenciar os niveis de fitoquimicos na alface, como
carotenoides, clorofilas, tocoferéis e compostos fendlicos. Esses componentes
sdo essenciais e contribuem significativamente para o valor nutricional da
alface (Baslam et al., 2013).

O perfil nutricional da alface € enriquecido por substancias
biologicamente ativas, como acido ascorbico, compostos fendlicos, vitaminas A
e K, folatos e carotenoides, todas essenciais para a satde humana (Kurubas et
al., 2019). Os multiplos fatores que afetam o crescimento e a nutricdo da alface
sdo influenciados por diversas praticas ambientais e de manejo agricola. A
gualidade nutricional da alface, abrangendo o seu conteido mineral e o0s
niveis de nitratos, pode ser substancialmente alterada por elementos como as
propriedades do solo, a intensidade e duracdo da exposicdo a luz, a
temperatura, a época do cultivo, as praticas culturais adotadas e a aplicacéao
de fertilizantes (Mou, 2009; Pinto et al., 2015). Além disso, a presenca de
micronutrientes especificos, como o selénio, pode ter efeitos variados no
crescimento e na saude das plantas. O selénio em doses baixas pode atuar
como antioxidante e promover o crescimento das plantas, enquanto em niveis
mais elevados pode diminuir a produtividade, pois o0 acumulo de selénio no
germoplasma da alface pode impactar as atividades das enzimas
antioxidantes e posteriormente afetar o crescimento das plantas (Ramos
et al., 2010).

O cultivo intensivo do solo, aliado as mudancgas climaticas, exerce
efeitos deletérios sobre a qualidade dos solos. Esses fatores resultam em
estresse hidrico, que pode diminuir a biomassa aérea da alface, retardar o
crescimento da extremidade radicular e reduzir a abundancia de grupos
microbianos no solo, prejudicando, assim, o desenvolvimento da alface (Hefner
et al., 2024). A aplicacdo excessiva de fertilizantes nitrogenados pode resultar
em concentracfes elevadas de nitratos na alface, especialmente nas partes
comestiveis. Este fendmeno, associado a poluicdo ambiental, pode
comprometer a qualidade das plantas, acarretando efeitos negativos tanto para

a saude humana quanto para o meio ambiente (Liu et al., 2014).



18

1.3 Agricultura Sustentéavel e Biofertilizantes

Diante dos desafios crescentes relacionados a seguranca alimentar e a
conservacao ambiental, a agricultura sustentavel emerge como uma solucao
essencial. Diversos estudos destacam a relevancia das praticas agricolas
sustentaveis na mitigacdo de problemas como as mudancas climaticas, a
gestdo hidrica e a viabilidade econémica (Crowder; Reganold, 2015).
Adicionalmente, os resultados advindos da agricultura sustentavel incluem o
aumento da produtividade, a reducdo do uso de pesticidas e a melhoria dos
balancos de carbono (Pretty, 2008). Para promover o aumento da
produtividade agricola, é essencial priorizar a gestdo sustentavel e o uso
eficiente dos recursos hidricos e energéticos, visando alcangar um
crescimento econdémico sustentavel e garantir os meios de subsisténcia
(Nhemachena et al., 2020).

Uma das abordagens mais promissoras dentro do paradigma da
agricultura sustentavel é a agricultura regenerativa. A agricultura regenerativa
€ uma abordagem a agricultura que se centra na restauracao e aprimoramento
da saude dos ecossistemas, promovendo a biodiversidade, melhorando a
gualidade do solo e aumentando o sequestro de carbono (Khangura et
al., 2023). Ao enfatizar praticas como o plantio direto, culturas de cobertura,
rotacdo de culturas, sistemas agroflorestais e 0 uso de insumos organicos, a
agricultura regenerativa busca revitalizar a saude do solo e promover funcées
naturais, tais como a filtragem da agua, a criacdo de habitats e a seguranca
alimentar (Rehberger et al., 2023).

Complementando essas praticas, os biofertilizantes desempenham um
papel fundamental na agricultura sustentavel, oferecendo uma alternativa
ecoldgica aos fertilizantes quimicos, além de melhorar a qualidade do solo e a
produtividade das culturas. Esses biofertilizantes contém microrganismos
benéficos, como rizobactérias promotoras de crescimento de plantas e fungos
micorrizicos, que estdo se tornando cada vez mais importantes nas praticas
agricolas modernas (Nosheen; Ajaml; Song, 2021). Eles desempenham um
papel essencial na melhoria da disponibilidade de nutrientes para as plantas,
aprimorando a estrutura do solo e promovendo o crescimento das plantas
(Zahid et al.,, 2015), além de reduzirem a dependéncia de fertilizantes
sintéticos (Mehata et al., 2023).
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O uso de consorcios microbianos em biofertilizantes ndo apenas reduz a
necessidade de fertilizantes quimicos, mas também eleva a atividade
microbiolégica do solo, contribuindo para a saude geral do solo (Janardhan et
al., 2022). A aplicagdo de consorcios de microrganismos na agricultura
oferece varias vantagens em relagdo ao uso de cepas Unicas. Um beneficio
significativo é a divisdo do trabalho entre diferentes estirpes dentro de um
consoércio, permitindo que uma gama mais ampla de funcdes seja
desempenhada simultaneamente. Esses consorcios podem incluir cepas com
0 mesmo modo de acdo, mas que sao tolerantes a diversas condi¢des
ambientais ou gendtipos de plantas, aumentando assim sua adaptabilidade e
eficacia (Compamt et al., 2019).

Essa diversidade presente nos consorcios permite a execucao eficiente
de multiplas tarefas complexas. Além disso, 0s consorcios microbianos
demonstram uma maior robustez frente a perturbacbes e flutuacbes
ambientais, devido ao equilibrio dinamico nas interacbes entre as células,
resultando em maior adaptabilidade e estabilidade (Jia et al., 2016). As
interacOes dentro dos consorcios podem gerar efeitos sinérgicos, em que a
atuacao conjunta de multiplas cepas resulta em um desempenho superior em
comparacao ao uso de cepas isoladas. Essa sinergia pode se manifestar de
diversas formas, como o aumento na formacao de biofilmes, maior resisténcia
a agentes antimicrobianos e aprimoramento das atividades metabdlicas
(Burmolle et al., 2006). Ademais, 0s consorcios de microrganismos podem
oferecer uma gama mais ampla de funcBes e capacidades em comparacéao
com cepas Unicas, especialmente em ambientes complexos como a rizosfera.
A criacdo de consorcios microbianos funcionalmente diversificados pode
aumentar o fornecimento de fun¢des essenciais, contribuindo para a melhoria
da saude das plantas e a supressao de doencas (Hu et al., 2016).

A Figura 1 demonstra como fatores ambientais, manejo agricola e
aplicacdo microbiana interagem para influenciar a diversidade, funcionalidade
e colonizacdo do microbioma vegetal, fornecendo subsidios para o
desenvolvimento de estratégias que visem modular o microbioma de forma

direcionada.
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Figura 1. Consorcio microbiano atuando no microbioma vegetal (Compant et al., 2019).

1.4 Fungo Serendipita indica

Dentro do contexto da agricultura sustentavel, a utilizacdo de
microrganismos especificos tem se destacado pelo seu potencial em promover
0 crescimento das plantas e melhorar a saiude do solo. Serendipita indica,
anteriormente conhecido como Piriformospora indica, € um fungo endofitico de
raiz pertencente a familia Serendipitaceae e é benéfico para as plantas. Este
fungo tem sido amplamente estudado por seu potencial como microrganismo
promotor do crescimento de plantas, devido a sua capacidade de colonizar
uma vasta gama de espécies vegetais, conferindo beneficios como
crescimento aprimorado e maior resisténcia (Sharma et al., 2021; Latz et al.,
2018).

A investigacdo de Dias et al., (2020), demonstrou que as condi¢des
de crescimento do Serendipita indica durante sua fase de vida livre podem
influenciar a sua efichcia como microrganismo promotor do crescimento de
plantas, sendo que a disponibilidade de carbono desempenha um papel crucial
na regulacdo de seus fendtipos. Além disso, Pérez-Alonso et al., (2020),
relataram que a relagdo simbidtica entre plantas e Serendipita indica tem

atraido consideravel interesse, com este fungo sendo desenvolvido como um
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sistema modelo para o estudo de interacdes benéficas entre plantas e fungos.

Conforme relatado por Youssef et al. (2020), a versatlidade do
Serendipita indica vai além da promocédo do crescimento vegetal, abrangendo
também a mitigagdo de riscos associados a poluentes ambientais e
micotoxinas, evidenciando seu potencial em diversas aplicacdes agricolas e
ambientais. Essas capacidades multifuncionais destacam a importancia de
continuar explorando e integrando o Serendipita indica nas praticas agricolas

sustentaveis.

1.5 Rizobactéria Herbaspirillum seropedicae
Assim como Serendipita indica, Herbaspirillum seropedicae € outro
microrganismo de grande interesse para a agricultura sustentavel.
Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria endofitica diazotrofica reconhecida
por sua capacidade de colonizar os espacos intercelulares de diversas
gramineas de relevancia econdbmica, como arroz, trigo, cana-de-acucar e
milho (Pankievicz et al., 2016; Rosconi et al., 2013). Essa bactéria tem sido
amplamente estudada por seu papel na promocdo do crescimento das
plantas, aumentando a produtividade e melhorando a fixacdo de
nitrogénio em associacdo com espécies vegetais (Pankievicz et al., 2016;
Aquino et al., 2015; Breidenbach; Pump; Dumont, 2016).
Foi descoberto que Herbaspirillum seropedicae produz sideréforos como

as serobactinas, que desempenham um papel essencial na aquisicéo de ferro e
nas interacdes planta-microrganismo (Rosconi et al., 2013; Kem; Butler, 2015).
A capacidade dessa bactéria de facilitar a absorcao de nutrientes e promover a
saude das plantas destaca sua importancia nas praticas agricolas modernas. A
pesquisa de Santos, Desoignies e Rigobelo (2022), revelaram que
Herbaspirilum seropedicae pode influenciar positivamente o contetdo
nutricional das plantas. Estudos indicam aumentos significativos nos niveis de
nutrientes da parte aérea, incluindo nitrogénio, fésforo, potassio, calcio,
magnésio e enxofre, apés a inoculacdo com essa bactéria. Além disso, Da
Silva Lima et al., (2014) verificaram que a bactéria altera os perfis de exsudatos
radiculares, resultando em maior colonizacéo das raizes, crescimento vegetal e
aumento do rendimento de graos.

Considerando a potencial interacdo entre Serendipita indica e
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Herbaspirilum seropedicae, € fundamental reconhecer a complexidade das
associacbes entre planta e microrganismo. Diversos estudos tém
demonstrado que ambos os microrganismos influenciam o metabolismo, o
crescimento e a absorcdo de nutrientes das plantas, sugerindo que sua
presencga conjunta pode ter um impacto sinérgico na saude e produtividade
das plantas. No entanto, ainda n&o foram encontrados estudos que

investiguem a interacdo dos dois em conjunto.

1.6 Efeitos Fisiol6gicos e Nutricionais da Inoculagdo de Plantas com
Microrganismos Promotores do Crescimento

A inoculagdo de plantas com microrganismos benéficos, como fungos
micorrizicos arbusculares e rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas, pode melhorar significativamente o crescimento vegetal e a absorcgéo
de nutrientes. Esses microrganismos facilitam a solubilizacdo de nutrientes
como fosfatos, aumentam a producdo de fitohormdnios e melhoram a
eficiéncia na absorcdo de nutrientes, resultando em notaveis aumentos na
producdo de biomassa e no rendimento de grdos em culturas
agricolas (Fernandes et al., 2021; Roesti et al., 2006). Vergara et al., (2018)
observaram melhoria direta na absorcdo de nutrientes pelas plantas, bem
como a protecao contra estresses abioticos, contribuindo significativamente
para os efeitos promotores de crescimento desses microrganismos.

Dando continuidade a investigacdo sobre os beneficios da inoculacao
com microrganismos benéficos, Chamkhi et al.,, (2023) investigaram 0 uso
de um consércio de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas para
melhorar o desenvolvimento da fava e mitigar o estresse por deficiéncia de
fésforo. O estudo demonstrou que a inoculagédo das plantas de feijdo-fava com
0 consorcio resultou em melhores parametros de crescimento, maior
biomassa das raizes e da parte aérea, além de aprimoramentos em critérios
fisiolégicos, como o teor de clorofila e a absorcao de fosforo em condi¢cdes de
baixa disponibilidade desse nutriente.

A exploragdo do potencial de microrganismos promotores de
crescimento continua em diversos contextos agricolas. Flores-Duarte et al.,
(2022) investigaram o aumento do crescimento e adaptacdo de leguminosas a

solos estuarinos degradados utilizando a bactéria Pseudomonas sp. como
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endofitos de nddulos. O estudo demonstra que as plantas inoculadas com o
consorcio de cepas apresentaram maior eficiéncia no fotossistema II, 6tima
assimilacdo de carbono e agua, melhor utilizacdo de energia pelo aparato
fotoquimico e um aumento significativo no contetddo total de clorofila. A
crescente evidéncia dos beneficios de consorcios microbianos em varias
condicdes agricolas é reforcada por uma meta-andlise realizada por Liu, Mei e
Salles (2023). Este estudo compara o desempenho de inocula¢ces de espécie
Unica e de consorcios no crescimento das plantas e na remediagdo da poluicao.
Os resultados revelam que as inoculacfes de consoércios superam as de cepas
Unicas tanto no aumento do crescimento das plantas quanto na eficiéncia da
remediacdo, indicando beneficios fisiologicos significativos associados a
inoculacao de consorcios.

Esses beneficios sdo ainda mais evidentes quando se considera a
aplicacdo pratica dos consorcios microbianos em condicbes de estresse
ambiental. Saleem et al. (2021) investigaram os efeitos de bactérias
promotoras de crescimento de plantas, tanto individualmente quanto em
consorcios, nos mecanismos fisiolégicos e enzimaticos que conferem
tolerancia a seca no milho. O estudo destaca que 0s consoércios microbianos
regulam a absorcéo de agua, o desempenho fotossintético e os metabdlitos de
estresse para minimizar os danos induzidos pela seca, evidenciando o0s
beneficios fisiologicos proporcionados pela inoculacdo em consorcios. Esses
estudos sobre os consoércios microbianos ressaltam a importancia de praticas
agricolas que ndo s6 aumentam a resiliéncia das plantas a condicbes de
estresse, mas também melhoram o desempenho fisioldgico e a produtividade.

Além dos beneficios em termos de tolerancia ao estresse, a inoculacao
microbiana também pode contribuir para melhorar a qualidade nutricional das
culturas. Nesse contexto, a biofortificacdo de plantas emerge como uma
estratégia complementar e fundamental para combater a desnutricdo global e
melhorar a satde humana, ao aumentar o contetudo de nutrientes das culturas
alimentares basicas. O objetivo da biofortificacdo € elevar as concentracdes
biodisponiveis de vitaminas e minerais essenciais nas plantas, combatendo
deficiéncias nutricionais e promovendo uma melhor nutricdo (Jha;
Warkentin, 2020).

A biofortificacdo tem grande importancia em contextos agricolas e de
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saude publica, com um foco especial na biofortificacdo de leguminosas,
sublinhando a necessidade crescente de aprimorar o perfil nutricional dessas
culturas através de estratégias especificas de biofortificagdo (Jha; Warkentin,
2020). Roriz et al. (2020) analisaram o papel das bactérias promotoras do
crescimento vegetal na biofortificacdo de culturas importantes, incluindo
leguminosas. O estudo destaca as bactérias promotoras do crescimento
vegetal como uma abordagem promissora para melhorar a qualidade
nutricional das culturas, enfatizando a relevancia das interagdes microbianas
na agricultura sustentavel. Upadhayay, Singh e Khan (2022) investigaram a
interacdo entre bactérias e plantas solubilizadoras de zinco, com énfase na
biofortificacdo de zinco mediada por bactérias. O estudo destaca os papéis
fundamentais da microbiota endofitica no desenvolvimento, na aptiddo e na
diversificacdo das plantas, enfatizando o potencial das bactérias promotoras
do crescimento vegetal na promocdo do crescimento vegetal e na

biofortificacao.

1.7 Potencial dos Biofertilizantes na Reducdao de Fertilizantes Quimicos

Além da biofortificacdo, os microrganismos benéficos também
desempenham um papel crucial na reducdo da dependéncia de fertilizantes
guimicos tradicionais. Para comparar a eficacia dos consorcios de
microrganismos com a dos fertilizantes quimicos tradicionais, estudos como o
de McCarty e Ledesma-Amaro (2019) ressaltam as vantagens dos consorcios
microbianos sobre as monoculturas, incluindo a divisdo do trabalho, a
organizacdo espacial e a robustez as perturbacdes. Isso sugere que 0S
consaorcios microbianos podem proporcionar beneficios exclusivos em relagéo
aos fertilizantes quimicos tradicionais, especialmente no aumento do
crescimento das plantas e na absor¢cao de nutrientes.

Ademais, Santoyo et al. (2021) discutem os beneficios dos consorcios
microbianos na estimulacdo do crescimento das plantas, enfatizando que a
interacdo entre multiplos microrganismos pode gerar resultados aditivos ou
sinérgicos. Isso sugere que 0s consoOrcios microbianos tém o potencial de
superar os fertilizantes quimicos tradicionais na promocao do crescimento das
plantas e na melhoria da qualidade das culturas. Continuando nessa linha de

pesquisa, Yadav et al. (2022) demonstraram que um consércio microbiano
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composto por Bacillus sp. e fungos micorrizicos arbusculares supera os
fertilizantes quimicos no aumento da absorgdo de nutrientes e no rendimento
do trigo. Este estudo sugere que 0s consorcios microbianos podem ser mais
eficazes do que os fertilizantes quimicos tradicionais na promocao do
crescimento das plantas e na melhoria da fertilidade do solo. O uso de
biofertilizantes que contém um consorcio de microrganismos oferece
vantagens ambientais e econdmicas significativas.

Esses biofertilizantes, enriquecidos com microrganismos benéficos,
representam uma solucdo sustentavel para aumentar a fertilidade do solo e a
produtividade das culturas. Além disso, eles reduzem a dependéncia de
fertilizantes quimicos, proporcionando beneficios tanto para o meio ambiente
guanto para a economia (Rokhmah et al., 2023). Os biofertilizantes, ao
diminuirem a necessidade de fertilizantes artificiais, promovem a
sustentabilidade ambiental ao mitigar os efeitos adversos ligados aos insumos
guimicos, como a degradacéo do solo e a contaminagcdo da agua (Hapsoh et
al., 2024).

Além dos beneficios ambientais, os biofertilizantes oferecem vantagens
econdmicas notaveis, destacadas pela capacidade de aumentar a
produtividade e a consisténcia no rendimento das culturas. Isso resulta em
maior lucratividade para os agricultores e na reducdo dos custos relacionados
as praticas agricolas tradicionais (Zambrano-Mendoza et al., 2021).
Adicionalmente, o emprego de biofertilizantes pode resultar em beneficios
econdmicos de longo prazo, ao elevar a fertilidade do solo, diminuir a
demanda por insumos custosos e fomentar praticas agricolas sustentaveis que
fortalecem a produtividade a longo prazo (Mosa et al., 2016).

Segundo Nai e Meyer (2018), A aplicacdo em grande escala de
biofertilizantes contendo um consorcio de microrganismos demanda um
planejamento estratégico cuidadoso e estratégias de implementacdo eficazes
para otimizar seus beneficios na agricultura. Uma possivel abordagem seria
aproveitar os avancos tecnoldgicos para agilizar a transicdo paradigmatica na
microbiologia rumo a estudos sistematicos de cultivo conjunto em grande
escala envolvendo diversos microrganismos. Aproveitando esses avancos,
Ben Said e Or (2017), sugerem desenvolver e conduzir estudos que

investiguem as interacbes e sinergias entre 0s diversos microrganismos
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presentes no consorcio, melhorando sua eficacia na melhoria da fertilidade do
solo e no estimulo ao crescimento das plantas. Além disso, a ideia de ecologia
microbiana sintética, ressalta o potencial de manipulacdo de habitats para
consoércios microbianos modulares, o que facilita o design de processos
biolégicos escalaveis para aplicacdo em larga escala.

A aplicagdo de Dbiofertilizantes contendo um consorcio de
microrganismos tem importantes implicacbes praticas para a agricultura
sustentavel e a preservacdo ambiental. Ao explorar as sinergias entre 0s
microrganismos do consorcio, os biofertilizantes tém o potencial de elevar a
fertilidade do solo, aumentar a disponibilidade de nutrientes e estimular o
crescimento das plantas de maneira abrangente e eficaz (Aasfar et al., 2021).
Uma aplicacdo pratica da utilizacdo de consorcios de microrganismos em
biofertilizantes reside na capacidade de aprimorar a nutricdo das culturas e a
consisténcia do rendimento, por meio da producdo de substancias
biologicamente ativas e do estimulo a microrganismos benéficos na regido da
rizosfera (Mahanty et al., 2017).

Ao garantir que 0s microrganismos no biofertilizante alcancam e
colonizam a zona da rizosfera da planta, os produtores podem estabelecer
uma simbiose que intensifica a absorcdo de nutrientes, aprimora a
composicdo do solo e impulsiona o desenvolvimento e a eficiéncia produtiva
das plantas (Ye et al.,, 2020). Essa relacdo entre plantas e microrganismos
desempenha um papel importante na otimizacdo dos beneficios dos
biofertilizantes na agricultura sustentavel. Outro aspecto pratico da aplicacdo
de consorcios de microrganismos em biofertilizantes é sua capacidade de
elevar a fertilidade do solo e a exceléncia das colheitas, enquanto minimiza o
impacto ambiental das praticas agricolas usuais (Smirnova et al., 2023).

No Brasil, a producdo de inoculantes microbianos, especialmente
aqueles que utilizam bactérias promotoras de crescimento de plantas, tem
mostrado um crescimento expressivo nos Ultimos anos. Analises recentes sobre
patentes nesse setor indicam um aumento significativo no interesse por
formulagbes derivadas de microrganismos, que apresentam aplicacoes
promissoras em biofertilizacdo e controle biolégico de doencas. Esse avanco
reflete a crescente demanda por praticas agricolas sustentaveis e pela

necessidade de alternativas que diminuam a dependéncia de fertilizantes
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guimicos, cujo uso excessivo é associado a impactos ambientais negativos.
Esses fatores, aliados a um mercado global em expansédo para produtos de
origem biolégica, tém impulsionado o investimento e o desenvolvimento
tecnoldgico na érea de inoculantes microbianos (Oliveira et al., 2022).

Segundo a Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de
Inoculantes (ANPII, 2024), o mercado brasileiro de inoculantes cresceu
significativamente, com vendas que aumentaram de 20,2 milhdes de doses em
2009 para 141,1 milhdes em 2023, um crescimento de cerca de 598%. Em
2023, foram comercializados 14 milhdes de litros ou quilos de inoculantes,
gerando um faturamento de R$ 441,8 milhdes. Esse expressivo avanco reflete a
expansao e relevancia do setor de inoculantes no Brasil, consolidando-se como
uma oportunidade estratégica de investimento para empresas publicas e

privadas, tanto nacionais quanto internacionais.
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2 OBJETIVO GERAL
Comparar os efeitos do fungo Serendipita indica e da rizobactéria
Herbaspirilum seropedicae, tanto isoladamente quanto em consorcio, nas

respostas nutricionais e parametros de crescimento em plantas de alface lisa.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relatar as possiveis variagdes nos parametros de crescimento das
plantas de alface, tais como matéria fresca e seca das raizes e da parte aérea,
bem como o conteddo de agua, quando inoculadas com o fungo Serendipita
indica e a bactéria Herbaspirillum seropedicae, tanto isoladamente quanto em
consorcio.

Analisar microscopicamente a quantificacdo da colonizac&o radicular
e calcular a efetividade da colonizacdo nas raizes das plantas de alface
inoculadas com o fungo Serendipita indica e a bactéria Herbaspirillum
seropedicae, tanto isoladamente quanto em consorcio;

Verificar o conteido dos nutrientes da parte aérea e das raizes de
plantas de alface inoculadas ou ndo com o fungo Serendipita indica e a

bactéria Herbaspirillum seropedicae, tanto isoladamente quanto em consorcio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo do fungo Serendipita indica

O fungo endofitico Serendipita indica, originalmente isolado na india
pelo pesquisador Ajit Varma, foi doado a Professora Cristina Cruz, da
Universidade de Lisboa, nossa colaboradora. Posteriormente, essas culturas
foram repassadas ao Laboratorio de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia
(LMAB) da Universidade Vila Velha, Brasil e estdo armazenadas na colegéo
de culturas microbioldgicas do laboratério.

As culturas estoques foram propagadas conforme descrito por Varma et
al. (1999). Para crescimento do S. indica em meio solido, discos de agar (1
cm diametro) foram removidos das bordas de colbnias fungicas em
crescimento e inoculados em placas de Petri contendo 15 mL de meio Kaefer
(KM): 2 g L't de peptona, 1 g L de extrato de levedura, 20 g L de glicose, 50
mL L de solugdo de macronutrientes (12 g L de NaNQOs, 10,4 g L de KClI,
10,4 g L' de MgS04.7H20 e 30,4 g L't de KH2PO4), 10 mL de solugéo de
micronutrientes (HsBOs 13,3 pM, MnCl2.4HO 7 uM, ZnS04.7HO 2 uM,
CuS0..5 H20 0,5 uM, (NH4)6M07024.4H,0 0,086 uM), 1 mL Lt de Fe-EDTA e
1 mL L de solucdo de vitaminas (0,1 g L de tiamina, 0,04 g L de glicina,
0,01 g L* de piridoxina e 0,01 g L' de &cido nicotinico). O pH do meio foi
ajustado para 6,5 antes da esterilizacdo a 121 °C por 20 min. As placas foram
mantidas em incubadora BOD, a 28 °C por 10 dias conforme descrito por Das
et al. (2012).

3.2 Cultivo da bactéria Herbaspirillum seropedicae

A bactéria Herbaspirillum seropedicae (cepa RAM 10 com insercao do
gene GFP pelo transposon Tn5) foi doada pelo professor Fabio Olivares, da
UENF, e encontra-se mantida na cole¢do de culturas microbiolégicas do
Laboratério de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LMAB) da
Universidade Vila Velha, Brasil. As culturas estoques foram propagadas em
meio DYGS sdélido contendo: 2 g L de glicose, 1,5 g L™ de peptona, 2 g L* de
extrato de levedura, 5 mL L'* de K:HPO4 10 % (m/v), 5 mL Lt de MgS0O4.7H-0
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10 % (m/v), 1,5 g L de &cido glutamico, 20 mL L de acido malico 10 % (m/v)
e 20 g L' de &gar (pH 6,0).

Para cultivo da bactéria em meio liquido, uma algada de 10 pL do
in6culo bacteriano foram inoculados em frascos Erlenmeyer (250 mL)
contendo 100 mL do meio DYGS liquido. Os frascos foram mantidos em
incubadora Shaker a 28 °C e 150 rpm por 24 h.

3.3 Avaliagcdo de compatibilidade entre o fungo Serendipita indica
e a bactéria Herbaspirillum seropedicae

A avaliagdio da interacdo entre Serendipita indica e
Herbaspirillum seropedicae foi conduzida seguindo o protocolo descrito por del
Barrio-Duque et al. (2019). Para determinar o efeito da bactéria sobre S.
indica, o crescimento do fungo em interagcdo com a bactéria foi expresso em
termos da area do micélio em placas de agar.

Para isso, a bactéria foi pré-cultivada por 24 h em DYGS solido e o fungo
por 10 dias em KM solido. Para avaliar a interacdo entre H. seropedicae e S.
indica, a bactéria foi inoculada, com auxilio de uma alga, em 1 cm? no centro
de uma placa de Petri (9 cm diametro) contendo 15 mL de meio KM sdélido.
Em seguida, um disco de agar (11 mm diametro) foi removido das bordas de
colbénias ativas do fungo e colocado invertido sobre a bactéria inoculada.
Como controle, o fungo S. indica foi cultivado sozinho. Todas as co-culturas
foram replicadas quatro vezes. As placas foram incubadas em BOD, a 28 °C,
por 12 dias. A interacdo entre S. indica e H. seropedicae foi determinada

através medida da area do micélio do fungo, utilizando o software ImageJ.

3.4 Inoculacéao das plantas de alface com o consdrcio microbiano

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), composto por quatro tratamentos: controle (ndo inoculado),
Serendipita indica (Si), Herbaspirillum seropedicae (Hs) e Serendipita indica e
Herbaspirillum seropedicae (Si + Hs) (n=10). As sementes de alface (Lactuca
sativa) foram lavadas em &agua destilada, desinfestadas em hipoclorito de
sédio 2,5 % por 5 min e em alcool etilico 70 % por 2 min, posteriormente foram

lavadas 3x em agua deionizada e embebidas durante 30 min em agua. Em
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seguida, a germinacdo foi feita em bandejas plasticas contendo substrato
composto por areia quartzo 12/20 previamente autoclavadas a 121°C, durante
60 minutos por trés vezes, com um intervalo de 24 horas entre cada uma
delas. O processo de germinacdo das sementes foi realizado em camara de
crescimento (16/8h luz/escuro), com intensidade luminosa de 350 pmol m2 s,
temperatura de 25+1 °C e 70 % umidade, durante 7 dias. Apo6s o periodo de
germinacao as mudas foram transplantadas para vasos com capacidade de 1
L, contendo substrato previamente autoclavado composto por areia:terra
vegetal na proporcéo 1:1 (v/v).

A inoculacdo dos microrganismos foi realizada no momento do
transplantio. Para inoculacdo do S. indica, 3 discos de agar (1 cm diametro)
foram removidos das bordas de colbnias flungicas em crescimento e
posicionados em contato com a raiz. Para inoculagcdo da H. seropedicae, a
bactéria foi cultivada em meio DYGS liquido e apos 24 h, 1 mL do inoculo
bacteriano (OD 1,0 a 600 nm) foi aplicado nas raizes. O tratamento S. indica +
H. seropedicae recebeu os indculos fungico e bacteriano em conjunto. As
plantulas ndo inoculadas receberam a mesma quantidade utilizada de inéculo
de cada microrganismo, porém estes foram previamente autoclavados. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacdo durante 60 dias e foram
regadas, trés vezes por semana, com solucdo de Clark modificada (1/2
forca), pH 5,5-5,6 (Clark, 1975).

3.5 Parametros de crescimento das plantas

Aos 60 dias apds a inoculacdo (dai), a parte aérea e a raiz das plantas
foram separadas e pesadas em balanca analitica de precisdo (AUW?220D-
Shimadzu) para determinar a massa fresca da raiz (MFR) (g) e massa fresca da
parte aérea (folha/caule) (MFPA) (g). Em seguida, a parte aérea e as raizes
das plantas foram acondicionadas em sacos de papel individualmente,
identificados e secos por 72 h em estufa microprocessada de circulacdo forcada
de ar (Q314M-Quimis) a 60 °C. Por meio de pesagem em balanca analitica de
precisdo (AUW220D-Shimadzu), foi determinada a massa seca da raiz (MSR)
(g), massa seca da parte aérea (folha/caule) (MSPA) (g) e a relacdo raiz/parte
aérea (g). O conteddo de agua na parte aérea e na raiz das plantas foi

determinado a partir da seguinte formula: conteido de agua = peso fresco (Q)
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— peso seco (Q).

3.6 Determinacao dataxa de colonizagdo microbiana

A avaliacdo da colonizacdo microbiana seguiu 0 método descrito por
Phillips e Hayman (1970), com algumas modificacdes. As raizes foram lavadas
em agua deionizada, clareadas em KOH 10 % em banho-maria a 90 °C por 24
h e lavadas novamente em 4gua deionizada. 20 segmentos de raizes, com
aproximadamente 1 cm de comprimento foram escolhidos aleatoriamente e
examinados em microscOpio de fluorescéncia. A presenca dos esporos
fungicos, os quais possuem autofluorescéncia, ou das colénias de bactéria (as
quais sdao marcadas com GFP) dentro da raiz foram utilizadas como
representacao da colonizagéo. A porcentagem de colonizacao foi determinada
a partir da seguinte férmula: Porcentagem de colonizacéo da raiz = [(nUmero de
segmentos colonizados / numero total de segmentos analisados) x 100]. A
efetividade da colonizacdo foi calculada a partir da seguinte férmula:
efetividade de colonizacdo (%) = [(Peso seco total da parte aérea das
plantas inoculadas) - (Peso seco total da parte aérea das plantas néo
inoculadas) / (Peso seco total da parte aérea das plantas ndo inoculadas)] x
100.

3.7 Acumulo de nutrientes na parte aérea e naraiz

As amostras da parte aérea e das raizes das plantas dos
respectivos tratamentos foram lavadas em agua corrente e agua deionizada, e
em seguida, secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C, por um
periodo de 72 h, e pesadas. ApOs secagem as amostras foram moidas e o
material resultante foi acondicionado em recipientes de plastico hermético
visando um melhor acondicionamento do mesmo, para as posteriores analises
guimicas. Os nutrientes P, K, Ca, Mg, S, Na, Fe, Zn, Mn, Cu, Cr,
Al, Ba e Ni foram quantificados por ICP-OES, apés digestdo com HNOs
concentrado e H>O2 em sistema de digestdo aberta. Condi¢cdes do ICP: gas
plasma 8,0 L mint, gas a auxiliar 0,70 L min! e gas carreador 0,55 L min
(Peters, 2005).
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3.8 Anélise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por one-way ANOVA.
Quando verificado que houve diferenca significativa entre os tratamentos, 0s
valores médios foram comparados pelo teste de Tukey em p<0,05. Todas as
andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7.0, com um

nivel de significancia de 5 % para testar as hipéteses.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo de compatibilidade entre o fungo Serendipita indica
e a bactéria Herbaspirillum seropedicae

Avaliou-se o efeito da bactéria Herbaspirillum seropedicae sobre o
crescimento do fungo Serendipita indica pela medicdo da area de crescimento
radial do micélio em placas de Petri contendo meio solido Kaefer modificado
(Hilll; Kafer, 2001). A inoculacdo de Herbaspirilum seropedicae resultou em
um estimulo significativo no crescimento micelial de Serendipita indica, com
uma area média de 31,13 + 0,66 cm?, em compara¢ao ao tratamento controle
sem a presenca da bactéria, que apresentou uma area média de 19,90 + 0,58
cm?. Esta interag&o positiva resultou em um aumento de 56% no crescimento

do micélio do consorcio em relagéo ao controle (Figura 2).
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Figura 2. Interacdo do fungo Serendipita indica (Si) com a bactéria Herbaspirillum seropedicae
(Hs). Area do micélio (A) e crescimento in vitro (B) do fungo isolado (Si) e em conjunto com a
bactéria (Si+Hs). ****Representa diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey

(p<0.0001).

4.2 Parametros de crescimento das plantas

Os resultados obtidos nas avaliagbes dos pesos seco e fresco da parte
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aérea e das raizes das plantas de alface (Lactuca sativa) estdo apresentados
na Figura 3. No que se refere ao peso fresco da parte aérea (Figura 3A) e das
raizes (Figura 3C), as plantas tratadas com Herbaspirillum seropedicae (Hs) e
com a combinagcdo dos dois microrganismos (Si + Hs) demonstraram um
aumento significativo em comparagdo ao controle. O tratamento com o
consorcio de microrganismos (Si + Hs) resultou em um aumento de 56% no
peso fresco da parte aérea em relacdo ao controle, enquanto o incremento no
peso fresco das raizes foi de 65% em relacéo ao controle.

Quando analisados de forma isolada, o tratamento com H. seropedicae
resultou em um aumento significativo tanto no peso fresco da parte aérea
guanto das raizes, em comparacao ao tratamento com S. indica (Figuras 3A e
3C). Enquanto H. seropedicae isolada promoveu um incremento significativo
no peso fresco, S. indica isolado ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa em relag&o ao controle.
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Figura 3. Peso fresco da parte aérea (A), peso seco da parte aérea (B), peso fresco da raiz (C)
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e peso seco da raiz (D) das plantas de alface inoculadas ou ndo com o fungo Serendipita
indica, com a bactéria Herbaspirillum seropedicae ou com o consdrcio do fungo com a bactéria
(Si + Hs). Os dados foram analisados por one-way ANOVA combinados com teste de Tukey.
Médias seguidas da mesma letra ndo possuem diferenca significativa pelo teste de Tukey a
p<0.05 (n = 3). Ctrl = Controle, Si = Serendipita indica, Hs = Herbaspirillum seropedicae.

Em relacao ao peso seco da parte aérea (Figura 3B) e das raizes (Figura
3D), as plantas tratadas com Herbaspirillum seropedicae (HsS) e com o
consorcio de Serendipita indica + H. seropedicae (Si + Hs) apresentaram um
aumento significativo em comparacédo ao controle. Em contraste, o tratamento
com Serendipita indica isolado ndo resultou em diferenca estatisticamente
significativa.

Especificamente, o tratamento com o consorcio de microrganismos (Si
+ Hs) proporcionou um aumento de 206% no peso seco da parte aérea em
relacdo ao controle. Da mesma forma, 0 peso seco das raizes apresentou um
incremento de 157% em relacédo ao controle quando as plantas foram tratadas
com a combinacéo dos dois microrganismos.

Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram o impacto da
inoculagcdo com Serendipita indica (Si), Herbaspirillum seropedicae (Hs), e o
consorcio desses microrganismos (Si + Hs) no contetido de agua das raizes e
da parte aérea das plantas de alface. Observou-se que o tratamento com S.
indica isoladamente ndo apresentou diferenca significativa no conteudo de

agua das raizes em comparacao com o controle.

Tabela 2. Contetdo de agua da raiz e da parte aérea das plantas de alface inoculadas ou ndo
com o fungo Serendipita indica, com a bactéria Herbaspirillum seropedicae ou com o consércio

do fungo com a bactéria (Si + Hs). Si = Serendipita indica, Hs = Herbaspirillum seropedicae.

Tratamentos Parte Aérea Raiz
Controle 6,07 c 3,93¢c
S.indica 6,68 bc 3,58¢c

H. seropedicae 7,20 b 4,58 b

Si+ Hs 8,83 a 6,54 a




A inoculacédo isolada com Herbaspirillum seropedicae resultou em um
aumento significativo no conteltdo de agua das plantas. Entretanto, o
tratamento com o consorcio de Serendipita indica e H. seropedicae (Si + Hs)
apresentou 0os maiores valores de contetdo de agua, tanto nas raizes quanto
na parte aérea.

A Figura 4 ilustra o crescimento das plantas de alface (Lactuca sativa)
sob diferentes tratamentos microbioldgicos, destacando-se a variabilidade no
acumulo de biomassa conforme o tipo de inoculacdo aplicada. As plantas do
tratamento controle, que nao foram inoculadas, apresentaram um crescimento
restrito, evidenciado pela menor acumulacao de biomassa na parte aérea. Em
contraste, as plantas tratadas com Serendipita indica exibiram um incremento
de crescimento em comparacao ao controle, embora tal aumento, apesar de
significativo, tenha sido inferior aos resultados obtidos com os demais

tratamentos.

Figura 4. Visualizagdo do crescimento das plantas de alface. (A) N&o inoculada, (B)
Serendipita indica, (C) Herbaspirillum seropedicae, (D) Serendipita indica + Herbaspirillum

seropedicae.
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J& as plantas inoculadas com Herbaspirillum seropedicae demonstraram
um crescimento substancialmente maior, com um notdvel aumento de
biomassa. Ademais, o tratamento que combinou S. indica e H. seropedicae
resultou no crescimento mais expressivo entre todos os tratamentos

testados.

4.3 Determinacao dataxa de colonizagdo microbiana

Ap6s 60 dias de inoculacdo, a colonizacdo do fungo S. indica e da
bactéria H. seropedicae nas raizes de alface foi avaliada nos diferentes
tratamentos (Tabela 3, Figura 5). No tratamento com o consoércio microbiano,
S. indica e/ou H. seropedicae foram observados em todos os fragmentos de
raizes examinados, sendo este o tratamento que apresentou a maior taxa de
colonizagdo, que atingiu 100%. O tratamento com S. indica isoladamente
apresentou 95% de colonizacdo, assim como o tratamento com H.

seropedicae isoladamente, conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3. Colonizacdo de S. indica e H. seropedicae em plantas de alface (Lactuca sativa). Os
tratamentos incluem: controle sem adi¢cdo de microrganismos (CTRL), aplicacdo do fungo S.
indica (Si), aplicacdo da rizobactéria H. seropedicae (Hs) e consorcio de S. indica e H.
seropedicae (Si+Hs). Os dados foram analisados por one-way ANOVA combinado com o teste
de Tukey. Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferengas significativas pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Tratamentos Controle Si Hs Si + Hs
Colonizacao (%) - 95 95 100
Efetividade de - 0,06+874c 1,35+0,28b 2,05+0,31a

Colonizacao (%)

by

Em relacdo a efetividade de colonizacdo, que reflete a quantidade
relativa de microrganismos presentes nas raizes, os dados indicaram uma
diferenca significativa entre os tratamentos. O consoércio de S. indica e H.
seropedicae apresentou a maior efetividade de colonizacdo, com um valor de
2,05 £ 0,31. Em contraste, a aplicacéo isolada de H. seropedicae resultou em
uma efetividade de 1,35 + 0,28, enquanto S. indica isolado teve a menor
efetividade, com 0,06 + 8,74.
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Além dos dados quantitativos de colonizagcdo apresentados na Tabela 3,
as imagens de microscopia de fluorescéncia (Figura 5) fornecem uma
visualizacdo detalhada da distribuicdo e da intensidade da colonizacdo de S.
indica e H. seropedicae nas raizes de alface. Na Figura 5A, correspondente ao
controle sem inoculacdo, ndo se observam sinais de colonizagao, confirmando

a auséncia de contaminagao cruzada.

Figura 5. Microscopia de fluorescéncia representativas da colonizacao fungica e bacteriana em
raizes de plantas de alface (Lactuca sativa) ndo inoculadas (A), inoculadas com S. indica (B),
inoculadas com H. seropedicae (C) e consoércio de microrganismos (D). As raizes colonizadas
apresentam a presenca de esporos de S. indica em setas pretas e a presenca de H.

seropedicae com setas vermelhas.

Nas raizes inoculadas apenas com S. indica (Figura 5B), observou-se a

presenca de esporos fungicos, indicados pelas setas pretas, distribuidos ao
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longo das raizes. De maneira semelhante, as raizes inoculadas com H.
seropedicae (Figura 5C) mostraram uma colonizagdo significativa, como
evidenciado pelas setas vermelhas que indicam a presenca da bactéria. Por fim,
a Figura 5D, que representa o consorcio dos dois microrganismos, revela uma
colonizagédo intensa e abrangente. As setas pretas e vermelhas indicam a
presenca conjunta de S. indica e H. seropedicae nos mesmos fragmentos de

raizes, confirmando a sinergia entre o fungo e a bactéria neste tratamento.

4.4 Acumulo de nutrientes na parte aérea e naraiz

A andlise do conteudo de nutrientes na parte aérea das plantas revelou
um aumento significativo em todos os elementos avaliados no tratamento com
0 consorcio de Serendipita indica e Herbaspirillum seropedicae, em

comparacao com o controle (Tabela 4).

Tabela 4. Conteldo de macro e micronutrientes da parte aérea das plantas de alface
inoculadas ou ndo com o fungo Serendipita indica, com a bactéria Herbaspirillum seropedicae
ou com o consércio do fungo com a bactéria (Si + Hs). Os dados foram analisados por one-way
ANOVA combinados com teste de Tukey. Médias seguidas da mesma letra ndo possuem
diferenca significativa pelo teste de Tukey a p<0.05 (n= 3). Si = Serendipita indica, Hs =
Herbaspirillum seropedicae.

Tratamentos

Controle S. indica H. seropedicae Si+ Hs
Macronutrientes g kg*
P 0,35B 0,24B 0,74 A 0,88 A
K 14,36 C 9,99 D 21,77 B 3359 A
Ca 3,64 C 2,84 C 8,63 B 10,68 A
Mg 0,99 C 0,74 C 2,8B 3,61A
Na 0,27 C 0,22C 0,71B 1,11 A
S 1,02B 0,81B 1,98 A 2,26 A
Micronutrientes Mg kg™
Ni 1,43 C 0,93C 2,93 B 4,40 A
Cu 1,86 C 1,38C 3,76 B 511 A
Zn 10,87 B 7,63 B 22,02 A 26,38 A
Cr 0,97 B 0,61B 2,34 A 2,96 A
Fe 231,53 B 156,99 C 553,07 A 608,77 A
Mn 148,33 C 135,71 C 186,98 B 387,81 A
Al 308,79 B 295,70 B 870,29 A 960,24 A

Ba 6,98 C 5,10 C 13,68 B 17,29 A
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O consdércio de Serendipita indica e Herbaspirillum seropedicae resultou
em aumentos significativos nos teores de potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg), sbdio (Na), niquel (Ni), cobre (Cu), manganés (Mn) e bério (Ba), em
comparacao com o tratamento com Herbaspirillum seropedicae isolado. Para
os demais nutrientes avaliados, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos (Tabela 4).

Ao comparar a inoculagdo com Serendipita indica isolado e com
Herbaspirilum seropedicae isolado, observou-se que a inoculagdo com
Herbaspirillum seropedicae resultou em aumentos significativos em todos o0s
nutrientes avaliados, destacando-se em relacdo ao tratamento com Serendipita
indica isolado.

O tratamento com Serendipita indica isolado ndo apresentou diferencas
significativas em relagéo ao controle para a maioria dos nutrientes avaliados.
No entanto, alguns elementos, como potassio (K) e ferro (Fe), mostraram
concentracgdes significativamente menores em comparacao ao controle.

A Tabela 5 apresenta os conteudos de macro e micronutrientes nas
raizes das plantas de alface, que foram inoculadas com o fungo Serendipita
indica (Si), com a bactéria Herbaspirilum seropedicae (Hs) ou com o
consorcio de ambos (Si + Hs). Os dados demonstram variacdes significativas
no impacto dos diferentes tratamentos sobre a disponibilidade de nutrientes

essenciais nas raizes das plantas de alface.

Tabela 5. Conteldo de macro e micronutrientes da raiz das plantas de alface inoculadas ou
ndo com o fungo Serendipita indica, com a bactéria Herbaspirillum seropedicae ou com o
consoércio do fungo com a bactéria (Si + Hs). Os dados foram analisados por one-way ANOVA
combinados com teste de Tukey. Médias seguidas da mesma letra ndo possuem diferenca
significativa pelo teste de Tukey a p<0.05 (n= 3). Ctrl = Controle, Si = Serendipita indica, Hs =
Herbaspirillum seropedicae.

Tratamentos
Controle S. indica H. seropedicae Si+ Hs
Macronutrientes g kg?
P 0,21 A 0,24 A 0,31 A 0,34 A
K 6,68 A 6,87 A 6,70 A 4,36 B
Ca 1,27 B 1,27 B 1,98 A 2,28 A

Mg 159 C 1,79C 3,11 A 2,62B
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Na 0,92B 1,09 B 2,69 A 2,76 A

S 0,67 B 0,70B 1,02 A 0,93 A
Micronutrientes mg kg™

Ni 1,67 C 1,73C 4,21 B 559 A

Cu 2,69B 2,93B 4,69 A 4,61 A

Zn 30,95 A 2451 B 26,99 B 18,09 C
Cr 1,97 C 1,97 C 451 B 8,93 A

Fe 815,08 B 799,05 B 1789,13 A 1625,46 A
Mn 3498 C 69,21 A 34,40C 56,67 B
Al 2536,38 C 2029,78 D 4791,29 A 3668,62 B
Ba 6,73 C 6,69 B 13,69 A 13,81 A

O tratamento com o0 consorcio apresentou aumentos significativos em
relacdo ao controle para a maioria dos nutrientes avaliados. No entanto, o teor
de fosforo (P) néo diferiu significativamente em comparacdo ao controle,
enquanto o teor de zinco (Zn) foi significativamente menor tanto em relacéo ao
controle quanto aos tratamentos com 0s microrganismos isolados.

O tratamento com Herbaspirillum seropedicae isolado ndo apresentou
aumentos significativos nos teores de fosforo (P), potassio (K) e manganés (Mn)
nas raizes das plantas de alface em comparacédo com o controle. Observou-se,
ainda, que o teor de zinco (Zn) foi significativamente menor no tratamento com
H. seropedicae em relacdo ao controle. Para os demais nutrientes analisados,
0s resultados demonstraram aumentos significativos em comparacdo com o
controle.

O consorcio entre Serendipita indica e Herbaspirilum seropedicae
apresentou aumento significativo nos teores de niquel (Ni), cromo (Cr) e
manganés (Mn) em comparag¢do com H. seropedicae isolada. Por outro lado, a
bactéria isolada resultou em aumentos significativos nos teores de potassio (K),
magnésio (Mg), zinco (Zn) e aluminio (Al) em relagdo ao consorcio. Para os
demais nutrientes analisados, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos.

O tratamento com Serendipita indica isolado ndo apresentou diferencas

significativas na maioria dos nutrientes analisados. No entanto, os teores de
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zinco (Zn) e aluminio (Al) foram significativamente menores em relacdo ao
controle. O bario (Ba) mostrou um aumento significativo em compara¢cado com o
controle, e 0 manganés (Mn) apresentou a maior diferenca significativa entre

todos os tratamentos, destacando-se nesse parametro.



5 DISCUSSAO

Microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) tém um
papel fundamental na agricultura, favorecendo o desenvolvimento das plantas
e aumentando a produtividade das culturas. Embora a maior parte dos
estudos tenha investigado os impactos de microrganismos de forma isolada,
pesquisas recentes indicam que consorcios microbianos, compostos por dois
ou mais microrganismos, podem resultar em efeitos aditivos ou sinérgicos,
proporcionando beneficios superiores as plantas. Esses efeitos sinérgicos séo
atribuidos a capacidade dos diferentes microrganismos de realizar uma
variedade de fungbes na rizosfera, desde a solubilizacdo de nutrientes até a
modulacdo hormonal (Santoyo et al., 2021).

Serendipita indica € um fungo extensivamente pesquisado devido a sua
capacidade de formar associacOes benéficas com diversos hospedeiros
vegetais. Este fungo n&o apenas estimula o crescimento das plantas, mas
também confere resisténcia a estresses abioticos e bioticos, além de melhorar
as propriedades do solo, especialmente em ambientes contaminados com
metais pesados. Seus mecanismos de acdo incluem interagcbes complexas
com fitohormonios, metabdlitos e a regulacéo da expresséo génica, resultando
na otimizacdo da absorcdo de nutrientes e agua (Saleem; Sekara; Pokluda,
2022). Este fungo se destaca por sua capacidade de otimizar a aquisicdo de
nutrientes pelas plantas. Estudos indicam que esse fungo aumenta a
disponibilidade de nutrientes essenciais, particularmente fésforo, ao induzir a
expressdo de genes relacionados aos transportadores de fosfato nas plantas
hospedeiras (Beltayef et al., 2023). Além disso, compostos organicos volateis
produzidos por S. indica tém sido associados a promocdo do crescimento
vegetal, atuando por meio de vias de sinalizacdo hormonal, como as de auxina
e citocinina, evidenciando uma interacdo complexa entre o fungo e as redes
hormonais das plantas (Venneman et al., 2020).

Ja Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria endofitica amplamente
reconhecida por seu papel como microrganismo promotor de crescimento
vegetal. Seus efeitos sdo atribuidos a multiplos mecanismos, como a fixagcéo
biolégica de nitrogénio, producdo de fitohorménios e a modulacdo das
respostas das plantas a estresses. Um dos principais mecanismos de acao de

H. seropedicae é sua capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, colonizando
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tecidos internos das plantas e fornecendo nitrogénio de maneira direta, o que
€ essencial para seu crescimento e desenvolvimento (Pankievicz et al., 2015;
Roesch et al., 2007). Além disso, a producao de acido indol-3-acético (IAA),
um fitohormonio crucial para o desenvolvimento radicular e o crescimento
geral das plantas, € outro mecanismo importante pelo qual essa bactéria atua
(Pedrosa et al., 2011).

Com base nas fun¢bes observadas desses dois microrganismos e nos
resultados obtidos neste estudo, sugere-se que S. indica e H. seropedicae
apresentam um potencial sinérgico. As fun¢des do fungo complementam as da
bactéria, resultando em efeitos superiores no crescimento e desenvolvimento
das plantas, quando comparados ao uso isolado de cada microrganismo.

No presente experimento, a inoculacdo de alface com o consorcio entre
S. indica e H. seropedicae resultou em um aumento significativo nos
parametros de biomassa. Especificamente, observou-se um incremento de até
56% no peso fresco da parte aérea e 65% no peso fresco das raizes em
comparacdo ao controle. Os aumentos no peso seco foram ainda mais
expressivos, com um acréscimo de 206% na parte aérea e 157% nas raizes.
Esses resultados indicam que o consorcio microbiano € altamente eficaz na
promocao do crescimento de alface, superando os efeitos observados com os
microrganismos isolados. Por exemplo, Oliveira et al. (2023b) relataram que a
inoculacéo de alface com Bacillus subtilis em sistemas hidropdnicos provocou
aumentos de até 34% no peso fresco e 51% no peso seco das raizes,
evidenciando o potencial de diferentes microrganismos na promocdo do
crescimento vegetal, embora com variacdes na magnitude dos efeitos.

Além disso, Kitwetch et al. (2023) relataram que a inoculacao de alface
com Streptomyces thermocarboxydus S3, em solucdo nutritiva de
concentracdo plena, resultou em um aumento moderado no peso fresco das
plantas, atingindo 51,95 g em comparacdo a 49,01 g nas plantas nao
inoculadas. No entanto, quando as plantas foram cultivadas em uma solucéo
de meia concentracdo de nutrientes, a inoculacdo mostrou-se ainda mais
eficaz, mesmo com a reducéo geral no peso fresco dos brotos e raizes. As
plantas inoculadas alcancaram 31,97 g, enquanto as nao inoculadas
apresentaram apenas 21,58 g, evidenciando o impacto positivo da inoculagéo

em condi¢des de menor disponibilidade de nutrientes.
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O estudo de Carril et al. (2021) demonstrou que a inoculagdo com
Herbaspirillum seropedicae em raizes de trigo promoveu um aumento de 25%
na biomassa radicular em comparacdo com as raizes do tratamento controle.
Além disso, o crescimento das comunidades endofiticas derivadas de
sementes foi significativamente estimulado quando cultivadas em meio M9
suplementado com extratos de raizes, tanto de plantas controle quanto
inoculadas. Embora as comunidades endofiticas isoladas das raizes controle e
inoculadas tenham exibido padrbes de crescimento semelhantes em seus
respectivos extratos, o aumento relativo no crescimento das comunidades
isoladas das raizes controle foi significativamente maior do que o das
comunidades das raizes inoculadas, 12 horas ap0s a incubacdo. Esses
resultados sugerem que a inoculacdo com H. seropedicae ndo sO estimula o
crescimento das raizes de trigo, mas também modula o ambiente metabdlico
radicular, especialmente em relacdo ao metabolismo do triptofano e suas vias
catabolicas associadas a producao de AIA e outros metabdlitos.

Como destacado por Iriti et al. (2019), um dos mecanismos pelos quais
os MPCV promovem o aumento da biomassa vegetal é através da melhoria na
absorcdo de nutrientes. Microrganismos como H. seropedicae podem
solubilizar nutrientes do solo, tornando-os mais acessiveis para absorcao
pelas plantas. Além disso, a producdo de substancias promotoras do
crescimento, como o acido indol-3-acético (IAA), também pode estimular o
desenvolvimento das plantas, promovendo o alongamento e a divisdo celular,
0 que resulta no aumento da biomassa.

O estudo conduzido por Irineu (2022) demonstrou que, oito dias apos a
inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae, as plantulas de milho
apresentaram um aumento expressivo na biomassa radicular, com
incrementos de 233% na massa fresca e 253% na massa seca, assim como
na biomassa da parte aérea, com aumentos de 249% na massa fresca e
264% na massa seca. Além disso, observou-se um incremento no conteudo
de clorofila e no desenvolvimento geral das plantas. Em relacdo a regulacdo
hormonal, a interagdo com H. seropedicae resultou na modulacdo da
expressado de genes envolvidos no metabolismo de hormdnios, incluindo acido
indolacético (AlA), acido abscisico (ABA), brassinosteroides, etileno, acido

salicilico, &cido jasménico, citocinina e giberelina, modulando a producéo e
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atividade de hormdnios essenciais para 0 crescimento e desenvolvimento
vegetal.

Os resultados deste estudo demonstraram que a inoculacdo com
Herbaspirillum seropedicae (Hs) e o consorcio de Serendipita indica (Si) e H.
seropedicae (Si + Hs) impactaram significativamente o teor de agua nas
plantas de alface. Em contraste, a inoculagdo com S. indica isoladamente ndo
resultou em diferenca significativa no teor de agua, sugerindo uma resposta
especifica da alface a inoculacao com o fungo. No entanto, estudos realizados
em outras espécies vegetais, como o arroz, indicam que o mesmo fungo, S.
indica, pode apresentar resultados distintos.

Conforme relatado por Bertolazi et al. (2019), em um estudo
comparativo realizado com plantas de arroz, a inoculacdo com Serendipita
indica, anteriormente classificada como Piriformospora indica, resultou em um
aumento significativo no teor de agua na parte aérea, tanto em plantas do tipo
selvagem (WT) quanto em plantas geneticamente modificadas (AVP), com
incrementos de 31,04% e 23,77%, respectivamente. Isso sugere que o efeito
do fungo pode variar conforme a espécie vegetal, evidenciando a importancia
do contexto especifico na interacéo planta-microrganismo.

Por meio da microscopia de fluorescéncia, foi possivel observar que os
métodos de inoculacdo empregados resultaram em uma colonizacdo eficiente
em todos os tratamentos analisados. O tratamento com 0 consorcio
microbiano apresentou a maior taxa de colonizagdo, com ambos os
microrganismos, Serendipita indica e Herbaspirillum seropedicae, observados
em todos os fragmentos de raizes examinados. Quando utilizados
isoladamente, tanto S. indica quanto H. seropedicae também demonstraram
alta taxa de colonizacao, alcancando 95% cada. As imagens de fluorescéncia
confirmam esses achados, evidenciando uma distribuicdo uniforme e intensa
da colonizacao nas raizes inoculadas.

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Monteiro et al.
(2008), que, ao utilizarem microscopia de fluorescéncia confocal em raizes de
milho, observaram a progresséo da coloniza¢ao por cepas de H. seropedicae.
Trinta minutos apos a inoculagao, foram identificados aglomerados densos da
cepa RAM4, com maior concentracdo de bactérias nos espacos intercelulares

e na emergéncia dos pelos radiculares, sugerindo que essas areas funcionam
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como vias de entrada para a bactéria. Embora a cepa RAM4 tenha se fixado
rapidamente na superficie radicular, ndo foi observada colonizagdo interna
nesse estagio. No entanto, apds 24 horas, as bactérias comecgaram a invadir
os tecidos internos, com distribuicdo progressiva no cortex, endoderme e
xilema. A colonizagdo aumentou substancialmente até 72 horas apos a
inoculacdo, evidenciando a rapidez com que H. seropedicae penetra e
coloniza os tecidos vasculares das raizes de milho.

Segundo Barbier e Damron (2016), o uso de marcacdo com proteina
fluorescente verde (GFP) permite o monitoramento em tempo real da
colonizagdo bacteriana e da interacdo com o0s tecidos vegetais, sendo
essencial para a compreensao dos mecanismos que promovem 0 crescimento
das plantas. Além disso, o desenvolvimento de diversos vetores de proteinas
fluorescentes expandiu as capacidades da microscopia de fluorescéncia em
estudos microbianos, incluindo microrganismos envolvidos na promocao do
crescimento vegetal.

A inoculacdo das plantas de alface com o consoércio de
Serendipita indica e Herbaspirillum seropedicae promoveu um aumento
significativo no acumulo de diversos nutrientes na parte aérea e nas raizes
das plantas, quando comparado aos tratamentos isolados e ao controle.

Especificamente, na parte aérea, 0 consorcio resultou em
teores elevados de K, Ca, Mg, Na, Ni, Cu, Mn e Ba, em relacdo a todos os
tratamentos. Nas raizes, observou-se que 0 consorcio, assim como H.
seropedicae isolado, aumentou significativamente os teores de Ca, Na, S,
Cu, Fe e Ba. Esses resultados demonstram a eficacia do consorcio
microbiano em melhorar a nutricdo das plantas de alface,
proporcionando um aumento expressivo de nutrientes essenciais em ambas as
partes da planta. Comparando com o estudo de Oliveira et al. (2023a), que
avaliaram os efeitos de diferentes métodos de inoculacdo de Azospirillum
brasilense em alface e rucula em sistema hidropdnico, observam-se algumas
semelhancas, como um maior acumulo de Cu, Fe e Mn na parte aérea das
plantas de alface e rucula com todos os métodos de inoculagdo de A.
brasilense.

Os resultados apresentados por Bai et al. (2024), demonstram que a

inoculagdo com B. velezensis SAAS-63 teve um impacto significativo no
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acumulo de nutrientes em alface, variando conforme as condi¢Bes de
disponibilidade de nutrientes. Em condi¢cdes de deficiéncia nutricional, foi
observado que o0s macronutrientes foram acumulados em maiores
guantidades nas raizes, enquanto nas folhas os niveis foram relativamente
baixos. No entanto, a inoculagdo com B. velezensis SAAS-63 reverteu esse
padrdo, resultando em uma diminuicdo significativa dos teores de
macronutrientes nas raizes (N, P e K diminuiram em 89,11%, 34,58% e
49,56%, respectivamente), enquanto os contelddos nas folhas aumentaram
significativamente (N, P e K aumentaram em 120,31%, 19,75% e 10,47%,
respectivamente).

Esse comportamento foi consistente com o acumulo de micronutrientes,
em que, em condi¢des de deficiéncia nutricional, os teores de Ca, Mn e Zn nas
raizes inoculadas diminuiram, mas aumentaram nas folhas. Em contraste, sob
condic¢des suficientes de nutrientes, a inoculagdo com B. velezensis SAAS-63
reduziu significativamente o acumulo de macronutrientes nas raizes e
promoveu um aumento desses nutrientes nas folhas, destacando a
capacidade de B. velezensis SAAS-63 de alterar a distribuicdo de nutrientes
dentro da planta conforme a disponibilidade externa de nutrientes. As
interacbes entre microrganismos e raizes de plantas na rizosfera
desempenham um papel central na promo¢do do crescimento vegetal. A
simbiose entre fungos e bactérias promotores de crescimento e as raizes das
plantas ndo s6 melhora a absor¢cdo de nutrientes, mas também aumenta a
resisténcia a doencas, promovendo a saude geral das plantas (Vejan et al.,
2016).
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que o consorcio entre
Serendipita indica e Herbaspirillum seropedicae apresentou desempenho
superior ao controle e aos tratamentos com 0S microrganismos isolados. A
inoculacdo do consoércio resultou em um aumento significativo nos parametros
de crescimento, como peso fresco e seco das partes aéreas e da raiz, bem
como no acumulo de nutrientes e no conteido de &gua nas plantas. Esses
resultados sugerem que a interacao entre S. indica e H. seropedicae promove
uma sinergia que potencializa o desenvolvimento das plantas, em comparacéo
com os tratamentos individuais.

O consorcio promoveu 0S maiores incrementos no crescimento das
plantas, com destaque para 0 aumento significativo no peso seco da parte
aérea e das raizes, o que reflete um acréscimo substancial na biomassa total.
Esse aumento de biomassa € vantajoso porque esta diretamente associado a
maior capacidade de a planta realizar fotossintese e acumular reservas
energéticas, favorecendo um crescimento mais robusto e sustentavel. Além
disso, a analise do conteudo de nutrientes revelou que o consércio contribuiu
para o0 enriquecimento dos teores de varios macro e micronutrientes
essenciais, tanto na parte aérea quanto nas raizes, com especial énfase no
calcio, magnésio, ferro e manganés, elementos fundamentais para a estrutura
e metabolismo das plantas.

Adicionalmente, H. seropedicae demonstrou um papel importante na
promocao do crescimento das plantas e no aumento do contelddo de agua, o
gue pode ser benéfico em condi¢des de estresse hidrico. J&4 S. indica, embora
tenha apresentado resultados positivos, foi menos eficaz quando utilizado
isoladamente, reforcando a importancia de sua interacdo com H. seropedicae.

Dessa forma, a combinacdo dos microrganismos S. indica e H
seropedicae desponta como uma alternativa promissora para 0
desenvolvimento de biofertilizantes voltados a agricultura sustentavel. Essa
tecnologia tem o potencial de otimizar o crescimento vegetal e melhorar o
aproveitamento de recursos como agua e nutrientes, oferecendo uma solugéo
ecologicamente eficiente para sistemas agricolas. Para promover avancos

nesse campo, € interessante que estudos futuros se concentrem no
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aprimoramento dos métodos de inoculagdo, na formulagdo de produtos e no
desenvolvimento de veiculos de aplicagdo, com o0 objetivo de aumentar a

durabilidade do in6culo.
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