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O jovem Alexandre conquistou as Indias.
Sozinho?

César venceu os gauleses.

Nem sequer havia um cozinheiro a seu
servigo?

Quando a sua armada se afundou Filipe de
Espanha chorou. E ninguém mais?
Frederico Il venceu a guerra dos sete anos.

Quem mais a venceu?

Berthold Brecht
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RESUMO

A evolugdo crescente na produgdo de commodities agropecuarias, vem
impulsionando a também ascendente demanda brasileira por fertilizantes quimicos
sintéticos. Este fato mostra-se relevante e, ao mesmo tempo, preocupante por ao
menos dois aspectos fundamentais: os impactos ambientais ocasionados
principalmente pela contaminagao de cursos d’agua superficiais e subterraneos e os
impactos econdmicos pela elevacao dos custos de producgao e crénica dependéncia
nacional de matérias primas importadas. Os trabalhos tiveram como objetivo avaliar o
desempenho agrondmico e os aspectos fisicos e quimicos de plantas e frutos de
tomateiros submetidos a inoculacdo e a co-inoculacdo de isolados bacterianos
potencialmente promotores do crescimento de plantas e um fungo micorrizico
arbuscular. O primeiro estudo foi dividido em duas etapas: na primeira quatro
gendtipos de tomateiros foram inoculados com cinco isolados bacterianos
provenientes do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade
Estadual de Londrina. Foram avaliadas a massa seca da parte aérea (MSPA) e a
massa seca da raiz (MSR) das mudas de tomateiro em casa de vegetagdo. Os
resultados demonstraram que nao ocorreu interagao entre os gendtipos e os isolados.
Os isolados Stenotrophomonas sp. (1S) e Enterobacter sp.(19S) incrementaram a
MSPA das mudas em 24,32% e 1891% e a MSR em 27,27% e 18,18%
respectivamente. Na segunda etapa, conduzida em estufa, as sementes de tomateiro
— c¢v. BRS-Nagai — foram inoculadas e coinoculadas com os isolados
Stenotrophomonas sp. e Enterobacter sp. e o fungo micorrizico arbuscular (FMA)
Rhizophagus clarus, proveniente do Departamento de Ecologia Microbiana da
Universidade Estadual de Londrina. Ao longo do periodo de formagdo das mudas,
foram avaliados a taxa de emergéncia (TE), o tempo médio de emergéncia (TME), o
indice de velocidade de emergéncia (IVE), a MSPA, MSR e variaveis relacionadas ao
diametro, comprimento, numero e area superficial de raizes. Nao ocorreu interagao
entre os isolados bacterianos e o FMA e ndo houve influéncia dos tratamentos na TE,
TME e IVE. As mudas semeadas em substratos micorrizados apresentaram
incremento de 29,13% em MSPA, 18,56% em MSR, maior didmetro médio e maior
numero total de raizes. Parte das mudas obtidas foram transplantadas em vasos, em
estufa, para uma segunda etapa de avaliagdo contemplando variaveis de
produtividade, ocasido em que foram avaliadas a altura de plantas (AP), distancia
entre cachos, teores de proteina e das enzimas catalase, peroxidase e fenilalanina
amoénia-liase (FAL), SPAD, massa seca de raiz (MSR), percentual de colonizagéo
micorrizica (%CM), massa fresca de frutos por planta (MFFPP), massa fresca média
de frutos (MFMF), comprimento e largura de frutos, teores de sélidos soluveis (SS) e
acidez titulavel (AT) de frutos. N&o houve interacdo ou efeito dos tratamentos para as
variaveis AP, MSR, %CM, MFFPP, MFMF, AT e FAL e SPAD. Nos tratamentos que
nao receberam isolados bacterianos, a micorrizagcdo provocou reducéo de 17,46% e
15,15% na distancia entre o 1° e 2° cachos e entre o 2° e 3° cachos respectivamente.



Nos tratamentos que nao receberam micorrizagao, o isolado Enterobacter sp. reduziu
em 22,53% a distancia entre o 1° e 0 2° cacho. Nao ocorreu interagao entre os
tratamentos para os teores de proteina e enzimas. Tratamentos micorrizados
apresentaram teor de proteina 19,95% menor e teores de catalase e peroxidase
49,28% e 57,48% maiores, respectivamente. Teores de sélidos soluveis foram
ligeiramente maiores em tratamentos que nao receberam a micorrizag&o. No terceiro
trabalho as mudas originarias do primeiro experimento foram transplantadas e
conduzidas a campo. Foram avaliadas altura de plantas (AP), distancia entre cachos,
massa fresca de frutos por planta (MFFPP), massa fresca média de frutos (MFMF),
comprimento e largura de frutos, teores de solidos soluveis (SS), acidez titulavel (AT),
colorimetria e perda de massa de frutos pos-colheita, atividade antioxidante (DPPH e
FRAP) e compostos fendlicos totais. Ndo ocorreu interagdo ou efeito dos tratamentos
para AP, distancia entre cachos, largura de frutos e teores de SS. Tratamento
micorrizado e coinoculado com Stenotrophomonas sp. € Enterobacter sp. resultou em
incremento de 14,51% na producéo de frutos. Ocorreu interagéao entre os tratamentos
para as variaveis comprimento de frutos e AT. Os tratamentos inoculados com
Stenotrophomonas sp. apresentaram comprimento de frutos 8,3% maior na auséncia
de micorrizagdo. Em relacdo a variavel AT, para os tratamentos que receberam
micorrizacdo, as coinoculagdes de Enterobacter sp. e Enterobacter sp. e
Stenotrophomonas sp. originaram frutos de menor acidez. Na auséncia de
micorrizacdo, menor acidez em frutos foi constatada para a testemunha e para o
tratamento que recebeu Stenotrophomonas sp. Na auséncia dos isolados bacterianos,
tratamentos micorrizados resultaram em frutos com maior acidez que tratamentos sem
micorriza. Frutos oriundos de plantas micorrizadas apresentaram menor atividade
antioxidante (DPPH, FRAP e FENOL). No que se refere as variaveis pos-colheita, a
coinoculagao de Stenotrophomonas sp. € Enterobacter sp. apresentou menor perda
de massa de frutos no periodo estudado tanto em plantas micorrizadas como em
plantas ndo micorrizadas. Frutos oriundos de plantas inoculadas com R. clarus
apresentaram maior uniformidade na variagédo de colorag&o ao longo do processo de
amadurecimento.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento de plantas. Fungo micorrizico
arbuscular. Coinoculagdo. Agricultura orgénica. Solanum lycopersicum.



RADI, Antonio José. Inoculation and co-inoculation of bacterial isolates and
arbuscular mycorrhizal fungi in tomato plants. 2021. 108 pg. Thesis presented to
Post-graduate Program in Agronomy — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2021.

ABSTRACT

The positive evolution in the production of agricultural commodities has also driven the
rising Brazilian demand for synthetic chemical fertilizers. This fact is relevant and, at
the same time, worrying for at least two fundamental aspects: the environmental
impacts caused mainly by the contamination of surface and underground watercourses
and the economic impacts caused by the increase in production costs and chronic
national dependence on imported raw materials.The studies aimed to evaluate the
agronomic performance and the physical and chemical aspects of tomato plants and
fruits submitted to the inoculation and co-inoculation of potential plant growth-
promoting bacteria and an arbuscular mycorrhizal fungus. The initial study was divided
into two stages: in the first, four tomato genotypes were inoculated with five bacterial
isolates from the Department of Biochemistry and Biotechnology at the Universidade
Estadual de Londrina. Shoot dry mass (MSPA) and root dry mass (MSR) of tomato
seedlings were evaluated. The results showed that there was no interaction between
genotypes and isolates. Isolates Stenotrophomonas sp. (1S) and Enterobacter sp.
(19S) increased the seedling MSPA by 24.32% and 18.91% and the MSR by 27.27%
and 18.18% respectively. In the second stage, conducted in a greenhouse, the tomato
seeds - cv. BRS-Nagai - were inoculated and co-inoculated with the isolates
Stenotrophomonas sp. and Enterobacter sp. and the arbuscular mycorrhizal fungus
(FMA) Rhizophagus clarus, from the Department of Microbial Ecology at the
Universidade Estadual de Londrina. During the time of formation of the seedlings,
Emergence rate (TE), emergence time (TME), emergence speed index (IVE), MSPA,
MSR and variables related to the diameter, length, number and surface area of roots
were evaluated. There was no interaction between bacterial isolates and AMF and
there was no influence of treatments on TE, TME and IVE. Seedlings sown on
mycorrhized substrates showed an increase of 29.13% in MSPA, 18.56% in MSR, a
larger mean diameter and a greater total number of roots. Part of the seedlings were
transplanted into pots, in a greenhouse, for a second stage of evaluation, considering
also productivity variables. Plant height (AP), distance between trusses, protein,
catalase, peroxidase and phenylalanine ammonia lyase (FAL) content, SPAD, root dry
mass (MSR), percentage of mycorrhizal colonization (% CM) fresh fruit mass per plant
(MFFPP), average fresh fruit mass (MFMF), fruit length and width, soluble solids (SS)
and titratable acidity (AT) of fruits were evaluated. There was no interaction or effect
of treatments for the variables AP, MSR, % CM, MFFPP, MFMF, AT, FAL and SPAD.
Treatments that did not receive bacterial isolates, mycorrhization caused a reduction
of 17.46% and 15.15% in the distance between the 1st and 2nd trusses and between
the 2nd and 3rd trusses respectively. Treatments that did not receive mycorrhization,
Enterobacter sp. reduced the distance between the 1st and 2nd truss by 22.53%.
There was no interaction between treatments for protein and enzyme contents.
Mycorrhizal treatments had a 19.95% lower protein and a 49.28% and 57.48% higher
catalase and peroxidase content, respectively. Soluble solids contents were slightly



higher in treatments that did not receive mycorrhization. In the third work, seedlings
from the first experiment were transplanted to the field. Plant height (AP), distance
between trusses, fresh fruit mass per plant (MFFPP), average fresh fruit mass (MFMF),
fruit length and width, soluble solids content (SS), titratable acidity (AT), colorimetry
and mass loss of postharvest fruits, antioxidant activity (DPPH and FRAP) and total
phenolic compounds. There was no interaction or effect of treatments for AP, distance
between trusses, fruit width and SS contents. Mycorrhizal and coinoculated treatment
with Stenotrophomonas sp. and Enterobacter sp. resulted in an increase of 14.51% in
fruit production. There was interaction between treatments for the variables of fruit
length and TA. Treatments inoculated with Stenotrophomonas sp. showed fruit length
8.3% greater in the absence of mycorrhization. Considering the AT variable, for the
treatments that received mycorrhization, the Enterobacter sp. and Enterobacter sp.
and Stenotrophomonas sp. originated fruits with less acidity. In the absence of
mycorrhization, lower fruit acidity was observed for the control and for the treatment
that received Stenotrophomonas sp. In the absence of bacterial isolates, mycorrhizal
treatments resulted in fruits with higher acidity than treatments without mycorrhiza.
Fruits from mycorrhizal plants showed less antioxidant activity (DPPH, FRAP and
PHENOL). Regarding to the post-harvest variables, co-inoculation of
Stenotrophomonas sp and Enterobacter sp. showed less loss of fruit mass in the
studied period in both mycorrhizal and non-mycorrhizal plants. Fruits from plants
inoculated with R. clarus showed greater uniformity in color variation throughout the
ripening process.

Keywords: Plant growth promoting bacteria. Arbuscular mycorrhizal fungus.
Coinoculation. Organic farming. Solanum lycopersicum.
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1 INTRODUGAO

O mundo demanda cerca 186,5 milhdes de toneladas de fertilizantes
nitrogenados, fosfatados e potassicos anualmente. A América Latina € responsavel
por cerca de 13% da demanda global e o Brasil, por sua vez, responde por
aproximadamente 63% do consumo latino-americano de fertilizantes quimicos
sintéticos (IFA, 2018). Enquanto grande produtor e exportador de commodities
agropecuarias, nosso pais enfrenta um problema crénico relacionado a elevada
dependéncia externa de matérias-primas para a formulacio de fertilizantes.

No Brasil, o mercado de fertilizantes quimicos movimentou em 2020
pouco mais de 38,4 milhdes de toneladas, montante este que proporcionou ao setor
um faturamento da ordem de US$9,3 bilhdes de délares (ABIQUIM, 2020). Neste
segmento, entre os macronutrientes primarios, 88% do nitrogénio, 73% do fésforo e
95% do potassio sao oriundos de outros paises (GLOBALFERT, 2020). Nao obstante
o aspecto econbmico, persistem, ainda, recorrentes problemas relacionados a
poluicdo, contaminagéo e desequilibrios protagonizados pelos fertilizantes quimicos
sintéticos.

Para além dos processos produtivos, emergem problemas de outra
natureza, porém nao menos preocupantes. Perdas na pds-colheita de hortalicas na
América Latina sdo estimadas em 30 a 45% (HENZ, 2017). Mais especificamente, em
tomate, tais perdas s&o de cerca de 30% (LANA, 2018). Evidentemente que as perdas
pos-colheita estdo atreladas a diversos fatores, relacionados desde o manuseio até a
higiene do local de acondicionamento dos frutos (PEREIRA et al., 2020). Porém, a
aplicagado de tecnologias ao longo do processo produtivo que possam acarretar
beneficios relacionados a durabilidade e a qualidade de frutos pereciveis como o
tomate, mostra-se bastante interessante em um cenario de perdas tdo acentuadas.

Este contexto tem incentivado pesquisas em torno de substancias
denominadas bioestimulantes agricolas, cujo mercado encontra-se em franca
expansao em nivel global (KUMAR e ALOKE, 2020). Bioestimulantes agricolas sé&o
produtos compostos por substéncias ou microrganismos com potencial de acarretar
beneficios diversos as plantas tais como: aumento na eficiéncia na captacdo de
nutrientes do solo, maior tolerancia ao stress hidrico ou ao ataque de doencas e
melhoria nas qualidades nutricionais do produto (BHARDWAJ et al., 2014; DU
JARDIN, 2015). Dentro desse universo de microrganismos benéficos aos vegetais,
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destacam-se, as bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA). Habitantes naturais dos solos, esses seres
diminutos coevoluiram com as plantas ao longo de dezenas de milhdes de anos,
desenvolvendo estratégias adaptativas através de relagdes associativas e simbioticas
(TURNER; JAMES; POOLE, 2013). O exemplo de maior sucesso, em nivel de Brasil,
€ a inoculagao de bactérias diazotréficas do género Bradyrhizobium spp. na cultura
da soja, tecnologia adotada ha décadas e que possibilita aos sojicultores uma
economia de US$ 13 bilhdes anualmente em fertilizantes nitrogenados, segundo
dados da Embrapa.

Em estudos prévios foram observados os efeitos benéficos da
inoculagao de alguns isolados bacterianos e de uma espécie de FMA, Rhizophagus
clarus, na produgao de frutos em tomateiros, em casa de vegetagao, incrementando
a e massa fresca de frutos e a produgéao por planta em 9,92 e 31,85% respectivamente
(RADI et al., 2021). Tais resultados preliminares encorajaram a continuidade dos
trabalhos e culminaram em estudos mais abrangentes, que consideraram aspectos
outros para além daqueles relacionados ao desenvolvimento vegetativo e a produgéo
de frutos.

Os experimentos, portanto, prosseguiram, também a campo, e as
analises estenderam-se para a influéncia das inoculagbes em variaveis mais
intimamente relacionadas a dimensao bioquimica (enzimas antioxidantes em folhas)
e a qualidade e ao comportamento dos frutos em poés-colheita (acidez titulavel,
compostos fendlicos, atividade antioxidante, perda de massa e coloragdo em frutos).
Os microrganismos selecionados foram aplicados também em coinoculagao, de modo
a se avaliar eventuais efeitos sinérgicos entre os isolados bacterianos e R. clarus, ao
longo das diferentes etapas de desenvolvimento da cultura do tomateiro, mais
especificamente, germinacdo, emergéncia e desenvolvimento de mudas, fase

vegetativa (pds-transplantio), fase reprodutiva e pés-colheita.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO TOMATEIRO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence a familia Solanaceae
e se caracteriza como uma planta herbacea, autdgama, diploide, possuindo 24
cromossomos. As flores sdo pedunculadas, dispostas em racimos ou cachos e os
frutos sdo bagas, apresentando forma e tamanho variados, sendo divididos em I6culos
dentro dos quais encontra-se as sementes envolvidas em mucilagem (BECKER et al.,
2016). Seu centro de origem esta na América do Sul, mais especificamente na regido
andina (Peru, Bolivia e Chile) e sua domesticagédo ocorreu no México (BRANDAO
FILHO et al., 2018).

Os gendtipos de tomateiros apresentam habito de crescimento
determinado e indeterminado. Os materiais de habito determinado séo
fundamentalmente destinados a producao de frutos para a industria. Por outro lado,
gendtipos de habito de crescimento indeterminado sado cultivados a campo ou em
ambiente protegido e seus frutos destinam-se ao consumo in natura (PIOTTO e
PERES, 2012).

O tomateiro ocupa lugar de destaque no agronegdcio nacional e
internacional. No ano de 2019, foram colhidos no mundo pouco mais de 5,0 milhdes
de hectares que totalizaram a producao de 180,7 milhdes de toneladas. O Brasil € o
décimo maior produtor mundial da olericola, com uma area colhida de 54.537 ha e
uma produgao de 3,92 milhdes de toneladas (FAO, 2021).

O Estado do Parana é o quinto maior produtor brasileiro, onde, no ano
de 2020, a cultura do tomateiro ocupou uma area de 3.600 ha que produziram 247.200
toneladas. A regido norte do Estado é a principal produtora, concentrando cerca de
47% da produgéo estadual (PARANA, 2019).

Solanacea de elevado potencial produtivo, o tomateiro pode atingir
produtividades superiores a 100 toneladas por hectare; todavia, os custos de
producdo podem ultrapassar o valor de R$100.000,00 por hectare, levando-se em
conta apenas as despesas referentes ao custeio da cultura. Desse montante, os

fertilizantes quimicos representam cerca de 19% dos desembolsos (CONAB, 2021).
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2.2 INTERAGOES ENTRE PLANTAS E BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS
(BPCP) DOS GENEROS STENOTROPHOMONAS SP. E ENTEROBACTER SP.

Bactérias do género Stenotrophomonas sp., em especial as espécies
S. maltophilia e S. rhizophila, foram isoladas de raizes e parte aérea de varias
espécies de plantas, tais como colza, batata, morango, alfafa, arroz, milho, trigo,
alface, tomate, melao e cenoura, o que demonstra a ampla capacidade de interagao
desse género bacteriano com uma grande diversidade de espécies vegetais em
ambientes, frequentemente, caracterizados por limitagdes nutricionais (RYAN et al.,
2009a). Estudos demonstram que Stenotrophomonas spp. podem favorecer o
desenvolvimento de espécies vegetais através de mecanismos diversos. S.
maltophilia e Stenotrophomonas spp. apresentaram efeitos antagbnicos ao
desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos R. solanacearum, B. cinereae e S.
sclerotiorum (ELHALAG et al., 2016a; ROJAS-SOLIS et al., 2018; MARINA et al.,
2019a). S. maltophilia demonstrou potencial para favorecer o desenvolvimento de
plantas de trigo sob condi¢des de stress salino (SINGH; JHA, 2017a) e capacidade de
efetuar a fixagédo bioldgica do nitrogénio, caracterizando-se, desse modo, como uma
bactéria diazotrofica (PARK et al., 2005; LIBA et al., 2006). Na cultura do tomateiro,
S. rhizophilia mitigou os efeitos negativos do virus do mosaico do pepino (CVM),
aumentando a produtividade de plantas portadoras da virose (DASHTI et al., 2014).
Esta espécie bacteriana promoveu alteragdes no ambiente rizosférico, inibindo fungos
fitopatogénicos e elevando a massa seca da parte aérea de tomateiros (SCHMIDT et
al., 2012b). S. maltophilia revelou grande versatilidade enquanto bactéria promotora
do desenvolvimento de tomateiros demonstrando capacidade para a producao de
protease, quitinase, pectinase, sideroforos, AIA e giberelina, além de suprimir o
crescimento do fungo fitopatogénico C. nymphaeae. Trabalho prévio com a cepa 1 S,
utilizada nesse estudo, revelou o incremento de massa seca de parte aérea de plantas
de tomateiros (cv. Santa Cruz Kada Gigante) em avaliagao efetuada aos 40 dias de
idade (ZULUAGA et al., 2020).

O género Enterobacter spp. € composto por uma grande diversidade
de espécies, muitas delas com potencial para a promog¢ao do desenvolvimento de
plantas, sendo que, neste ambito, varios mecanismos mediados por esse género
bacteriano foram ja identificados. Enterobacter spp. demonstrou capacidade para a)
realizar a fixagdo biolégica do nitrogénio; b) promover a produc¢do de sideréforos,
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moléculas de baixo peso molecular responsaveis pela mineralizagao e solubilizacéo
do micronutriente ferro, facilitando sua absorgao pelos vegetais; c) produgéo do acido
1-aminociclopropano 1-carboxilico (ACC), enzima que atua na mitigagcao de fatores
estressantes em plantas através da inibicdo do acumulo de etileno nas raizes; d)
producao de compostos antimicrobianos (agéo direta) e indugao de resisténcia (agao
indireta) de plantas a organismos fitopatogénicos; e) produg¢do de auxinas, como o
acido indol-3-acético (AlA); f) solubilizagdo de fosfatos (JHA et al., 2011; GOUDA et
al., 2018). Algumas espécies e cepas do género Enterobacter demonstraram a
capacidade de promover efeitos benéficos em tomateiros. A cepa 64S1, enquanto
solubilizadora de fosfatos, incrementou a massa seca, altura de plantas e area foliar
em mudas (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2020). A cepa C7 demonstrou performance
similar a cepa 64S1, aumentando a massa fresca e a absorcdo de fésforo pelas
plantas (IBORT et al., 2018). A cepa 19S, utilizada nesse trabalho, apresentou elevada
capacidade de produgédo de AIA e de solubilizagdo fosfato (FePOs e AIPO4) em
estudos in vitro. Em estudos in vivo, Enterobacter 19S incrementou a massa seca de
plantas aos 40 dias de idade (ZULUAGA et al., 2020). E. ludwigii demonstrou efeito
supressor contra fitopatdgenos, incrementando o comprimento de raizes e a massa
seca em mudas de tomateiros infectadas por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(BENDAHA; BELAOUNI, 2020). Em manejos distintos de fertilizagdo, com elevadas e
com reduzidas doses de nitrogénio, E. radicincitans demonstrou capacidade de
aumentar massa seca de raiz e parte aérea, bem como a altura de plantas em
tomateiros (BERGER; BROCK; RUPPEL, 2013). E. asburiae BQ9 apresentou
capacidade de inducao de resisténcia de plantas de tomateiro ao virus do frisado
amarelo (TYLCV) (LI et al., 2016).

2.3 INTERACOES ENTRE PLANTAS E FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) estabelecem associagdes
simbibticas com raizes de mais de 80% das espécies de vegetais terrestres, incluindo
angiospermas, pteridéfitas e bridfitas, constituindo-se em microrganismos
fundamentais para que plantas se propagassem e colonizassem os mais variados
habitats ao longo do processo evolutivo (HELGASON; FITTER, 2005; WANG; QIU,
2006; ZHU; SONG; XU, 2010). Pertencentes ao filo Glomeromycota, FMA s&o

descritos em 321 espécies agrupadas em quatro ordens, 13 familias e 36 géneros,
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dos quais trés sdo majoritariamente utilizados na agricultura: Rhizophagus, Glomus e
Funneliformis spp. (WILLIS; RODRIGUES; HARRIS, 2013; SZCZALBA et al., 2019;
NANJUNDAPPA et al., 2019). Em sua relagdo simbidtica com os vegetais, FMA
formam estruturas denominadas vesiculas, arbusculos e hifas nas raizes (Figura 2.1)
e hifas e esporos na regiao rizosférica (VAN DER HEIJDEN et al., 2015; BEGUM et
al., 2019). Estendendo sua rede de hifas para além do sistema radicular, FMA
aumentam a capacidade das raizes em explorar o solo, incrementando, desse modo,
a captagéo de agua e nutrientes pelas plantas (BOWLES et al., 2016) e a agregacéo
e estruturagdo do solo (THIRKELL et al., 2017). FMA proporcionam ainda outros
beneficios a uma ampla gama de espécies vegetais, como maior resisténcia ao stress
hidrico e salino (PORCEL; AROCA; RUIZ-LOZANO, 2012; AUGE; TOLER; SAXTON,
2015) e a indugéao de resisténcia a fitopatogenos (BAUM; EL-TOHAMY; GRUDA,
2015; SONG et al., 2015).

Figura 2.1 - Vesiculas, hifas e arbusculos em raizes.
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Fonte: van der Heijden et al. (2015)

O intercambio de carboidratos e nutrientes minerais entre a planta e
o fungo ocorre no cortex, mais especificamente nas estruturas intracelulares
denominadas arbusculos (BERRUTI et al., 2016). A translocagao de fotoassimilados
da parte aérea para as raizes € incrementada no mutualismo obrigatério, favorecendo
a funcionalidade dos solos enquanto drenos de didéxido de carbono atmosférico,
atuando como potenciais reservatorios de carbono (BEGUM et al., 2019). Desse
modo, FMA consolidam-se como microrganismos de grande importancia para a

sustentabilidade dos sistemas de produg&o agropecuarios.
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2.3.1 Processos Simbidticos entre Plantas e FMA

O sistema radicular das plantas exsuda aproximadamente 20 % dos
fotoassimilados na forma de compostos diversos como aminoacidos, acidos
organicos, agucares, vitaminas, enzimas, polissacarideos, flavonoides, nucleosideos,
moléculas gasosas em adicdo a outros compostos inorganicos na forma idnica
(DAKORA; PHILLIPS, 2002). Os exsudatos radiculares, por sua vez, moldam a
composicado da microbiota, tanto em seu aspecto quantitativo como qualitativo,
fazendo da rizosfera um ambiente bastante complexo do ponto de vista quimico, fisico
e biolégico (SINGH; MUKERJI, 2006). A colonizagdo micorrizica contempla
fundamentalmente cinco etapas: a) germinacao dos esporos; b) desenvolvimento do
apressorio (hifopodio); c) transposic¢do radicular; d) formagao de arbusculos no interior
das células; e) desenvolvimento do micélio extra radicular (BIANCIOTTO;
BONFANTE, 1999). As fases envolvendo o processo colonizatério pressupéem uma
intensa troca de sinais quimicos entre a planta e o FMA. Os esporos sao capazes de
germinar na auséncia de sinais moleculares emitidos pelo hospedeiro; porém, nessa
situagdo, o crescimento do micélio € bastante limitado, de modo a minimizar o
consumo de carbono orgénico pelo fungo. Detectando a presenga da planta
hospedeira, a velocidade do crescimento micelial aumenta de modo intenso
(TAMASLOUKHT et al., 2003; BUCKING et al., 2008). Entre os compostos
sinalizadores liberados pelas raizes destacam-se as estrigolactonas, moléculas
derivadas de carotenoides relacionadas ao processo de nodulagdo em leguminosas e
a simbiose de FMA. As estrigolactonas induzem a germinacédo de esporos e o
crescimento e ramificagao das hifas na fase pré-simbidtica. Esses hormonios vegetais
foram ja identificados em exsudatos de varias espécies vegetais hospedeiras de FMA,
como tomateiro, sorgo e ervilha e em espécies ndo hospedeiras como o tremogo-
branco e algumas brassicas. Nao obstante, existem, ainda, espécies como a cenoura
e a alfafa que nao produzem estrigolactonas, embora estabelegam relagao simbidtica
com micorrizas, denotando que outras moléculas sinalizadoras encontram-se
envolvidas nessas relagdes interespecificas, entre elas os flavonoides (HALDAR;
SENGUPTA, 2015; SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016; SHTARK et al.,, 2018;
CARVALHAIS et al., 2019). Flavonoides constituem-se em um diversificado grupo de
metabdlitos vegetais secundarios, com mais de 9.000 diferentes estruturas

identificadas. Estes polifenois sao largamente encontrados em plantas vascularizadas
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e em briéfitas (MARTENS; MITHOFER, 2005). Liberados pelo sistema radicular, a
persisténcia dos flavonoides na rizosfera pode variar de poucas horas até alguns dias,
dependendo das condigbes do ambiente, da estrutura do polifenol e da composig¢ao
da microbiota do solo e sua acédo pode ter papel tanto indutor como inibitério dos
processos simbidticos (SINGLA; GARG, 2017).

2.3.2 Teores de Nutrientes no Solo e colonizagao por FMA

A simbiose micorrizica € bastante influenciada pelos niveis de
nutrientes presentes no solo, em especial o fosforo. A colonizagao de raizes de pepino
por G. intraradices foi significativamente inibida pelo aporte de fésforo ao solo, ndo
ultrapassando 20%, enquanto tratamentos sem a adicdo desse macronutriente
apresentaram taxas de colonizagdo micorrizica ao redor de 70% (BRUCE; SMITH;
TESTER, 1994). A simbiose entre plantas de milho e G. versiforme foi inibida em
parcelas com maiores taxas de aplicagao de P (LU; BRAUNBERGER; MILLER, 1994).
G. etunicatum, G. fasciculatum e S. heterogama tiveram a germinagao de seus
esporos reduzida em solo fertilizado com 250 ug P g-! de solo em coletas efetuadas
aos 7, 14 e 21 dias de incubagédo (MIRANDA; HARRIS, 1994). Exsudatos radiculares
obtidos a partir de plantas de cebola cultivadas na presenca e na auséncia de P foram
aplicados na cultura apés a inoculagdo de G. margarita. Exsudatos provenientes de
raizes de plantas desenvolvidas na auséncia de P propiciaram maior colonizacao
micorrizica e maior numero de apressorios do FMA (TAWARAYA; HASHIMOTO;
WAGATSUMA, 1998). R. irregularis inoculado em plantas de Medicago truncatula
apresentou baixo indice de colonizacdo em solugdo contendo 3,75 mM de P (2%)
contrariamente aos indices obtidos em solugdo com concentragdo de 0,0075 de P
(62%) (BALZERGUE et al., 2013). Estudo realizado com fertilizantes organicos em
tomateiros demonstram que o comportamento da relacdo simbidtica esta também
relacionado a natureza da fonte dos nutrientes disponibilizados para a cultura. A
aplicacdo de uma mistura de estercos bovino, ovino e de aves, em quantidades de até
25,0 t ha' ndo inibiu a colonizagdo de FMA, diferentemente da aplicagdo de
fertilizantes quimicos sintéticos (MAAITAH; MAHADEEN; AL-KARAKI, 2014). Nao
obstante, a colonizacdo de tomateiros por C. tunicatum nao foram afetadas por doses
de fosforo oscilando entre 0 e 100 kg ha' de P20s (ORTAS, 2019).
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2.3.3 FMA e sua Influéncia em Variaveis Fitométricas e Produtivas em Tomateiros

Estudos com diferentes espécies de FMA demonstram efeitos
benéficos da simbiose entre o fungo e plantas de tomateiros. G. intraradices e G.
mosseae aumentaram a massa seca de raiz e parte aérea e o teor de fésforo em
folhas de plantas com 49 dias de idade (ABDULKAREEM; ATEKA; TUROOP, 2018).
A aplicagao conjunta, por intermédio de formulagdo comercial, de quatro espécies do
género Glomus (G. etunicatum, G. viscosum, G. intraradices e G. mosseae)
incrementou a massa seca de parte aérea e raiz e a razdo massa fresca de raiz :
massa fresca de parte aérea em mudas (OSENI; SHONGWE; MASARIRAMBI, 2010).
Em um trabalho de longa duracéo, cinco diferentes espécies de FMA (G. etunicatum,
G. caledonium, G. intraradices, G. mosseae e G. clarum) foram inoculadas
separadamente e conjuntamente (coinoculagéo). A simbiose incrementou a massa
seca de parte aérea e de raiz e os teores de fosforo e zinco na parte aérea. Ao longo
dos trés anos de duracdo do experimento, G. clarum (atualmente R. clarus)
apresentou, em média, a melhor performance entre as espécies testadas (ORTAS et
al., 2013). FMA dos géneros Rhizophagus (R. irregularis e R. intraradices) e
Funneliformis (F. mosseae) demonstraram efetividade na promogédo do
desenvolvimento de mudas sob condi¢des de stress hidrico, elevando a massa seca
de raiz e parte aérea e a area foliar (MOHAMED; BARRY; MEASHAM, 2016).

Os beneficios da inoculacdo de FMA em tomateiros nao se limitam as
variaveis relacionadas ao desenvolvimento vegetativo e estendem-se também a
aspectos produtivos da cultura (ROUPHAEL et al., 2015). G. mosseae aumentou o
peso médio e a produtividade de frutos frescos por planta, mesmo em condi¢gdes de
stress salino com condutividade elétrica de 12,0 dS/m (ABDEL LATEF; CHAOXING,
2011a). G. etunicatum BEN 102, A. scrobiculata BEN 202, K. kentinensis 302
proporcionaram incrementos médios de 26% na produtividade de tomateiros na
presenca de Meloidogyne spp. (AFFOKPON et al., 2011). R. irregulare coinoculado
com F. mosseae incrementaram a produtividade de dois genotipos de tomateiros em
49% e 29%, favorecendo também a absorgéo de calcio e zinco em plantas inoculadas
(CARILLO et al., 2020). A inoculagado de G. mosseae BEG95 proporcionou maior
produtividade de frutos frescos em plantas submetidas a deficiéncia de fésforo e calcio
(NEDOROST; POKLUDA, 2012). Seis espécies de FMA (C. etunicatum, C.
claroideum, G. microaggregatum, R. intraradices, F. mosseae, F. geosporum)
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presentes em inoculante comercial aumentaram em 23%, em média, a produtividade
em trés diferentes regimes de fertilizagdo quimica. O desempenho produtivo de
plantas inoculadas e subfertilizadas (50% da dosagem) equiparou-se ao de plantas
com fertilizagdo completa, porém néo inoculadas (ZIANE et al., 2017). G. infraradices
aumentou a produtividade de plantas submetidas a diferentes niveis de stress hidrico,
variando de 24,7% de incremento em condigdes de stress severo a 16,2% em stress
leve. Quando ndo submetidas a seca, as plantas inoculadas incrementaram a
producao em 12,3% (SUBRAMANIAN; SANTHANAKRISHNAN;
BALASUBRAMANIAN, 2006). F. mosseae propiciou maior produtividade de frutos em
quatro das cinco colheitas efetuadas em um intervalo de cinco semanas, em casa de
vegetacao (HART et al., 2015).

2.3.4 FMA e Enzimas Antioxidantes

A molécula de oxigénio (O2) capta comumente elétrons de outras
moléculas, originando formas reativas. Em seres vivos, estas formas reduzidas de Oz,
denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs), s&o principalmente
representadas pelo anion superoxido (O2), pelo radical hidroxila (OH) e pelo peréxido
de hidrogénio (H202). Em baixas concentra¢des, EROs funcionam como moléculas
sinalizadoras de eventos estressantes, bidticos e abidticos, desencadeando, como
resposta, a produgdo de enzimas antioxidantes pelos vegetais. Em concentragbes
elevadas, EROs sao bastante prejudiciais as células, causando danos oxidativos no
DNA, em lipideos e em proteinas (SINGH; GILL; TUTEJA, 2011). Os principais sitios
de formacdo de EROs em plantas sdo a membrana celular, os peroxissomos, 0s
cloroplastos e as mitocéndrias, sendo essas duas ultimas organelas, pelos processos
de transferéncia de elétrons e beta-oxidacao, as maiores responsaveis pela formacgao
de espécies de oxigénio reativas (WU; ZOU; FATHI ABD-ALLAH, 2014). Em
condi¢gbes normais, a producdo de EROs é contrabalanceada pela produgcdo de
compostos antioxidantes, cuja fungdo € manter as espécies reativas de oxigénio em
niveis ndo nocivos (POSPISIL, 2012). Para essa tarefa, as espécies vegetais
desenvolveram um complexo sistema de defesa fundamentando em um diversificado
rol de compostos antioxidantes. Estes compostos podem ser divididos em dois
grandes grupos; antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutase, catalase,

peroxidase, glutationa redutase, glutationa S-transferase, entre outros) e nao
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enzimaticos (acido ascorbico, alcaloides, flavonoides, carotenoides, entre outros)
(HASANUZZAMAN et al., 2020). A enzima fenilalanina aménia-liase, por sua vez, é
percursora de fenilpropandides, metabdlitos secundarios que levam a sintese de
compostos diversos como flavonoides, antocianinas, taninos e lignina.
Fenilpropandides acumulam-se em tecidos vegetais na ocorréncia de situagdes
adversas como ataque de fitopatdgenos, seca ou deficiéncia nutricional (CASTRO et
al., 2017). Porém, em situagdes de stress, uma grande quantidade de EROs é gerada,
criando um desequilibrio onde os mecanismos reparadores podem ser insuficientes
para impedir o acumulo de oxigénio reativo nos tecidos vegetais (RASOOL et al.,
2013). Estudos tém demonstrado que o processo de simbiose entre FMA e plantas
induz a formagdo de compostos antioxidantes, fenilpropandides e carotenoides, de
modo a incrementar as defesas do vegetal hospedeiro contra os efeitos danosos do
stress bidtico e abidtico, reduzindo a formacao de EROs (WU, 2017). A enzima
antioxidante catalase teve sua ag¢ao incrementada ou reduzida em varios estudos
envolvendo a simbiose com FMA (Tabela 2.1). Glomus spp. incrementou a atividade
das enzimas antioxidantes catalase e peroxidase em plantas de trigo submetidas a
stress salino (TALAAT; SHAWKY, 2011). G.etunicatum, inoculado em soja, néo
exerceu influéncia sobre os niveis da enzima catalase em plantas submetidas a stress
salino. Nao obstante, foi verificado o aumento da atividade das enzimas superdxido
dismutase e peroxidase na presenga do FMAs (GHORBANLI; EBRAHIMZADEH,;
SHARIFI, 2004).

Tomateiros inoculados com F. mosseae receberam a aplicagao de
residuo industrial da producao de azeite de oliva. O extrato aquoso causou elevacao
dos teores de perdxido de hidrogénio em folhas e raizes de plantas inoculadas e néo
inoculadas, evidenciando e ocorréncia de stress abidtico. Nestas condigdes,
tomateiros micorrizados apresentaram maior atividade da catalase, enzima
considerada de grande importancia na eliminagdo do H20:2 presente nas células
(GARCIA-SANCHEZ et al., 2014).
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Tabela 2.1 - Interferéncia de FMAs na atividade da enzima catalase em diferentes espécies vegetais
submetidas a stress abiotico.

FMA Hospedeiro Stress Referéncia
G. mosseae P. trifoliata Temperatura Wu et al. (2006)
S. salsa Salinidade Lietal. (2012)
C. tangerine Seca Wu et al. (2007)
G. max Seca Porcel et al. (2003)
P. trifoliata Salinidade Wu et al. (2010)
C. annuum Salinidade Abel Latef & He (2011)
A. nuda SOz Huang et al. (2008)
G. vesiforme P. trifoliata Salinidade Wu et al. (2006)
C, tangerine Seca Wu et al. (2007)
G. intraradices C. annuum Salinidade Cekic at al. (2012)
G. clarum P. vulgaris Fasforo Lambais et al. (2003)

Fonte: Adaptado de Wu et al. (2014)

G. mosseae elevou a area foliar e a biomassa total de tomateiros
submetidos a stress salino, em condi¢des nas quais se constatou o aumento da
concentracdo de radicais anion superéxido em folhas. Plantas inoculadas revelaram
maior atividade das enzimas peroxidase e catalase em folhas e raizes, demonstrando
a capacidade da simbiose em promover a mitigagdo dos efeitos nocivos da salinidade
(HUANG et al., 2010). Outro estudo com G. mosseae em tomateiros sob condigbes
de salinidade corroborou a capacidade do FMA em elevar os teores de enzimas
antioxidantes (superdxido dismutase, catalase, peroxidase e ascorbato peroxidase)
em folhas, reduzindo a concentragao de sédio nos tecidos vegetais e incrementando
a area foliar, o teor de clorofila, o teor de fosforo nos tecidos vegetais e a produtividade
(ABDEL LATEF; CHAOXING, 2011a). Ainda em trabalhos envolvendo o
comportamento de tomateiros em ambientes salinos, G. monosporum e G.
intraradices aumentaram os teores das enzimas catalase em peroxidase em parte
aérea e raizes, em diferentes niveis de salinidade (HAJIBOLAND et al.,, 2010;
RAYAVARAPU; PADMAVATHI, 2016).

2.4 COINOCULACAO DE BPCP E FMA

Fungos micorrizicos arbusculares encontram-se em constante interagéo
simbidtica com a grande maioria das espécies vegetais, resultado de um processo de

coevolugao iniciado ha centenas de milhdes de anos. No entanto, para além dos
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vegetais, FMA interagem com uma ampla diversidade de microrganismos que
compdem a biota do solo, entre eles as bactérias promotoras do crescimento de
plantas. Estas relagbes interespecificas ocorrem tanto em nivel rizosférico
(rizobactérias) como em nivel intracelular, intermediadas por bactérias que habitam o
citoplasma das células fungicas (endobactérias) (BONFANTE, 2003). Desse modo,
rizobactérias produzem compostos que incrementam a producdo de exsudatos
radiculares os quais, por sua vez, podem favorecer a germinagdo de esporos, o
desenvolvimento de hifas e a colonizag&o fungica. Por outro lado, a rizodeposigao é
também influenciada pela simbiose com FMA, de modo que os produtos exsudados
pelas raizes podem favorecer determinados grupos de microrganismos em detrimento
de outros (MIRANSARI, 2011). As complexas e ainda pouco estudadas relagbes entre
FMA e BPCP ocorrem majoritariamente na micorrizosfera (hifosfera), representada
pela regido do solo proxima as raizes e ao micélio. A associagdo entre fungos e
bactérias benéficas é favorecida por alguns mecanismos como a producédo de
exopolissacarideos pelos procariotos e a liberagdo de compostos organicos pelas
hifas fungicas (NANJUNDAPPA et al., 2019). Estudos revelam que, na hifosfera, FMA
estabelecem associacdo com bactérias solubilizadoras de fosfatos as quais, a partir
da liberacdo de fosfatases, promovem a mineralizagdo do fésforo orgéanico
potencializando, desse modo, a disponibilizagao de fésforo inorganico ao fungo e as
plantas hospedeiras. Estas relagbes microbianas nao apenas incrementam a
absorcdo de nutrientes, mas também favorecem a colonizacdo fungica e
proporcionam aos vegetais maior tolerdncia ao stress bidtico e abidtico
(ARTURSSON; FINLAY; JANSSON, 2006; ZHANG et al., 2014, 2018). A coinoculagao
de FMA e BPCP tem demonstrado efeitos sinérgicos em varias espécies horticolas
(Tabela 2.2). Tomateiros foram inoculados com produto comercial contendo R.
intraradices, G. aggregatum, G. viscosum, C. etunicatum e C. claroideum associado a
duas cepas de Pseudomonas sp. (P. fluorescens C7 e Pseudomonas sp. 19Fv1T) sob
fertilizacdo reduzida (70% da dose convencional). A coinoculagdo dos fungos
micorrizicos com os isolados bacterianos incrementaram o peso médio de frutos em
35% comparativamente ao tratamento sem inoculagao e com fertilizagao plena. O mix
de FMA elevou os teores de acido citrico e os isolados proporcionaram melhor sabor
aos frutos (BONA et al., 2017).
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Tabela 2.2 - Beneficios da coinoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares e bactérias promotoras do crescimento de plantas em horticolas.
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Cultura FMA BPCP Efeitos Referéncia
G. intraradices B. amyloliquefaciens Maior aquisicdo de nutrientes e Yusran et al. (2009)
P desenvolvimento de plantas
'seudomonas sp.
G. aggregatum, G. Pseudomonas sp., Maior concentragdo de antocianinas em frutos e Lingua etal. (2013)
mosseae, G.intraradices P. fluorences redugdo no uso de fertilizantes
Morango F. mosseae, S. viscosum, Pseudomonas sp. Maior concentragao de agucar e antocianinas Todeschini et al.
e R. irregularis. (2018)
R. intraradices, C. Pseudomonas sp. Maior concentrac&o de acucar, acido ascérbico Bona et al. (2015)
aggregatum, G. viscosum, e félico. Maior quantidade e tamanho de frutos
C. etunicatum e C.
claroideum
Manijericao G. intraradices D. natronolimnacea Maior biomassa e produtividade, aumento na Bharti et al. (2016)
captacéo de nutrientes, maior quantidade e
qualidade do 6leo essencial
Alface G. mosseae P. mendocina Aumento da biomassa sob stress salino Kohler et al. (2010)
Espinafre G. fasciculatum, G. A. chroococcum, B. Maiores teores de clorofila, flavonoides e Khalid et al. (2017)

mosseae

Pimenta vermelha A. longula, G. clarum, G.

intraradices

mucilaginous, B.
megaterium

M. orizae

compostos fendlicos

Aumento na captagao de nutrientes e maior teor
de clorofila

Kim et al. (2010)

Fonte: Adaptado de Emmanuel & Babalola (2020)
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2.5 FMA, BPCP E VARIAVEIS POS-COLHEITA

Frutos de tomateiros sdo bastante pereciveis, fato esse que exige
uma série de cuidados nas etapas relacionadas a pés-colheita. Por se tratar de um
fruto climatérico, seu processo de amadurecimento é desencadeado pela elevagao da
atividade respiratoria cujos desdobramentos implicam em alteragbes fisico-quimicas
dos frutos, como perda de clorofila, sintese de caroteno e perda da firmeza dos tecidos
(MODOLON et al., 2012). Embora a respiragao tenha influéncia na perda de massa
dos frutos, € a transpiracao a principal responsavel por esse processo na pos-colheita,
tendo em vista a diferenga da presséo de vapor d’ agua entre a superficie do fruto e 0
ambiente externo (SELEGUINI et al., 2011). Colheitas em estadios de maturagéo
menos avangados se constitui em uma estratégia para amenizar problemas de
conservagao na pos-colheita, tendo em vista a fragilidade dos frutos. Nestes casos, a
difusdo do etileno pela cicatriz peduncular é facilitada, diminuindo a concentragao
interna desse hormédnio. Este fato tem importancia do ponto de vista bioquimico, uma
vez que o etileno esta relacionado a regulagdo na producédo de enzimas que agem
sobre substancia pécticas da parede celular, diminuindo sua coesédo e,
consequentemente a firmeza do fruto (PAULA et al., 2015). A temperatura exerce
importante influéncia na maturacdo e na perda de massa na pods-colheita.
Temperaturas mais elevadas, portanto, aceleram o metabolismo respiratorio, a perda
de agua e, consequentemente, a perecibilidade. Frutos armazenados a 20°C
apresentaram maior velocidade na alteracdo da coloragdo e maior perda de massa,
apresentando sinais de deterioracdo no 13° dia, enquanto que frutos mantidos a 12,5°
C apresentaram sinais visiveis de podriddao somente no 24° dia (ANDREUCCETTI et
al., 2007). Em outro estudo, constatou-se que a perda diaria de massa em frutos
armazenados a 5° C foi significativamente menor (0,15%) do que a de frutos mantidos
a 12° C (0,49%) (JAVANMARDI; KUBOTA, 2006). A umidade relativa constitui-se em
outra variavel ambiental com importante influéncia sobre a qualidade dos frutos
colhidos. Valores de umidade relativa ao redor de 85 a 95% s&o mais adequados para
a manutengdo da qualidade e da aparéncia, uma vez que frutos de tomateiros
apresentam grande quantidade de agua. Ambientes com valores de umidade relativa
mais baixos aceleram a evapotranspiracao e, consequentemente a perda de massa e
o enrugamento dos frutos. Ao contrario, valores acima do 6timo podem favorecer o

crescimento de fungos (ARAH et al., 2015). Ao longo do processo de maturagao, na
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pré e pos-colheita, os frutos sofrem alteragées na composigdo de acidos organicos,
agucares e aminoacidos. Em tomates, ocorre a predominancia do acido citrico,
seguido pelo acido malico. Esses acidos organicos possuem comportamento opostos,
uma vez que os niveis de acido citrico aumentam durante a maturagéo e os teores de
acido malico diminuem. Quanto aos agucares, prevalecem glucose, frutose, sacarose,
galactose e inositol. A maturacgéo eleva os niveis de galactose, frutose e glucose e faz
declinar os niveis de sacarose. A galactose € um componente primario da parede
celular, e seu incremento causa ruptura nas células reduzindo a firmeza dos frutos
(OMS-OLIU et al., 2011).

Estudos revelam que os beneficios da associagao entre a microbiota
do solo e as plantas ndo se limitam a aspectos relacionados a produtividade ou
inducao de resisténcia. Para muito além desses beneficios, simbiose e associagdes
entre microrganismos rizosféricos e plantas acionam uma série de efeitos em cascata
que impactam positivamente no valor nutricional dos alimentos (ANTUNES et al.,
2012), figurando como uma importante area de investigagdo em prol da seguranga
alimentar planetaria (ROYAL SOCIETY, 2009).

Tomateiros estabelecem intensas relagdes simbidticas com fungos
micorrizicos arbusculares e bactérias promotoras do crescimento de plantas. Nao
obstante, tais associagbes, eventualmente, podem ser indcuas para os vegetais.
Estudo com duas espécies de FMAs em diferentes ambientes apresentaram
resultados distintos (Alemanha e Canada). F. mosseae, isoladamente e coinoculado
com R. irregularis, incrementaram a produtividade, porém o tratamento que recebeu
apenas R. irregularis apresentou menor produtividade que o tratamento controle (sem
inoculagao). As diferengas prosseguem com relagdo a presenga de nutrientes nos
frutos. O teor de nitrogénio mostrou-se mais elevado apenas em frutos de plantas que
receberam a inoculagdo de R. irregularis. No entanto, essa espécie de FMA,
isoladamente, n&o influenciou o teor de fosforo nos frutos. No que diz respeito a
aspectos qualitativos, as espécies mencionadas de FMAs elevaram o teor de
carotenoides nos frutos, quando inoculadas individualmente; em coinoculagdo, F.
mosseae e R. irregularis nao apresentaram efeito para essa variavel no ambiente
alem&o. No ambiente canadense, onde inoculou-se apenas com R. irregularis,
também foi constatada influéncia positiva no teor total de carotenoides. A
concentracdo de compostos antioxidantes, mensurada apenas no ambiente

canadense, nao diferiu do tratamento controle (HART et al., 2015). FMAs nativos
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foram inoculados em tomateiros-cereja na presenga e auséncia de biocarvao.
Incrementos em produtividade foram observados nos tratamentos micorrizados
apenas quando estes se encontravam na presenca do condicionador de solo. O teor
de clorofila nas folhas (SPAD) e de sodlidos soluveis e polifendis nos frutos no
tratamento controle (sem inoculagdo e sem biocarvao) nao diferiram do tratamento
com micorriza e com biocarvdo (CASTANEDA et al., 2020). R. irregulare e F.
mosseae, coinoculados em dois gendtipos de tomateiros-cereja, resultaram em
aumento de teores de macro e micronutrientes, acido ascoérbico, solidos soluveis,
licopeno e agucares em ambos materiais genéticos (CARILLO et al., 2020). G.
mosseae, G. caledonium, G. viscosum, G. intraradices e G. coronatum foram
avaliados em coinoculagdo com rizobactérias na presenca de diferentes dosagens de
composto organico oriundo de restos vegetais (0 a 100%). Aumento da massa seca
da parte aérea foi constatada apenas em tratamentos inoculados com concentragao
de 75% de composto organico. No ambito das variaveis qualitativas, os teores de
frutose e glucose nos frutos apresentaram incremento somente nos tratamentos
inoculados sem a adicdo de composto organico. As concentragbes de caroteno e
licopeno ndo foram influenciadas pela presenga dos microrganismos (COPETTA et
al., 2011). Tais resultados evidenciam a interferéncia de fatores genéticos e
ambientais envolvidos na relagcao simbidtica, denotando a sua complexidade.
Bactérias promotoras de crescimento vegetal demonstraram
influenciar beneficamente a composigédo de frutos de tomateiros (Figura 2.2). Os
géneros Pseudomonas, Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter e Bacillus
evidenciaram, em diferentes trabalhos, capacidade para elevar os teores de licopeno,
agucares, acidos organicos, compostos organicos volateis e aminoacidos em frutos
(AHMED et al.,, 2017). Produtos comerciais contendo mistura de bactérias dos
géneros Streptomices, Bacillus e Pseudomonas coinoculadas com fungo do género
Trichoderma e FMAs dos géneros Claroideoglomus, Funneliformes, Glomus e
Rhizophagus elevaram os teores de solidos soluveis, acidos orgénicos (malico,
oxalico, citrico e isocitrico), minerais (K, Ca, Mg, P, S, e NO3), licopeno, acido
ascorbico e compostos fendlicos em frutos de tomateiros oriundos de plantas
submetidas a stress salino (SELLITTO et al., 2019). Kosakonia radicincitans (DSM
16656), bactéria endofitica isolada originalmente a partir do trigo, proporcionou efeitos
benéficos a culturas outras como milho, rabanete e repolho. Em tomateiros, K.

radicincitans incrementou o desenvolvimento e a produtividade, porém néao influenciou
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aspectos qualitativos como teores de carotenoides, frutose, glucose e licopeno nos
frutos (BERGER; BALDERMANN; RUPPEL, 2017).

Figura 2.2 - Representacdo esquematica dos efeitos benéficos de bactérias rizosféricas no
desenvolvimento e composigéo de frutos em tomateiros.
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Fonte: Ahmed et al. (2017)

Em tomateiros de mesa, a cor do fruto € um importante critério para a
comercializacdo (PEK; HELYES; LUGASI, 2010). Ao longo processo de
amadurecimento o fruto perpassa por uma série de alteragdes fisiolégicas, onde a cor
transita do verde maduro ao vermelho maduro. Esta gradativa alteragdo na coloragao
€ resultado da perda da clorofila em detrimento a sintese e o acumulo de licopeno.
Outras transformacdes observadas sao o aumento da transpiragdo, da respiragéo e
da producao de etileno, fatores estes que contribuem para a deterioragao do fruto ao
longo do tempo (MWENDWA, et al., 2016). Desse modo, enquanto o licopeno, um
carotenoide, se acumula no fruto, os cloroplastos se convertem em cromoplastos
intensificando a cor vermelha durante a maturacao (L()PEZ CAMELO; GOMEZ,
2004). A medida que se intensifica a cor vermelha no fruto, ocorre um decréscimo nos

valores de angulo hue, indicando o sentido das alteragdes de cor que se iniciam no
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verde-maduro (115.0°), passando pelo verde-rosado (83.9°), rosado (61.8°),
vermelho-claro (48.0°) até o vermelho-maduro (41.3°) (SHEWFELT; THAI; DAVIS,
1988; SUCHETA et al., 2019; KASAMPALIS; TSOUVALTZIS; SIOMOS, 2020). Sendo
um fruto climatérico, tomates podem ser colhidos com coloragao predominantemente
verde, mais precisamente no estadio denominado breaker, caracterizado pelo inicio
da coloragéo avermelhada na regiao estilar do fruto (SANTOS JR. et al., 2005). Outro
fator importante para o processo de maturacédo € a temperatura de armazenamento.
Temperaturas excessivamente elevadas prejudicam a coloragao final, uma vez que a
producdo de etileno é inibida e, consequentemente, a produgdao de licopeno.
Temperaturas muito baixas, por sua vez, afetam negativamente o sabor e a
uniformizagdo da maturacao (Figura 2.3) (CANTWELL, 2010).

Figura 2.3 - Faixa de temperatura ideal para o armazenamento de frutos de tomateiros.
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Fonte: Cantwell (2010)

A aceitabilidade de alimentos por parte do consumidor envolve,
naturalmente aspectos que transcendem apenas a aparéncia e a apresentacao,
estendendo-se a outras caracteristicas perceptivas como o sabor, aroma e

caracteristicas nutricionais. Os lipidios componentes dos alimentos estdo sujeitos a
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oxidagao lipidica, processo que causa alteragdes indesejaveis ao produto,
depreciando-o e provocando a sua rejeicao. Os danos da oxidagao resultam em
deterioragdo do aroma e do sabor, alteracbes na cor e na aparéncia e perda na
qualidade nutricional do alimento (EMBUSCADO, 2015). Os lipideos podem ser
oxidados por diferentes reagdes. Na reacao hidrolitica, enzimas, aliadas a acdo do
calor e da umidade, produzem acidos graxos livres. Na oxidagao enzimatica, enzimas
lipoxigenases, atuando sobre acidos graxos insaturados, produzem espécies reativas
de oxigénio. Na fotoxidag&o de gorduras insaturadas, a radiagdo UV atua em conjunto
com fotossensibilizadores, como a clorofila (RAMALHO; JORGE, 2006). A
representacao abaixo ilustra a etapa primeira e a propagagao da oxidagao lipidica de

acidos graxos insaturados (LH).

LH+R —- L+RH
L*+ O2— LOO*
LOO' + LH — L* + LOOH

Antioxidantes sao compostos ou sistemas que inibem ou interrompem
a formacéo de radicais livres através de mecanismos como a) eliminagéao de espécies
reativas de oxigénio, b) quelatizagdo de ions metalicos, c) interrompimento de cadeias
de reagao de oxidagao e d) redugédo da concentragdo de O2 (BREWER, 2011). Os
principais antioxidantes encontrados em alimentos sdo os compostos fendlicos
(tocoferdis, polifendis, acidos fendlicos e lignanas) e o acido ascorbico. Porém,
compostos outros como carotenoides (B-caroteno, licopeno), aminoacidos (glicina,
metionina, triptofano, prolina, lisina), produtos da reagdo de Maillard, fosfolipidios e
esterois também atuam como antioxidantes naturais (CHOE; MIN, 2009). Existem
fundamentalmente dois mecanismos através dos quais os compostos fendlicos
exercem sua atividade neutralizadora de espécies reativas de oxigénio: a
transferéncia de um atomo de hidrogénio a partir de um grupo OH e a transferéncia
de elétrons seguida da transferéncia de protons (LORENZO et al., 2018) .

L'+AH - LH + A’
LOO" + AH — LOOH + A
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Existem varias metodologias para a determinagdo da atividade
antioxidante em alimentos. Os métodos DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) e FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) sdo amplamente utilizados tendo em vista a
simplicidade e o relativamente baixo custo. DPPH configura-se como um radical livre
estavel (DPPH") que é reduzido ao reagir com o composto doador de hidrogénio
(antioxidante). O método FRAP, por sua vez, baseia-se na redugido do Fe*?
(PISOSCHI; NEGULESCU, 2012; CSEPREGI et al., 2016). A interagédo entre plantas
e a microbiota do solo pode influenciar a atividade oxidante de espécies vegetais. A
inoculagao e coinoculagao do FMA C. claroideum EZZ 54 com algas S. incrassatulus
R83 e Synechocystis sp. R10, elevou a atividade oxidante em plantas de manjericao,
sendo que tal incremento pode ser observado em ambas metodologias utilizadas no
trabalho (DPPH e FRAP) (HRISTOZKOVA et al., 2017). G. etunicatum, G.
microaggregatum, G. intraradices, G.claroideum, G. mosseae e G. geosporum em
coinoculagdo em pimenta elevou a capacidade antioxidante (metodologia FRAP)
embora ndo tenham sido constatados maiores teores de carotenoides em plantas
micorrizadas (NEDOROST; VOJTISKOVA; POKLUDA, 2014). R. irregularis elevou a
capacidade antioxidante em plantas de orégano para ambas as metodologias de
avaliacdo (FRAP e DPPH) (SALEH et al., 2020). Espécies bacterianas de trés
diferentes géneros (B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, B. polymyxa, B.
macerans, P. fluorescens, P. putida e N. corallina) em coinoculagdo com os fungos S.
cerevisiae e T. viride na presenga ou auséncia de substancias humicas (acidos
hamicos e fulvicos) apresentaram resultados distintos para as metodologias DPPH e
FRAP. Para esta ultima, houve diferenca significativa na atividade antioxidante apenas
para o tratamento que recebeu substancias humicas. Para a metodologia DPPH, a
atividade antioxidante em plantas submetidas as substédncias humicas foi
significativamente maior que em plantas onde acidos fulvicos e humicos foram
utilizados conjuntamente com a micorrizacdo (SCHOEBITZ et al.,, 2019). Tais
resultados demonstram a influéncia de fatores ambientais e genéticos na atividade
antioxidante enquanto resposta a inoculagdo e coinoculagdo de microrganismos

simbidticos ou associativos em plantas.
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3 ARTIGO A
BACTERIAS ASSOCIATIVAS E FUNGO MICORRIZICO ARBUSCULAR PROMOVEM
MAIOR DESENVOLVIMENTO DE MUDAS DE TOMATEIRO

RESUMO

A producéo de mudas em tomateiros, assim como ocorre em outras espécies vegetais,
configura-se como uma etapa de fundamental importancia para o sucesso do
empreendimento agricola. Neste contexto, compostos bioestimulantes podem
favorecer sobremaneira o desenvolvimento e a formacdo de mudas de qualidade,
impactando positivamente no ciclo produtivo da cultura. O objetivo dos estudos foi
avaliar o comportamento de mudas de tomateiro inoculadas e coinoculadas com
bactérias associativas e fungo micorrizico arbuscular. O trabalho foi dividido em duas
etapas: na primeira, quatro gendtipos de tomateiros foram inoculados com cinco
isolados bacterianos provenientes do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo e as sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno com 128
células. O delineamento experimental foi blocos casualizados com seis tratamentos e
quatro repeticoes, contemplando cinco diferentes isolados bacterianos. Foram
avaliadas a massa seca da parte aérea (MSPA) e a massa seca da raiz (MSR) das
mudas de tomateiro em casa de vegetacdo. Os resultados demonstraram que nao
ocorreu interagao entre os gendtipos e os isolados. Os isolados Stenotrophomonas
sp. (1S) e Enterobacter sp.(19S) incrementaram a MSPA das mudas em 24,32% e
18,91% e a MSR em 27,27% e 18,18% respectivamente. Na segunda etapa,
conduzida em estufa, as sementes de tomateiro — cv. BRS-Nagai — foram inoculadas
e coinoculadas com os isolados Stenotrophomonas sp. e Enterobacter sp. e o fungo
micorrizico arbuscular (FMA) Rhizophagus clarus, proveniente do Departamento de
Ecologia Microbiana da Universidade Estadual de Londrina. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados em esquema fatorial 2 x 4. Foram avaliadas
a taxa de emergéncia (TE), o tempo médio de emergéncia (TME), o indice de
velocidade de emergéncia (IVE), a MSPA, MSR e variaveis relacionadas ao diametro,
comprimento, numero e area superficial de raizes. N&o ocorreu interacdo entre os
isolados bacterianos e o FMA e nao houve influéncia dos tratamentos na TE, TME e
IVE. As mudas semeadas em substratos micorrizados apresentaram incremento de
29,13% em MSPA, 18,56% em MSR, maior didmetro médio e maior numero total de
raizes.

ABSTRACT

Production of seedlings in tomato plants, as well as in other plant species, is a very
important stage for the success of the agricultural enterprise. In this context,
biostimulant compounds can greatly promote the development and formation of quality
seedlings, positively impacting the crop's production cycle. The study aimed to
evaluate the performance of tomato seedling inoculated and co-inoculated of potential
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plant growth-promoting bacteria and an arbuscular mycorrhizal fungus. The study was
divided into two stages: in the first, four tomato genotypes were inoculated with five
bacterial isolates from the Department of Biochemistry and Biotechnology at the
Universidade Estadual de Londrina. The experiment was conducted in a greenhouse
and the seeds were sown in polystyrene trays with 128 cells. The experimental design
was randomized blocks with four replicates and six treatments, comprising five
different bacterial isolates. Shoot dry mass (MSPA) and root dry mass (MSR) of tomato
seedlings were evaluated. The results showed that there was no interaction between
genotypes and isolates. Isolates Stenotrophomonas sp. (1S) and Enterobacter sp.
(19S) increased the seedling MSPA by 24.32% and 18.91% and the MSR by 27.27%
and 18.18% respectively. In the second stage, conducted in a greenhouse, the tomato
seeds - cv. BRS-Nagai - were inoculated and co-inoculated with the isolates
Stenotrophomonas sp. and Enterobacter sp. and the arbuscular mycorrhizal fungus
(FMA) Rhizophagus clarus, from the Department of Microbial Ecology at the
Universidade Estadual de Londrina. Emergence rate (TE), emergence time (TME),
emergence speed index (IVE), MSPA, MSR and variables related to the diameter,
length, number and surface area of roots were evaluated. There was no interaction
between bacterial isolates and AMF and there was no influence of treatments on TE,
TME and IVE. Seedlings sown on mycorrhized substrates showed an increase of
29.13% in MSPA, 18.56% in MSR, a larger mean diameter and a greater total number
of roots.

INTRODUGAO

A produgdo de mudas sadias e vigorosas em espécies olericolas
constitui-se em uma importante etapa para o sucesso do ciclo de producdo. Neste
aspecto, a utilizagdo de substancias denominadas bioestimulantes agricolas
apresentam-se como um insumo de origem bioldgica de potencial importancia para o
desenvolvimento inicial dessas espécies vegetais. Outro fator a se considerar é o
modo de propagacéo por intermédio de mudas, fato que pode facilitar inoculagdes via
semente ou substrato. Salienta-se, ainda, que estudos demonstram que tomateiros
estabelecem relagcbes simbidticas e associativas com varias espécies de
microrganismos que habitam a rizosfera e o solo nao rizosférico, entre eles bactérias
dos géneros Pseudomonas, Azospirillum, Enterobacter e Stenofrophomonas e fungos
micorrizicos arbusculares.

Em tomateiros, bactérias do género Pseudomonas sp. estimularam a
germinagao e o desenvolvimento de mudas (ROJAS-SOLIS et al., 2016; WIDNYANA,;
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JAVANDIRA, 2016), aumentaram o comprimento e a massa seca de raiz e parte aérea
(ISLAM et al., 2013; AMROTIM et al., 2018), incrementaram o numero de flores e
frutos (PHUKAN et al., 2016) e induziram a resisténcia de plantas a fitopatogenos
(MANIKANDAN et al., 2010). Efeitos protetivos contra bactérias e fungos patogénicos
foram também proporcionados pela inoculagdo de Azospirillum sp. em tomateiros
(FUJITA et al., 2017). A. brasilense Sp7-S e Sp245 favoreceram a germinagao e o
vigor e o desenvolvimento de parte aérea e raiz (MANGMANG et al.,, 2015). A.
brasilense Az em coinoculagdo com o fungo T. harzianum intensificou a fixagc&o
biolégica do nitrogénio e favoreceu o desenvolvimento de mudas de tomateiro
(KATANY, 2010). Enterobacter sp. apresenta diversos mecanismos promotores do
crescimento de plantas como aumento na captagdo de nutrientes, indugido de
resisténcia a patogenos e sintese de compostos benéficos (JHA et al., 2011). E.
hormaechei incrementou 0 comprimento de raizes e a massa seca de plantas de
tomateiro (VAIKUNTAPU et al., 2014). Enterobacter C7 incrementou a absorgéao de
fésforo e o desenvolvimento de plantas (IBORT et al., 2018). Do mesmo modo,
Stenotrophomonas sp. se caracteriza por ser um género comumente encontrado em
solos e plantas (RYAN et. Al., 2009). Em tomateiros, S. rhizophila incrementou o
comprimento e a massa seca de parte aérea (SCHIMIDT et al., 2012). S. maltophilia
apresentou atividade antibacteriana contra R. solanacearum (ELHALAG et al., 2016).

Fungos micorrizicos arbusculares podem estabelecer simbiose com
mais de 90% das espécies vegetais conhecidas (DU JARDIN, 2015). R. clarus
apresenta-se com grande potencial para o desenvolvimento de inoculantes
microbianos tendo em vista a sua elevada capacidade de infectividade a sua baixa
especificidade (CELY et al.,2016; SALGADO et al., 2016; KOYAMA et al., 2017).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento de mudas
de tomateiro inoculadas e coinoculadas com bactérias associativas e fungo

micorrizico arbuscular.

MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos em casa de vegetagao e estufa no

municipio de Londrina, Parand, Brasil (23° 23'S e 51° 11°0), clima subtropical Cfa
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(Képpen). Foram utilizados cinco isolados bacterianos pertencentes a colegao
biolégica do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual
de Londrina, selecionados a partir de triagem prévia realizada em tomateiros
cultivados em vasos, em estufa. No primeiro estudo, o delineamento experimental foi
blocos casualizados com seis tratamentos, quatro repeticbes e 28 sementes por
parcela. Os cinco isolados utilizados e respectivos codigos foram Azospirillum
brasilense — AbVS5, Pseudomonas sp. (126), Azospirillum sp. (4.3.3.2 NFB),
Enterobacter sp. (19S) e Stenotrophomonas sp. (1S).

Os isolados foram multiplicados em meio Dygs liquido por 48 horas
sob agitagdo em incubadora orbital a 120 rpm e temperatura de 28°C. Posteriormente,
os isolados foram transferidos para meio MCA4 e novamente colocados sob agitagcéo
por 48 horas a 28°C. A concentragao de células foi determinada por leitura em camara
de Neubauer e ajustada para 1 x 108 células por semente no momento da inoculagao
(BALDANI et al., 2014). A inoculagao foi efetuada sobre as sementes, baseada em
volume por peso, procedendo-se a semeadura logo apds a inoculagéo.

As sementes inoculadas de quatro diferentes gendtipos de tomateiro
foram semeadas em bandejas plasticas de 128 células, com volume de 22 mL por
célula, utilizando-se o substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®. Os gendtipos
utilizados e respectivos cultivares foram: Saladete (BRS-Nagai), Industrial (N-901),
Grape (Sweet Heaven) e Porta-enxerto (Woodstock) e o estudo foi conduzido em casa
de vegetacdo sob temperatura controlada (26°C). O experimento totalizou 24
bandejas (seis tratamentos e quatro repeti¢des), de modo que cada bandeja, contendo
um isolado, foi semeada com os quatro gendtipos na quantidade de 28 sementes por
genotipo. Aos 28 dias apds a semeadura, foram coletadas 10 plantas por gendtipo
para avaliacao de massa seca de raiz e massa seca de parte aérea, totalizando 960
plantas avaliadas. Para mensuracdo da massa seca, as plantas foram acondicionadas
em estufa com ventilagdo forgada a 65° C até atingirem massa constante.

O segundo estudo foi conduzido em estufa na Universidade Estadual
de Londrina. A cultivar BRS-Nagai foi semeada em bandejas plasticas de 128 células
contendo o substrato comercial MecPlant®. Parte desse mesmo substrato foi
inoculada com o fungo micorrizico arbuscular Rhizophagus clarus (esporos, micélio e
raizes colonizadas) proveniente do Laboratério de Ecologia Microbiana da
Universidade Estadual de Londrina, em uma concentragao de 50 esporos por célula

da bandeja. Os procedimentos de multiplicagdo dos isolados, o ajuste na
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concentragdo de células e a inoculagdo seguiram os procedimentos adotados no
estudo anterior.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em
esquema fatorial 2 x 4 com quatro repeticées. O primeiro fator foi representado por
dois niveis, com e sem R. clarus, enquanto o segundo fator foi representado pelos
isolados bacterianos Stenotrophomonas sp. (1S); Enterobacter sp. (19S); 1S + 19S e
plantas n&o inoculadas (T).

No 5° dia apdés a semeadura, iniciou-se o registro de plantulas
emergidas para determinagao da taxa de emergéncia, tempo médio de emergéncia
(LABOURIAU & VALADARES, 1976) e o indice de velocidade de emergéncia
(MAGUIRE, 1962). Foram consideradas emergidas as plantulas que apresentavam os
cotilédones acima do substrato (SOUZA et al., 2013), sendo que as avaliagdes se
prolongaram até o 12° dia apds a semeadura. Decorridos 25 dias apds a semeadura,
foram amostradas 10 plantas por tratamento para a determinagdo de massa seca da
parte aérea e massa seca de raiz. Preliminarmente aos procedimentos para avaliacao
da massa seca, quatro plantas de cada tratamento tiveram suas raizes digitalizadas
em resolucdo 300 dpi para determinacdo do didmetro médio, area, comprimento,
volume e numero de raizes por intermédio do software GiA Roots (GALKOVSKY!I et
al., 2012).

Os dados foram avaliados em relacdo aos pressupostos de
normalidade dos erros e homogeneidade das variancias pelos testes de Shapiro-Wilk
e Bartlett, respectivamente (p>0,05). Atendidos os pressupostos, os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software R (R Core
Team, 2020).

RESULTADOS

Experimento 1 — Efeitos dos Isolados

Mudas de tomateiro inoculadas com Stenotrophomonas sp. e com
Enterobacter sp. apresentaram incremento de massa seca. Stenofrophomonas sp.

aumentou a massa seca de parte aérea e de raiz em 21,94% e 22,27%
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respectivamente. Mudas inoculadas com Enterobacter sp. tiveram acréscimo de
16,47% e de 13,10% na massa seca de parte aérea e sistema radicular,
respectivamente. Azospirillum brasilense sp. e Pseudomonas sp. ocasionaram a

reducédo da massa seca da parte aérea e massa seca total (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Massa seca de parte aérea (MSPA); massa seca de raiz (MSR) e massa seca total (MST)
de mudas de tomateiro inoculadas com diferentes isolados de BPCP. Londrina, 2020.

Isolados MSPA (g) MSR (g) MST (g)

Stenotrophomonas sp. 0.4568 a 0.1400 a 0.5968 a

Enterobacter sp. 0.4363 ab 0.1295 ab 0.5658 ab

Azospirillum sp. 0.3858 bc 0.1202 b 0.5060 bc

TEST 0.3746 ¢ 0.1145 bc 0.4892 ¢

Azospirillum brasilense 0.3000 d 0.0997 cd 0.3997 d

AbV5

Pseudomonas sp. 0.2585d 0.0892d 0.3478d

CV (%) 21.7 22.2 20.3

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Experimento 2 - Micorriza x Isolados

Foram observados valores similares entre os tratamentos para as
variaveis taxa de emergéncia, tempo médio de emergéncia e indice de velocidade de
emergéncia (Tabela 3.2).

Avaliagbes relacionadas as dimensdes do sistema radicular das
mudas nao revelaram interagdo significativa entre os tratamentos. Mudas que se
desenvolveram em substrato micorrizado, no entanto, apresentaram maior didmetro
médio e maior numero de raizes (Tabela 3.3).

Para as variaveis de massa seca, ndo ocorreu interacao significativa
entre os diferentes tratamentos. Ndo obstante, mudas micorrizadas apresentaram
incrementos de 29,13%, 18,42% e 27,56% em massa seca de parte aérea, massa

seca de raiz e massa seca total, respectivamente (Tabela 3.4).
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Tabela 3.2 - Taxa de emergéncia (TE); tempo médio de emergéncia (TME) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) de mudas de tomateiro inoculadas e coinoculadas com fungo micorrizico arbuscular

e diferentes isolados bacterianos. Londrina, 2020.

FMA ISOL TE (%) TME (dias) IVE
Stenotrophomonas sp. 95.53 743 3.7
Enterobacter sp. 94.64 7.22 3.75
o Sonctphomonas<p. g 707 358
T 91.96 6.98 3.76
Stenotrophomonas sp. 94.64 713 3.78
Enterobacter sp. 91.07 7.22 3.65
T 94.64 719 3.75

FMA (A) 1.0000(" 0.9224 0.7625

ISOL (B) 0.2970 0.7757 0.4368

AXB 0.7253 0.3986 0.9297
CV (%) 6.4 5.4 7.8

FMA (R. Clarus); ISOL (Isolados); T (mudas nao inoculadas).
(Wp-valor do Teste F de Fisher.
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Tabela 3.3 - Diametro médio de raizes (DMR); numero total de raizes (NTR); area superficial total de
raizes (AST); comprimento total de raizes (CTR) e volume total de raizes (VTR) em mudas de tomateiro
inoculadas e coinoculadas com fungo micorrizico arbuscular e diferentes isolados bacterianos.

Londrina, 2020.

NTR AST CTRO® VTR
Fator Tratamento DMR (mm)
(cm?) (cm) (cm3)
Stenotrophomonas sp. 0.0459 56.75 102.48 712.23 1.42
Enterobacter sp 0.0458 50.75 119.87 826.14 1.68
Isolado Stenotrophomonas sp.
0.0455 56.5 116.56 820.94 1.59
+ Enterobacter sp.
T 0.0459 58.5 114.53 793.94 1.58
FMA Com 0.0465* 58.69* 116.53 801.93 1.64
Sem 0.0450 52.57 109.99 774.69 1.50
FMA (A) 0.01730(" 0.04764 0.43390 0.75709  0.25324
ISOL (B) 0.92712 0.28845 0.48632 0.45266  0.46280
AXB 0.09389 0.56267 0.37105 0.29431 0.38776
CV (%) 3.4 14.8 20.5 10.3 20.6

FMA (R. Clarus); ISOL (Isolados); T (mudas nao inoculadas).
® Dados transformados. * Significativo a 5% pelo Teste F de Fisher. (') p-valor do Teste F de Fisher.



44

Tabela 3.4 - Massa seca de parte aérea (MSPA); massa seca de raiz (MSR); massa seca total (MST)
e razao MSPA/MSR em mudas de tomateiro inoculadas e coinoculadas com fungo micorrizico
arbuscular e diferentes isolados bacterianos. Londrina, 2020.

Fator Tratamento MSPA (g) MSR (g) MST (g) MSPA:MSR
Stenotrophomonas sp. 0.505 0.078 0.583 6.500
Enterobacter sp 0.565 0.093 0.659 6.039
Isolado Stenotrophomonas sp. 0.078 0.577 6.395
0.499
+ Enterobacter sp.
T 0.539 0.084 0.623 6.348
Com 0.594* 0.090* 0.685* 6.6140*
FMA
Sem 0.460 0.076 0.537 6.0279
FMA (A) 0.00005(" 0.00286 0.00006 0.00851
ISOL (B) 0.28012 0.06117 0.21578 0.42970
AXB 0.66670 0.81703 0.69221 0.55974
CV (%) 141 14.2 13.7 9.0

FMA (R. Clarus); ISOL (Isolados); 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas nao
inoculadas).
* Significativo a 5% pelo Teste F de Fisher. () p-valor do Teste F de Fisher.

DISCUSSAO

No primeiro experimento, ndo foi estudado o efeito do gendétipo, sendo
o0 mesmo adicionado ao modelo como efeito aditivo e sem termos de interagdo com o
fator principal (isolados). Os isolados Stenotrophomonas sp. e Enterobacter sp.
incrementaram a massa seca de parte aérea e de sistema radicular de mudas de
tomateiro (Tabela 1). Stenotrophomonas sp. possui ampla distribuicdo, podendo ser
encontrada em varias regides do planeta habitando a rizosfera de varias espécies
vegetais ou, ainda, como um microrganismo endofitico facultativo (RYAN et al.,
2009b). Estudos tém demonstrado que bactérias do género Stenotrophomonas
podem favorecer o desenvolvimento de plantas através de mecanismos diretos e
indiretos, tais como antagonismo a fungos fitopatogénicos (ELHALAG et al., 2016b;
ROJAS-SOLIS et al., 2018; MARINA et al., 2019), tolerancia ao stress salino (ALAVI
et al., 2013; SINGH; JHA, 2017), fixagdo biolégica do nitrogénio e producgédo de
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fitohormdnios (PARK et al., 2005; LIBA et al., 2006), solubilizacédo de nutrientes
minerais (PEREZ-PEREZ et al., 2020) e degradacéo de xenobiéticos (PINSKI et al.,
2020).

Em tomateiros, S. rhizophilia elevou a produtividade de plantas
inoculadas com o virus do mosaico do pepino (CVM) (DASHTI et al., 2014). S.
rhizophilia, inoculadas em sementes de tomateiro, apresentou capacidade de
colonizar sistema radicular e parte aérea, incrementando a massa seca das plantas
devido, provavelmente, ao efeito antagonico a fungos fitopatogénicos (SCHMIDT et
al., 2012a). S. maltophilia revelou potencial para controle de Colletotrichum
nymphaeae, e para a produgao de quitinase, protease, pectinase, sideroforos e acido
indol-3-acético (AlA), elevando, por uma combinagdo sinérgica de efeitos, o
comprimento de raiz e parte aérea em plantas de tomateiro (ALIJANI et al., 2020). Em
trabalho prévio, Stenotrophomonas sp. cepa 1S, utilizada nesse estudo, promoveu
incremento na massa seca de parte aérea de plantas de tomateiros aos 40 dias apds
a semeadura (ZULUAGA et al., 2020).

A familia Enterobacteriaceae engloba dezenas de géneros de
microrganismos. O género Enterobacter possui varias espécies que atuam como
promotora do crescimento de plantas através de mecanismos como producao de
compostos como acido 1-aminociclopropano 1-carboxilico (ACC) e acido indol-3-
acético (AlA), fixagéo bioldgica do nitrogénio, solubilizagédo de nutrientes e indugéo de
resisténcia ao stress bidtico e abidtico (JHA et al., 2011; GOUDA et al., 2018).
Enterobacter 64S1 apresentou elevada capacidade de solubilizagcdo de fdsforo,
promovendo incremento na massa seca de raiz e parte aérea, altura de plantas e area
foliar de mudas de tomateiro (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2020). Enterobacter ludwigii
aumentou o comprimento de raizes e a massa seca de mudas de tomateiro
previamente inoculadas com F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, demonstrando,
também antagonismo a este fitopatogeno (BENDAHA; BELAOUNI, 2020). E.
radicincitans incrementou significativamente a massa seca de raiz e parte aérea e a
altura de plantas de tomateiros, tanto em regimes de alta como de baixa fertilizag&o
nitrogenada (BERGER; BROCK; RUPPEL, 2013). Enterobacter C7 aumentou a
massa fresca total e a absorg¢ao de fosforo por plantas de tomateiros (IBORT et al.,
2018). E. absuriae BQ9 induziu a resisténcia de plantas ao virus do frisado amarelo
do tomateiro (TYLCV) (LI et al., 2016). Enterobacter sp. cepa 19S, utilizada nesse
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estudo, incrementou a massa seca da parte aérea de plantas de tomateiro (cv. Santa
Cruz Kada Gigante) avaliadas aos 40 dias de idade (ZULUAGA et al., 2020),

A inoculagdo e coinoculagdo de isolados e o fungo micorrizico
arbuscular R. clarus nao influenciaram a taxa de emergéncia, o tempo médio de
emergéncia e o indice de velocidade de emergéncia das plantulas de tomateiro
(Tabela 3.2). Tal constatagao revela-se desejavel, uma vez que 0s microrganismos
utilizados ndo apresentaram nenhum efeito nocivo as sementes ou mesmo prejuizo
ao processo de germinagao e emergéncia das plantulas.

No que diz respeito as avaliagdes referentes as dimensdes do sistema
radicular e a massa seca das mudas e suas respectivas razbes, nao foi constatada
interacdo entre os tratamentos; n&o obstante, mudas semeadas em substrato
micorrizado apresentaram maior didmetro médio de raizes, numero de raizes, massa
seca de parte aérea e massa seca de raiz (Tabelas 3 e 4). Tais resultados corroboram
trabalhos outros que demonstraram efeitos positivos da inoculagédo de fungos
micorrizicos arbusculares em mudas de tomateiros.

A inoculagéo de G. intraradices e G. mosseae incrementou a massa
seca de raiz e parte aérea de mudas de tomateiro semeadas em substrato turfoso
pobre em nutrientes (ABDULKAREEM; ATEKA; TUROOP, 2018). A aplicagdo de
formulagdes comerciais contendo G. etunicatum, G. viscosum, G. intraradices e G.
mosseae incrementaram a altura e o diametro de colmo, o numero de folhas e a area
foliar e a massa seca de parte aérea e de raiz de mudas de tomateiro (OSENI;
SHONGWE; MASARIRAMBI, 2010; CANDIDO et al., 2013). Incrementos de massa
seca de parte aérea e de raiz foram também obtidos pela coinoculagao de diferentes
espécies de fungos micorrizicos arbusculares (G. mosseae, G. etunicatum, G.
intraradices, G. clarum e G. caledonium) ao longo de trés anos consecutivos. Mudas
de tomateiro inoculadas com as cinco espécies mencionadas apresentaram, ainda,
maiores teores de fésforo e zinco na parte aérea (ORTAS et al.,, 2013). Quando
utilizados isoladamente, G. clarum (atualmente R. clarus) foi a espécie que
proporcionou 0s maiores incrementos de massa seca nos trés anos de estudo. Fungos
micorrizicos arbusculares (R. irregularis, R. intraradices e F. mosseae) também foram
efetivos em mitigar os efeitos do stress hidrico em mudas de tomateiro (MOHAMED;
BARRY; MEASHAM, 2016; RONGA et al., 2019). A raz&o entre a massa seca da parte
aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) foi maior em mudas semeadas em

substrato inoculado com R. clarus (Tabela 4). A razdo 6tima entre MSPA: MSR,
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objetivando elevadas produtividades, vem sendo pesquisada ha décadas. Plantas
com sistemas radiculares (drenos) mais eficientes na captagéo de nutrientes, poderéao
alocar maior biomassa em estruturas fotossintetizantes (fontes) (CHANG; ZHU, 2017).
A plantas colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares apresentam alteragdes na
arquitetura de seus sistemas radiculares, emitindo uma maior quantidade de raizes
laterais (PASZKOWSKI; GUTJAHR, 2013) as quais, por sua vez, sdo as maiores
responsaveis pela captagao de agua e nutrientes (MCCULLY; CANNY, 1988). A este
fato adiciona-se a extensa rede de hifas fungicas que se desenvolve a partir do
sistema radicular, aumentando a capacidade exploratdria das raizes na busca por
agua e nutrientes (POZO et al., 2015). Estudo pioneiro em tomateiros revelou razéo
MSPA: MSR de 5:1 para a fase vegetativa, razdo, portanto, inferior aos valores obtidos
no presente estudo (RICHARDS, 1981). Trabalho com aeragdo de raizes de
tomateiros revelou que a elevacdo da produtividade foi acompanhada por um
incremento da razdo MSPA: MSR (BHATTARAI; PENDERGAST; MIDMORE, 2006).
Por outro lado, fatores abioticos adversos, como o stress salino, reduzem a razao
MSPA: MSR (MAGGIO et al., 2007). Plantas de tomateiro inoculadas com R.
intraradices apresentaram maior tolerancia a stress abidtico, elevacao nos teores de
compostos fendlicos e maior razdo MSPA:MSR (GONZALEZ-GONZALEZ et al.,
2020a). Tais resultados demonstram que uma maior razdao MSPA:MSR,
proporcionada pela inoculacdo de FMA, pode favorecer o desenvolvimento e a

produtividade da cultura, mesmo em condi¢des adversas.

CONCLUSAO

No experimento 1, conduzido em casa de vegetagdo em condigdes de
temperatura controlada, a inoculagao dos isolados Stenotrophomonas sp. cepa 1S e
Enterobacter sp. cepa 19S incrementaram a massa seca de raiz e parte aérea em
mudas de tomateiro, diferentemente dos isolados Azospirillum brasilense AbV5 e
Pseudomonas sp. que provocaram a reducio nos valores dessas variaveis.

No experimento 2, conduzido em estufa, os isolados
Stenotrophomonas sp. cepa 1S e Enterobacter sp. cepa 19S nao proporcionaram

incremento as variaveis estudadas. R. clarus, por sua vez, aumentou o numero total
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e o diametro médio de raizes, a massa seca de parte aérea e de raizes e a razao
MSPA:MSR em mudas de tomateiros.

4 ARTIGO B

FUNGO MICORRIZICO ARBUSCULAR R. cLARUS E BACTERIAS PROMOTORAS
DO CRESCIMENTO MODIFICAM PARAMETROS FISIOLOGICOS E BIOMETRICOS
DE TOMATEIROS SOB CULTIVO ORGANICO

RESUMO

As inter-relagbes entre as espécies vegetais e a microbiota sdo marcadas pela
universalidade e pela complexidade. Fatores bidticos e abidticos sdo determinantes
para os resultados dessas associagdes, as quais podem sofrer significativas
alteracgdes ao longo do ciclo de vida da planta. O objetivo do experimento foi avaliar o
comportamento de tomateiros inoculados e coinoculadas com Stenotrophomonas sp.
1S, Enterobacter sp. 19S e R. clarus, transplantados em vasos e conduzidos em
estufa. O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema fatorial
2 x 4 com quatro repeti¢cdes. Foram avaliadas a altura de plantas (AP), distancia entre
cachos, teores de proteina e das enzimas catalase, peroxidase e fenilalanina aménia-
liase (FAL), SPAD, massa seca de raiz (MSR), percentual de colonizagao micorrizica
(%CM), massa fresca de frutos por planta (MFFPP), massa fresca média de frutos
(MFMF), comprimento e largura de frutos, teores de sdlidos soluveis (SS) e acidez
titulavel (AT) de frutos. Nao houve interacdo ou efeito dos tratamentos para as
variaveis AP, MSR, %CM, MFFPP, MFMF, AT e FAL e SPAD. Nos tratamentos que
nao receberam isolados bacterianos, a micorrizacdo provocou reducéo de 17,46% e
15,15% na distancia entre o 1° e 2° cachos e entre o0 2° e 3° cachos respectivamente.
Nos tratamentos que ndo receberam micorrizacao, o isolado Enterobacter sp. reduziu
em 22,53% a distancia entre o 1° e o 2° cacho. Nao ocorreu interagdo entre os
tratamentos para os teores de proteina e enzimas. Tratamentos micorrizados
apresentaram teor de proteina 19,95% menor e teores de catalase e peroxidase
49,28% e 57,48% maiores, respectivamente. Teores de sélidos soluveis foram
ligeiramente maiores em tratamentos que n&o receberam a micorrizagéo.
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ABSTRACT

The interrelationships between plant species and microbiota are marked by
universality and complexity. biotic and abiotic factors determine the results of these
associations, which can change significantly throughout the plant life cycle. The aimed
of the experiment was evaluate the performance of tomato inoculated and coinoculated
with Stenotrophomonas 1S, Enterobacter 19S e R. clarus transplated into pots and
grown in greenhouse. The experimental design was randomized blocks in 2 x 4
factorial design with four replicates. Plant height (AP), distance between trusses,
protein, catalase, peroxidase and phenylalanine ammonia lyase (FAL) content, SPAD,
root dry mass (MSR), percentage of mycorrhizal colonization (% CM) fresh fruit mass
per plant (MFFPP), average fresh fruit mass (MFMF), fruit length and width, soluble
solids (SS) and titratable acidity (AT) of fruits were evaluated. There was no interaction
or effect of treatments for the variables AP, MSR, %CM, MFFPP, MFMF, AT, FAL and
SPAD. Treatments that did not receive bacterial isolates, mycorrhization caused a
reduction of 17.46% and 15.15% in the distance between the 1st and 2nd trusses and
between the 2nd and 3rd trusses respectively. Treatments that did not receive
mycorrhization, Enterobacter sp. reduced the distance between the 1st and 2nd truss
by 22.53%. There was no interaction between treatments for protein and enzyme
contents. Mycorrhizal treatments had a 19.95% lower protein and a 49.28% and
57.48% higher catalase and peroxidase content, respectively. Soluble solids contents
were slightly higher in treatments that did not receive mycorrhization.

INTRODUCAO

Enquanto organismos fotossintetizantes, as plantas, em sua enorme
diversidade biolégica, possibilitam a existéncia de vida heterotréfica nos mais variados
ambientes terrestres através do aporte de carbono orgénico nos ecossistemas. Tal
sucesso evolutivo, e toda a explosdo de vida dele decorrente, deve-se,
fundamentalmente, a centenas de milhdes de anos de evolugao e coevolugido, onde
0os vegetais e a microbiota do solo desenvolveram intrincados e fascinantes
mecanismos correlacionais. Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) constituem-se
em um exemplo bastante ilustrativo dessas inter-relagdes, estabelecendo simbiose
com a grande maioria das espécies vegetais, cultivadas e nao cultivadas (WILLIS;
RODRIGUES; HARRIS, 2013; NANJUNDAPPA et al.,, 2019). O mutualismo
obrigatério entre plantas e FMAs acarretam beneficios varios as plantas como maior
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tolerancia a stress biodtico (ataque de pragas e doengas) e abidtico (deficiéncias
nutricionais, salinidade, seca) (AUGE; TOLER; SAXTON, 2015; SONG et al. 2015). A
planta, por sua vez, fornece a seu hdspede carbono orgénico a partir de interessantes
estruturas intracelulares em forma de arbusto, denominadas, bastante
adequadamente, de arbusculos (BERRUTI et al., 2016).

Fungos micorrizicos arbusculares, por sua vez, interagem também
com outros microrganismos presentes no solo, entre eles as bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP). Estas associagdes entre organismos pertencentes a
diferentes dominios podem ocorrer tanto em nivel de rizosfera (regido do solo que
sofre influéncia do sistema radicular) e hifosfera (regido do solo préxima ao micélio
fungico) como em nivel intracelular, por intermédio de bactérias que habitam o interior
das células fungicas (endobactérias) (BONFANTE, 2003; NANJUNDAPPA, et al.,
2019). Os resultados dessas relagdes interespecificas manifestam-se na forma de
beneficios diversos as plantas como aumento na capacidade de absor¢ao de agua e
nutrientes, maior tolerancia a stress bidtico e abidtico e melhorias na qualidade do
produto (ZHANG et al., 2014; 2018).

Em espécies horticolas, a coinoculacdo de FMA e BPCB demonstra
sinergismo a medida que potencializa os efeitos promotores de crescimento e de
qualidade na pés-colheita em varias espécies (EMMANUEL; BABALOLA, 2020). Em
tomateiros, mais especificamente, a coinoculacdo de FMAs e bactérias do género
Pseudomonas incrementaram a produtividade. Isoladamente, Pseudomonas
melhorou o sabor e FMAs elevaram os teores acido citrico em frutos (BONA et al.,
2017). Streptomices e Bacillus, em coinoculagdo com FMAs e Trichoderma elevaram
os teores de sodlidos soluveis, minerais, licopeno, acido ascérbico e compostos
fendlicos em plantas submetidas a stress salino (SELLITO et al., 2019).

As associacgdes entre plantas e FMA implicam também em beneficios
aos aparatos de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos das plantas contra espécies
reativas de oxigénio (EROs). Geradas em condi¢des de stress bidtico e abidtico, EROs
podem causar danos oxidativos as células, caso atinjam niveis elevados nos tecidos
vegetais (SINGH; GILL; TUTEJA, 2011). A simbiose micorrizica favorece a formagéao
de compostos com acado antioxidante como as enzimas catalase, peroxidase e
fenilalanina aménia-liase as quais, por mecanismos diretos e indiretos, impedem o
acumulo de espécies reativas, neutralizando-as (JOSHI; CHINNUSAMY, 2014).
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar o comportamento de
plantas de tomateiros cultivadas em estufa e submetidas a inoculagao e coinoculacao
de R. clarus e bactérias dos géneros Stenotrophomonas 1S e Enterobacter 19S em
aspectos fitométricos, bioquimicos, produtivos e de pds-colheita.

MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos em estufa no municipio de Londrina,
Parana, Brasil (23° 23’'S e 51° 11°0), clima subtropical Cfa (K&ppen).

Mudas de tomateiro da cultivar BRS-Nagai, inoculadas com R. clarus,
Stenotrophomonas sp. e Enterobacter sp. por ocasidao da semeadura, foram
transplantadas com 25 dias de idade para vasos com capacidade de 5 dm? contendo
uma mistura de solo (latossolo vermelho eutroférrico) e areia na proporgéo de 2:1. A
analise quimica da mistura solo + areia apresentou os resultados pH (CaCl2) = 5,2; Ca
= 0,77 cmolcdm-3; Mg = 0,36 cmolc dm3; Al = 0,16 cmolcdm3; H + Al = 4,28 cmolc. dm-
3; K=0,055 cmolcdm3; C =0,73 gkg' e P =2,77 mg dm™. Foi efetuada calagem do
solo no interior dos vasos, antecedendo em 45 dias o transplantio, para elevagao da
saturacao de bases para 80%.

Antes do transplante das mudas, os vasos foram adubados com
composto organico e vermicomposto, na quantidade de 1.000 gramas e 200 gramas
por vaso, respectivamente. Os valores obtidos a partir da analise quimica do composto
organico foram pH (CaCl2) = 5,3; Ca = 16,01 cmolc dm3; Mg = 11,51 cmolc dm3; Al =
0 cmolcdm3; H + Al = 4,28 cmolcdm3; K= 16,0 cmolcdm=; C =41,0g kg e P =2.468
mg dm-3. Nas analises quimicas o Ca e o Mg foram determinados por titulagdo com
EDTA e o Al por titulagdo com NaOH. A acidez potencial foi estimada pelo método pH
SMP e o P e K foram extraidos utilizando-se solugao extratora Melich-1. O P foi
determinado por espectrofotometria e o K por fotometria de chama. O carbono
organico foi quantificado pelo método Walkley-Black.

Os tratamentos foram R. clarus;, Stenotrophomonas sp. (1S);
Enterobacter sp. (19S); Stenotrophomonas sp. (1S) + Enterobacter sp. (19S); R. clarus
+ Stenotrophomonas sp. (1S); R. clarus + Enterobacter sp. (19S); R. clarus +

Stenotrophomonas sp. (1S) + Enterobacter sp. (19S) e plantas ndo inoculadas (T).
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A partir do florescimento as plantas receberam semanalmente
aplicagbes de acido borico, via solo, na quantidade de 0,1 g por planta. Os tratamentos
fitossanitarios consistiram em aplicagdes semanais de enxofre, hidroxido de cobre,
6leo mineral, 6leo de neem e Bacillus thuringiensis.

As plantas foram conduzidas em haste Unica e tutoradas com estacas
de bambu. As desbrotas foram efetuadas periodicamente e apds a emissao das flores
do quarto cacho, as plantas tiveram os seus meristemas apicais removidos
(GUIMARAES et al., 2007).

Aos 15 dias apds o transplantio (DAT) foram coletados foliolos do
terco médio de todas as plantas para determinacao dos teores de proteinas totais e
atividade das enzimas catalase, peroxidase e fenilalanina amonia-liase (FAL). A
atividade enzimatica foi determinada a partir do extrato proteico dos foliolos, obtido
por maceracao em almofariz com 2,0 ml de solugado tampao fosfato de potassio 0,2 M
e pH 7,5. A solucao foi armazenada em microtubos, em congelador.

A quantificagédo das proteinas totais foi realizada com base no método
descrito por Bradford (1976). A atividade da enzima FAL foi obtida a partir da
colorimetria do acido trans-cindmico, conforme metodologia descrita por Umesha
(2006). A peroxidase teve sua atividade determinada pela conversao de guaiacol a
tetraguaiacol (LUSSO, PASCHOALATI, 1999). A catalase foi determinada pelo
acréscimo na absorbancia a 240 nm através do coeficiente de extingdo molar de 36
M- cm-' (ANDERSON et al., 1995).

No inicio do florescimento foram determinados o teores de clorofila
(indice SPAD) na folha oposta ao primeiro cacho, através do medidor portatil Clorofilog
Falker — CFL 1030 em cinco foliolos de cada folha (FERREIRA et al., 2006;
GUIMARAES et al., 1999). A altura de plantas (50 DAT), a altura do primeiro cacho e
a distancia entre cachos (71 DAT) foram mensuradas com o auxilio de trena.

Os frutos maduros dos trés primeiros cachos (60 a 90% da superficie
com coloragado vermelha) foram colhidos para avaliagdo do comprimento e largura,
massa fresca, teor de solidos soluveis (expresso em °Brix), por intermédio de leitura
direta em refratdmetro de bancada HANNA — mod. HI 96801. A avaliacao da acidez
titulavel (expressa em % de acido citrico) foi efetuada a partir de amostras (pericarpo
e polpa) homogeneizadas de trés frutos maduros (segundo e terceiro cacho) de cada
planta. A determinagao foi realizada por titulometria, de acordo com o método 942.15
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(AOAC, 2000). Frutos com defeitos foram descartados e ndo foram considerados na
determinacéo da producéo.

A colonizagdo micorrizica foi avaliada em amostras de raizes
secundarias coradas com azul de trypan (KOSKE; GEMMA, 1989) e determinada
pelo método grid-line (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980). Para determinagao da massa
seca, as raizes foram lavadas e secas em estufa com ventilagcao forcada a 65° C até
massa constante.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em
esquema fatorial 2 x 4 com quatro repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os
pressupostos de normalidade dos erros e homogeneidade das variancias foram
testados por Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente (p>0,05). Todas as analises

foram realizadas com o auxilio do software R (R Core Team, 2020).

RESULTADOS

Variaveis Fitométricas

Altura de plantas, altura do primeiro cacho, massa seca de raiz e
percentual de colonizagdo micorrizica apresentaram valores similares entre os
diferentes tratamentos. A distancia entre o primeiro e o segundo cachos, porém, foi
influenciada pela interagcédo entre os diferentes tratamentos. Essa variavel apresentou
valor significativamente inferior (22,53%) em plantas inoculadas com Enterobacter sp.
na auséncia de micorrizagdo. Em plantas inoculadas com R. clarus, na auséncia de
inoculagdo com BPCP, a distancia entre os dois primeiros cachos e entre o segundo
e terceiro cacho sofreram redugao de 17,46% e de 14,8%, respectivamente (Tabela
4.1).
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Tabela 4.1 - Altura de plantas (AP); altura do primeiro cacho (Alt 1° CH); distancia entre o primeiro e
segundo cachos (1°-2° CH); distancia entre o segundo e o terceiro cachos (2°-3° CH); massa seca da
raiz (MSR); colonizagdo micorrizica (%CM) em plantas de tomateiro inoculadas e coinoculadas com

fungo micorrizico arbuscular e diferentes isolados bacterianos. Londrina, 2020.

AP (cm) Alt 1° CH (cm) 1°-2° CH (cm)
Isolado Com0® Sem Com Sem Com Sem
1S 121.8 59.7 30.7 Aa 30.7 Aab
198 123.0 61.6 32.5 Aa 27.5 Ab
1S+19S 119.3 62.0 28.7 Aa 33.0 Aab
T 126.4 60.7 29.3 Ba 35.5 Aa
122.8 122.5 58.2 63.8 30.3 31.7
FMA (A) 0.9285" 0.0809 0.2905
ISOL (B) 0.4152 0.9525 0.5862
AXB 0.4578 0.8619 0.0224
CV (%) 6.8 14.1 11.3
colado 2°3° CH (cm) MSR (g) CM (%)
Com® Sem Com Sem Com Sem
1S 30.6 5.78 86.2
198 30.6 6.05 84.7
1S+19S 29.5 5.92 854
T 31.8 6.00 92.2
28.2* 33.1 5.89 5.98 88.2 86.04
FMA (A) 0.00063 0.82168 0.36036
ISOL (B) 0.64110 0.96349 0.12412
AXB 0.98516 0.64941 0.13846
CV (%) 11.1 18.3 7.6

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha nao diferem pelo teste de
Tukey (p<0,05). FMA (R. Clarus); 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas nao
inoculadas). MCom e sem R. Clarus, (V) p-valor do Teste F de Fisher.

SPAD e Enzimas

Os valores do indice SPAD e da enzima fenilalanina amdnia-liase ndo
apresentaram diferencgas significativas entre os tratamentos. Embora nao tenha sido
constatada interacdo entre os tratamentos, plantas que receberam a micorrizagéo na
fase de mudas apresentaram menor teor de proteina (-19,96%) e maiores teores das
enzimas catalase (97,48%) e peroxidase (135,18%) (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 - indice SPAD (SPAD); teor de proteina; atividade das enzimas catalase, peroxidase e
fenilalanina amdnia-liase (FAL) em folhas de plantas de tomateiro inoculadas e coinoculadas com fungo
micorrizico arbuscular e diferentes isolados bacterianos. Londrina, 2020.

Fator Tratamento SPAD Proteina Catalase” Peroxidase® FAL
1S 45.5 76.65 517 0.0089 0.5036
19S 445 73.93 5.73 0.0108 0.6171
Isolado
1S + 198 44.9 89.79 3.26 0.0050 0.2124
T 44 1 83.50 4.72 0.0114 0.3367
FMA Com 447 71.99* 6.26* 0.0127* 0.4620
Sem 44.8 89.94 3.17 0.0054 0.3729
FMA (A) 0.95391(M 0.02152 0.00496 0.00056 0.44765
ISOL (B) 0.82253 0.42405 0.55396 0.21015 0.09582
AXB 0.90477 0.36399 0.68852 0.49388 0.98599
CV (%) 71 25.2 26.4 111 78.0

FMA (R. Clarus); ISOL (Isolados) 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas nao
inoculadas).

Proteina: mg g' de tecido foliar. Catalase: mmol H202mg™" de proteina. Peroxidase e FAL: UAbs min-!
mg" de proteina.

) Dados transformados. * Significativo a 5% pelo Teste F de Fisher. (") p-valor do Teste F de Fisher.

Variaveis Produtivas, Solidos Soluveis e Acidez Titulavel

Os valores foram similares para massa fresca de frutos por planta,
massa fresca média por fruto, comprimento e largura de frutos e acidez titulavel. Nao
ocorreu interagao significativa entre os tratamentos. Tratamentos que receberam R.
clarus na fase de mudas apresentaram teor de soélidos soluveis ligeiramente inferior
(-3,48%) (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 - Massa fresca de frutos por planta (MFFP); massa fresca média por fruto (MFMF);
comprimento (COMP) e largura (LARG) de frutos, teor de sdlidos soluveis (SS) e acidez titulavel (AT)
em frutos de plantas de tomateiro inoculadas e coinoculadas com fungo micorrizico arbuscular r
diferentes isolados bacterianos. Londrina, 2020.

MFFP MFMF COMP LARG SS AT (g ac.
Fator Tratamento
(9) (9) (mm) (mm) (°Brix) citrico 100g™)
1S 793.2 109.92 63.6 54.9 4.5 0.35
19S 746.1 106.22 63.2 54.1 4.5 0.32
Isolado

1S + 198 763.9 115.00 64.8 55.5 4.6 0.32
T 813.8 108.32 62.9 54.5 4.5 0.33
FMA Com 796.0 109.17 64.1 54.5 4.43* 0.34
Sem 762.4 110.56 63.2 55.0 4.59 0.32
FMA (A) 0.55991 0.84189 0.53390 0.62356 0.00347 0.17448
ISOL (B) 0.83836 0.82762 0.81897 0.85937 0.13589 0.22651
AXB 0.59246 0.96719 0.83199 0.90260 0.77001 0.74704
CV (%) 20.6 17.7 6.6 6.4 3.1 10.4

FMA (R. Clarus); ISOL (Isolados); 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas nao
inoculadas).
* Significativo a 5% pelo Teste F de Fisher. () p-valor do Teste F de Fisher.

DISCUSSAO

A distancia entre cachos foi influenciada pela inoculagdo do isolado
Enterobacter sp. e pela inoculagdo do fungo micorrizico arbuscular R. clarus. Este
resultado demonstra que esses microrganismos, em associagdo ou simbiose com
tomateiros, interferiram na arquitetura das plantas pela alteracdo do comprimento
internodal. Aspectos inerentes a componentes relacionados ao arranjo do dossel das
plantas vem sendo recorrente objeto de estudos que buscam o incremento em
produtividade de espécies cultivadas. Entre os componentes estudados, destaca-se a
capacidade de interceptacao da luz pela disposicdo das folhas, fator determinante
para a eficiéncia fotossintética da espécie vegetal de interesse (PEARCY; MURAOKA,;
VALLADARES, 2005; ZHU; SONG; ORT, 2012).
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A fotossintese é o processo através do qual plantas, algas e bactérias
fotossintetizantes realizam o aporte de carbono organico nos ecossistemas do
planeta. Através das complexas reagdes que compdem o processo fotossintético,
estima-se que sejam produzidas anualmente 100 bilhdes de toneladas de massa seca
na biosfera (HOU et al., 2014). Desse modo, uma elevacéao na eficiéncia fotossintética
resultaria em uma maior produgcdo de biomassa vegetal, aumentado,
consequentemente o potencial produtivo das espécies cultivadas (ORT et al., 2015).

A taxa fotossintética € comumente mensurada por intermédio de
avaliagdes relacionadas a posi¢ao das folhas e sua capacidade de interceptagao da
radiacao foliar incidente e/ou a relacao da area foliar com a area total explorada pela
cultura (indice de area foliar) (MURCHIE; PINTO; HORTON, 2009). Existem, porém,
outros componentes do dossel vegetal que devem receber atengdo, de modo a
proporcionar uma compreensdo mais abrangente da arquitetura da planta. Assim, o
incremento da biomassa, embora almejado, deveria direcionar-se para graos ou frutos
em detrimento de caules e peciolos (EVANS, 2013). Neste contexto, aspectos
relacionados ao equilibrio entre as estruturas fonte e as estruturas dreno, presentes
nas plantas, devem ser considerados no planejamento dos processos produtivos.

A maior eficiéncia fotossintética implica em um maior acumulo de
fotoassimilados; porém, um maior numero de frutos aumenta a forca do dreno,
limitando o crescimento de estruturas vegetativas (ANDRIOLO, 2000). Maior
adensamento de plantas, objetivando maiores produtividades, invariavelmente
resultam em maior dispéndio de energia na elongagdo do caule, a qual pode,
eventualmente, ndo se traduzir em maior interceptacao luminosa, causando, desse
modo, um efeito contrario ao preconizado (WEIJSCHEDE et al., 2008). Grande aporte
de nutrientes, em especial o nitrogénio, objetivando altos rendimentos, além de efeitos
ambientais adversos (ELIA; CONVERSA, 2012), podem prolongar a fase vegetativa e
atrasar a maturagcédo, ampliando o ciclo produtivo da cultura (GOYAL; HUFFAKER,
1984). Estudos em melhoramento genético tem buscado obter plantas tolerantes ao
acamamento, responsivas a aplicagdo de nutrientes (SALAS FERNANDEZ et al.,
2009) e que apresentem maiores indices de colheita, compreendido como a razéo
entre a biomassa de graos/frutos e a biomassa total (SAKAMOTO; MATSUOKA,
2004).

Na cultura do tomateiro, a arquitetura das plantas e,

consequentemente, a eficiéncia fotossintética sao bastante influenciadas pela area e
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angulo foliar e pelo comprimento de entrends (SUN et al., 2019). Alguns estudos
demonstraram que, em condi¢cdes de temperaturas controladas, plantas de tomateiros
com distancias de entrends mais curtas apresentaram reducido na massa seca da
parte aérea e menor eficiéncia fotossintética (SARLIKIOTI et al., 2011; CHEN et al.,
2014). Trabalhos outros, no entanto, com suplementagdo luminosa em cultivos
protegidos de tomateiros, revelaram resultados diferentes. lluminagdo complementar
com lampadas LED em tomateiros cultivados na primavera e no verdo em casa de
vegetagdo, resultaram, em ambas estagbes, na redugdo no comprimento dos
entrends, na elevacido da massa seca da parte aérea, no aumento do comprimento e
largura dos frutos, na elevagdo da produtividade e na antecipagdo da maturagao
(TEWOLDE et al., 2016; PAUCEK et al., 2020).

Em certa medida, entrends mais distanciados podem possibilitar uma
maior penetracao da luz no dossel das plantas, proporcionando uma maior eficiéncia
fotossintética. Por outro lado, maiores comprimentos de entrends podem significar
elongamento excessivo do caule, com desequilibrio na relagao das estruturas fonte e
dreno e consequente redugdo de produtividade (PAPADOPOULOS; ORMROD,
1991). A manipulagao da relagao fonte: dreno através de podas é pratica bastante
recorrente em cultivos de tomateiros, em especial em materiais de habito de
crescimento indeterminado, denotando que a particao de fotoassimilados apresenta
grande flexibilidade nessa espécie olericola. Em tomateiros, a diminuigdo da raz&o
fonte : dreno, provocada pela poda de frutos, fez aumentar o indice de area foliar e o
crescimento vegetativo, de modo a n&do afetar o acumulo de massa seca total da parte
aérea da planta (HEUVELINK; BUISKOOL, 1995).

Estudo conduzido em condigdes de altas temperaturas (32.0/27.6 °C)
e alta umidade relativa do ar (79%), com cultivar de habito indeterminado, avaliou
aspectos vegetativos e reprodutivos de tomateiros em diferentes densidades e
sistemas de conducdo (KLEINHENZ et al., 2006). Um primeiro resultado a ser
salientado foi a particao de fotoassimilados entre as estruturas vegetativas e os frutos,
cuja massa seca néo ultrapassou 20% da massa seca total da parte aérea. Como
consequéncia, os frutos apresentaram massa fresca média de 32 gramas, néo
atingindo os parametros minimos para a comercializagdo. As causas apontadas pelos
autores para esse fato foi a ocorréncia de elevadas temperaturas, principalmente no
periodo noturno, reduzindo a viabilidade do pdlen (partenocarpia) e promovendo o

aumento na taxa de respiragao das plantas (reduzida taxa de crescimento de frutos).
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Nas condi¢gdes mencionadas, as plantas apresentaram vigoroso
crescimento vegetativo, ultrapassando 4,0 metros de altura. Nao ocorreram diferengas
significativas no acumulo de massa seca entre plantas conduzidas com uma ou duas
hastes, sendo que, em média, de 39 a 46% da biomassa foi direcionada para o caule,
42 a 43% para as folhas e 16 a 19% para os frutos. Em condicdes tropicais, fica
evidenciada a importancia de um equilibrio entre estruturas fonte e dreno para que
altas produtividades sejam alcangadas. Nesse aspecto, a redugdo do comprimento
dos entrends apresenta-se como uma caracteristica favoravel a particdo de
fotoassimilados entre folhas, hastes e frutos, principalmente em gendtipos com habito
de crescimento indeterminado.

Tomateiros inoculados com R. clarus apresentaram maiores teores
das enzimas antioxidantes catalase e peroxidase e menor teor de proteina nas folhas
(Tabela 4.2). Nao ocorreu interagado entre os tratamentos. Plantas submetidas a
condigdes de stress bidtico ou abidtico acumulam espécies reativas de oxigénio
(EROs), grupo de moléculas com alta afinidade por radicais livres, entre as quais
destacam-se o anion superoxido (O?), o radical hidroxila (OH) e o peréxido de
hidrogénio (H202) (KAPOOR; SINGH, 2017). A producdo excessiva de EROs pode
causar oxidagdo da membrana celular e a degradagdo de macromoléculas, podendo
levar a morte de células (WU; ZOU; FATHI ABD-ALLAH, 2014). As espécies vegetais
possuem mecanismos de protecdo contra EROs, tais como a produgdo de
antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutase, catalase, peroxidase, entre outras)
e nao enzimaticos (acido ascorbico, flavonoides, carotenoides, entre outros)
(HASANUZZAMAN et al., 2020).

Estudos demonstram que a simbiose entre plantas e FMA promove
alteracdes fisiologicas e bioquimicas importantes em varias espécies vegetais (WU,
2017). Em condicbes de stress abidtico (salinidade, seca, altas temperaturas)
associacdes simbidticas micorrizicas elevaram a atividade de enzimas antioxidantes
em citrus (WU; SRIVASTAVA; ZOU, 2013), soja (PORCEL; BAREA; RUIZ-LOZANO,
2003; GHORBANLI; EBRAHIMZADEH; SHARIFI, 2004), alface (RUIZ-LOZANO;
AZCON; PALMA, 1996), pimenta (CEKIC; UNYAYAR; ORTAS, 2012), feijao
(LAMBAIS; RiOS-RUIZ; ANDRADE, 2003), trigo (TALAAT; SHAWKY, 2011), arroz
((RUIZ-SANCHEZ et al., 2010).

Em tomateiros mudancgas na atividade de enzimas antioxidantes em

plantas associadas a fungos micorrizicos arbusculares foram também observadas em
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algumas condi¢des experimentais. Plantas inoculadas com F. mosseae, submetidas
ou nao (controle) a aplicagao de residuo industrial oriundo da producéo de éleo de
oliva, aumentaram a atividade da enzima catalase em folhas e raizes (GARCIA-
SANCHEZ et al., 2014). G. mossae elevou os teores das enzimas catalase e
peroxidase em folhas e raizes de plantas cultivadas em condigdes de salinidade
(HUANG et al., 2010), e na auséncia de stress salino (ABDEL LATEF; CHAOXING,
2011). Plantas inoculadas com G. monosporum e submetidas a trés diferentes niveis
de salinidade (1,5, 7,0 e 12,5 dS m") apresentaram maior atividade da enzima
catalase em folhas (RAYAVARAPU; PADMAVATHI, 2016). G. intraradices elevou a
atividade das enzimas catalase e peroxidase em parte aérea e raizes na presenca e
na auséncia de stress salino. Elevacao nos teores de proteina somente foi verificada
quando plantas de tomateiro foram submetidas a niveis de salinidade de 5 e 10
dS m' (HAJIBOLAND et al., 2010).

Em plantas inoculadas com R. clarus a elevagao na atividade de
enzimas antioxidantes foi acompanhada pela redugao no teor de proteina nas folhas.
A explicagdo para esse comportamento pode estar relacionada as condigdes de
temperatura e luminosidade locais no periodo compreendido entre o transplante das
mudas e a coleta de material para analise (24/04 a 08/05/2020). Com relagao as
temperaturas, constatou-se uma importante amplitude térmica no periodo
mencionado, acompanhada de um decréscimo de 7,1 °C na temperatura minima no
dia anterior a coleta das folhas (Figura 4.1). Com relag&o a irradiancia solar global,
dados médios mensais do municipio de Londrina/PR ilustram os valores decrescentes
tipicos na transi¢cao do outono para o inverno (Figura 4.2). Influéncias da oscilagdo da
temperatura ao longo do dia foram demonstradas em estudo envolvendo tomateiros.
A taxa fotossintética, a altura de plantas, o diametro e colmo e a area foliar atingiram
maiores valores para diferengas de temperatura diurna e noturna (DIF) de 6 °C. DIF
de 12 °C foram prejudiciais ao desenvolvimento das plantas (XIAO et al., 2018).

A simbiose de FMA com os vegetais envolve troca de nutrientes
minerais e carbono orgénico. Desse modo, majoritariamente nitrogénio e fosforo sdo
extraidos do solo por uma extensa rede de hifas fungicas e transferidos para o interior
das células do cortex radicular onde, por intermédio de estruturas denominadas

arbusculos, ocorre a troca propriamente dita (KEYMER et al., 2017). O crescimento
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Figura 4.1 - Temperatura maximas e minimas em Londrina/PR. Adaptado de IAPAR (2021).
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Figura 4.2 - Radiagao solar global média para o municipio de Londrina/PR. Adaptado de IAPAR (2019).

do complexo de hifas fungicas demanda significativa quantidade de energia na forma

de carboidratos e lipideos, podendo chegar a 20% do total de fotoassimilados
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produzidos pela planta, embora estudos recentes apontem para um valor médio em
torno de 10% (REZACOVA; KONVALINKOVA; JANSA, 2017). Nesse contexto, fatores
abioticos que interfiram negativamente na taxa fotossintética podem resultar em
alteracdes nos teores de fotoassimilados em folhas de plantas submetidas a
micorrizagdo. Em condi¢cdes limitantes para o processo fotossintético (baixa
luminosidade e baixa umidade relativa do ar), tomateiros inoculados com F. mosseae
nao demonstraram acréscimo no teor de proteina nas folhas (BITTERLICH;
FRANKEN; GRAEFE, 2019). Em outro estudo, tomateiros inoculados com R.
intraradices e fertilizados com solugcao nutritiva contendo baixos teores de fésforo,
apresentaram elevada taxa fotossintética (taxa de transferéncia de elétrons) a qual
ndo resultou em maior produgdo de massa seca (GONZALEZ-GONZALEZ et al.,
2020). Os autores atribuiram esse fato ao dispéndio energético provocado pela
simbiose entre as plantas e o fungo. Na simbiose, a relagdo de troca envolvendo
carbono organico e nutrientes minerais (N, P) é influenciada por aspectos abioticos
(luminosidade, umidade relativa do ar, temperatura, pH do solo, entre outros) e
bidticos (espécie, cultivar, estirpe, patdgenos, entre outros), ou seja, é dependente de
uma ampla gama de fatores (SMITH; SMITH, 2013).

Estudos tém demonstrado que as inter-relagdes entre plantas e
organismos endofiticos dificiimente sdo pautadas pela neutralidade, mesmo em
circunstancias onde nenhum efeito visivel ou mensuravel seja identificado. Neste
contexto, fatores ambientais sdo determinantes nos resultados dessas interacdes, que
podem oscilar do mutualismo ao antagonismo, mesmo quando a planta hospeda
espécies caracteristicamente simbiontes como FMA (SCHULZ; BOYLE, 2005). Outro
aspecto a ser destacado refere-se aos mecanismos de colonizagdo micorrizica, 0s
quais assemelham-se aos processos de infecgdo protagonizados por fungos
patogénicos, de modo que simbiontes podem ser reconhecidos inicialmente como
invasores, 0 que provoca o acionamento de mecanismos de defesa pelas plantas
hospedeiras (PASZKOWSKI, 2006). Os FMA, por sua vez, desenvolveram estratégias
supressoras das defesas vegetais, através da liberagdo de moléculas que neutralizam
a resposta imune do hospedeiro (ZAMIOUDIS; PIETERSE, 2012). As relagdes entre
0s vegetais e organismos endofiticos revelam-se, portanto, complexas e dinamicas,
um continuum, grandemente influenciado pelas condigées ambiente (HOEKSEMA et
al., 2010).



63

Mutualismo Parasitismo

Beneficios

Custos diretos

Beneficios

Quantidade de endofiticos

Figura 4.3 - Relagao custo/beneficio das interagdes entre plantas e organismos endofiticos. Adaptado
de Partida-Martinez e Heil (2011).

No ambito de sua complexidade, as relagdes interespecificas podem
se transformar radicalmente, convertendo-se do mutualismo para o antagonismo,
tendo em vista as demandas metabdlicas e os fatores bidticos e abibticos vigentes
(VANNETTE; HUNTER, 2011). Modela-se, desse modo, uma relagdo custo/beneficio
dessas interagdes (Figura 4.3), onde a partir de um determinado momento, os custos
diretos podem ultrapassar os beneficios (PARTIDA-MARTINEZ; HEIL, 2011).

Evidencia-se, assim, que os efeitos do mutualismo podem nao seguir
uma linearidade ao longo de todo o ciclo de uma espécie vegetal. Variagdes na
luminosidade e decréscimo na temperatura podem, temporariamente e em conjunto,
ter provocado alteracdes na inter-relacdo entre os tomateiros e o FMA, culminando,
por um lado, em um aumento na produgao de enzimas antioxidantes protetoras e, por
outro, reduzindo o teor de proteina nos tecidos foliares.

Plantas inoculadas com R. clarus nao apresentaram incremento de
fatores produtivos, como massa fresca de frutos por planta e massa fresca média por
fruto (Tabela 3). N&o ocorreu interacdo entre os diferentes tratamentos. Esses
resultados diferem de outros trabalhos onde a inoculagdo de FMA provocou aumento
na producdo em tomateiros (ABDEL LATEF; CHAOXING, 2011; AFFOKPON et al.,
2011; HART et al., 2015; BONA et al., 2017; CARILLO et al., 2020). Existem, no



64

entanto, estudos nos quais a micorrizagao foi inécua para a producgao. A inoculagao
de C. etunicatum e R. intraradices nao resultaram em incremento na produgao de
frutos em tomateiros (JAMIOLKOWSKA et al., 2020).

Uma possivel explicagdo para a auséncia de resposta em
incrementos de producéo nas condigdes vigentes nesse trabalho estaria relacionada
a composi¢cdo do substrato (solo + fertilizantes organicos) no qual foram
transplantadas as mudas. A analise quimica do composto organico utilizado revelou
elevados teores de macronutrientes os quais podem ter gerado, em um ambiente
fisicamente restrito (vasos), elevados teores de elementos minerais como nitrogénio
e fosforo. Nesse contexto, maiores quantidades de fertilizantes organicos podem inibir
a colonizagao micorrizica nas raizes das plantas (CAVAGNARO, 2014); este fato, no
entanto, ndo foi constatado nesse estudo, onde os percentuais de colonizagao
micorrizica foram bastante altos, inclusive em plantas ndo inoculadas com R. clarus,
0 que denota a abundante presencga de fungos micorrizicos arbusculares nativos no
solo e/ou no composto orgénico utilizado. Esta observada abundéncia pode vir
acompanhada de uma importante diversidade, uma vez que estudos demonstram
maior riqueza de espécies de FMA em cultivos organicos quando comparados a
sistemas convencionais (VERBRUGGEN et al.,, 2010; NJERU et al., 2015),
salientando a importancia do manejo para a microbiota do solo. Nesta dire¢do, um
pertinente trabalho avaliou os efeitos de quatro espécies de FMA (G. mosseae, G.
intraradices, G. claroideum e D. celata em um consorcio de duas espécies vegetais
(L. multifforum e T. pratense) sobre dois diferentes tipos de solo (89,2% e 64,4% de
areia) (WAGG et al., 2011). Os autores observaram que a coinoculagdo das quatro
espécies de FMA incrementou a produc¢ao de biomassa combinada das duas espécies
vegetais no solo com menor teor de areia e maior teor de matéria orgénica. No solo
mais pobre em nutrientes, a coinoculacdo nao diferiu da inoculagcado de uma unica
espécie de AMF. As condigdes de solo do presente trabalho (elevado teor de matéria
organica e nutrientes) podem ter nivelado os efeitos benéficos de R. clarus com a
simbiose construida entre as plantas e as espécies nativas de FMA.
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CONCLUSAO

O isolado Enterobacter sp. reduziu a distancia entre o 1° e 0 2° cachos
na auséncia de micorrizagdo. A distancia entre o primeiro e o segundo e entre o
segundo e terceiro cacho sofreu redugdo em plantas inoculadas com R. clarus.

R. clarus aumentou a atividade das enzimas antioxidantes catalase e

peroxidase em folhas.

5 ARTIGOC

CARACTERISTICAS AGRONOMICAS, NUTRICIONAIS E ORGANOLEPTICAS EM
TOMATEIRO SAQO INFLUENCIADAS PELA INOCULAGCAO E COINOCULAGAO COM
FUNGO MICORRIZICO ARBUSCULAR E BACTERIAS ASSOCIATIVAS

RESUMO

As plantas encontram-se comumente relacionadas com uma ampla gama de
microrganismos, os quais desempenham papel importante em sua sanidade e em seu
desenvolvimento. Neste contexto, diferentes sistemas de produgéo agricola podem,
por si sO, impactar grandemente na abundancia e na diversidade da microbiota
diretamente relacionada com os gendtipos vegetais. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar o comportamento de tomateiros inoculados e coinoculados com R. clarus,
Stenotrophomonas 1S e Enterobacter 19S transplantados e conduzidos a campo, em
sistema orgénico de producdo. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados em esquema fatorial 2 x 4 com quatro repeticées. Foram avaliadas altura
de plantas (AP), distancia entre cachos, massa fresca de frutos por planta (MFFPP),
massa fresca média de frutos (MFMF), comprimento e largura de frutos, teores de
sélidos soluveis (SS), acidez titulavel (AT), colorimetria e perda de massa de frutos
pos-colheita, atividade antioxidante (DPPH e FRAP) e compostos fendlicos totais
(FENOL). Nao ocorreu interagao ou efeito dos tratamentos para AP, distancia entre
cachos, largura de frutos e teores de SS. Ocorreu interagao entre os tratamentos para
as variaveis comprimento de frutos e AT. Os tratamentos inoculados com
Stenotrophomonas sp. apresentaram comprimento de frutos 8,3% maior na auséncia
de micorrizagdo. Em relacéo a variavel AT, a interagdo entre micorriza e o tratamento
inoculado com Enterobacter sp. e coinoculado com Stenotrophomonas sp. produziu
frutos de menor acidez. A interacao de Stenotrophomonas sp. com micorriza originou
frutos de maior acidez. Na auséncia dos isolados bacterianos, tratamentos
micorrizados resultaram em frutos com maior acidez que tratamentos sem micorriza.
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Frutos oriundos de plantas micorrizadas apresentaram menor atividade antioxidante
(DPPH, FRAP e FENOL). No que se refere as variaveis pos-colheita, a coinoculagao
de Stenotrophomonas sp e Enterobacter sp. apresentou menor perda de massa de
frutos no periodo estudado tanto em plantas micorrizadas como em plantas nao
micorrizadas. Frutos oriundos de plantas inoculadas com R. clarus apresentaram
maior uniformidade na variagdo de coloragdo ao longo do processo de
amadurecimento.

ABSTRACT

Plants are commonly related to a wide range of microorganisms, which play an
important role in their health and development. In this context, different agricultural
production systems can, by themselves, greatly impact the abundance and diversity of
microbiota directly related to plant genotypes. The aimed of the study was to evaluate
the performance of tomato plants inoculated and co-inoculated with R. clarus,
Stenotrophomonas 1S and Enterobacter 19S transplanted and cultivated to the field.
The experimental design was randomized blocks in 2 x 4 factorial design with four
replicates. Plant height (AP), distance between trusses, fresh fruit mass per plant
(MFFPP), average fresh fruit mass (MFMF), fruit length and width, soluble solids
content (SS), titratable acidity (AT), colorimetry and mass loss of postharvest fruits,
antioxidant activity (DPPH and FRAP) and total phenolic compounds. There was no
interaction or effect of treatments for AP, distance between trusses, fruit width and SS
contents. There was interaction between treatments for the variables of fruit length and
TA. Treatments inoculated with Stenotrophomonas sp. showed fruit length 8.3%
greater in the absence of mycorrhization. Regarding the AT variable, the interaction
between mycorrhiza and the treatment inoculated with Enterobacter sp. and
coinoculated with Stenotrophomonas sp. produced fruits of less acidity. The interaction
of Stenotrophomonas sp. with mycorrhiza originated fruits of higher acidity. In the
absence of bacterial isolates, mycorrhizal treatments resulted in fruits with higher
acidity than treatments without mycorrhiza. Fruits from mycorrhizal plants showed less
antioxidant activity (DPPH, FRAP and PHENOL). Regarding to the post-harvest
variables, co-inoculation of Stenotrophomonas sp and Enterobacter sp. showed less
loss of fruit mass in the studied period in both mycorrhizal and non-mycorrhizal plants.
Fruits from plants inoculated with R. clarus showed greater uniformity in color variation
throughout the ripening process.
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INTRODUGAO

Tomateiros cultivados em campo aberto estdo, certamente, mais
expostos a fatores estressantes de natureza diversa. Assim, espera-se que as
relagdes entre plantas e a microbiota do solo sejam intensificadas, de modo a conferir
aos vegetais maior resiliéncia diante de situagdes de stress bidtico e abidtico. Neste
contexto, os vegetais, através de uma multiplicidade de substancias, genericamente
denominadas como exsudatos radiculares, recrutam microrganismos objetivando o
estabelecimento de associagdes tdo complexas quanto vitais. Varios estudos tém
demonstrado que, sob condi¢cbes adversas (temperatura, salinidade, seca, deficiéncia
nutricional, ataque de fitopatégenos) estas relagdes interespecificas favorecem as
plantas, incrementando seu desenvolvimento vegetativo e sua produgdo, mas nao
apenas isso. Efeitos outros, relacionados ao incremento de compostos que exercem
atividade antioxidante em estruturas vegetativas e frutos também vém sendo
documentados (AHMED et al., 2017 et al., SELLITTO, et al., 2019).

Compostos antioxidantes possuem a funcdo de neutralizar espécies
reativas de oxigénio (EROs), formas reduzidas de Oz que podem causar danos
oxidativos em DNA, lipideos e proteinas (SINGH; GILL; TUTEJA, 2011; POSPISIL,
2012). Em frutos, a oxidac&o provoca depreciagao do aroma, do sabor e da aparéncia
reduzindo a aceitabilidade e a durabilidade do produto (EMBUSCADO, 2015).
Antioxidantes vegetais podem ser classificados em enzimaticos, como as enzimas
superoxido dismutase, catalase e peroxidase e nao enzimaticos como acido
ascorbico, os flavonoides e os carotenoides. Trabalhos demonstram que a atividade
antioxidante é bastante influenciada pela associacédo das plantas com a microbiota do
solo (WU et al., 2014). Em tomateiros a inoculagéo e coinoculagédo de FMAs e BPCP
elevaram os teores de acido citrico (BONA et al., 2017), de carotenoides (HART et al.,
2015; CARILLO et al., 2020) e de antioxidantes enzimaticos (HAJIBOLAND et al.,
2010; HUANG et al., 2010; ABDEL; LATEF; CHAOXING, 2011; GARCIA-SANCHEZ
et al., 2014).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o comportamento de
plantas de tomateiro inoculadas e coinoculadas com R. clarus, Stenotrophomonas 1S
e Enterobacter 19S, conduzidas a campo, com relagdo a aspectos vegetativos,
produtivos e de qualidade e durabilidade de frutos na pos-colheita.
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MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos em campo no municipio de Londrina,
Parana, Brasil (23° 23'S e 51° 11°0), clima subtropical Cfa (K&ppen).

Mudas de tomateiro da cultivar BRS-Nagai, com 26 dias de idade,
foram transplantadas para o campo em espagamento de 1,1 m entre linhas e 0,4m
entre plantas, com uma muda por cova. Entre as plantas de cada tratamento, foram
intercaladas, na linha, plantas ndo inoculadas, de modo que as plantas avaliadas ao
final do estudo estivessem distantes 0,8m uma das outras. A inoculacdo com R. clarus,
Stenotrophomonas spp. e Enterobacter spp. foi efetuada previamente, no momento

da semeadura.

No transplantio foram aplicadas 2 g/cova de calcario calcitico (45% de
CaO) objetivando a restituicdo do equilibrio na saturagdo de bases do solo e 100
g/cova de vermicomposto. A analise quimica do solo da area apresentou os resultados
pH (CaClz) = 6,06; Ca = 8,29 cmolc dm3; Mg = 4,26 cmolc dm3; Al = 0,0 cmolc dm3;
H + Al = 2,70 cmolc dm3; K = 0,92 cmolc dm3; C = 20,68 g kg™' e P = 54,86 mg dm3.
Nas analises quimicas, o Ca e o Mg foram determinados por titulagdo com EDTA e o
Al por titulagdo com NaOH. A acidez potencial foi estimada pelo método pH SMP e o
P e K foram extraidos utilizando-se solugao extratora Melich-1. O P foi determinado
por espectrofotometria e o K por fotometria de chama. O carbono orgéanico foi
quantificado pelo método Walkley-Black.

Os tratamentos foram R. clarus; Stenotrophomonas spp. (1S);
Enterobacter spp. (19S); 1S + 19S; R. clarus + 1S; R. clarus + 19S; R. clarus + 1S +
19S e plantas nao inoculadas (T).

Aos 15 e aos 45 dias apos o transplantio (DAT), as plantas receberam
aplicacédo de 100g/cova de vermicomposto. A partir do florescimento as plantas
receberam semanalmente aplicagdes de acido bdrico, via foliar, na concentracéo de
0,2%. Os tratamentos fitossanitarios consistiram em aplicagdes semanais de enxofre,
hidréxido de cobre, 6leo mineral, 6leo de neem e Bacillus thuringiensis.

As plantas foram conduzidas em haste unica e tutoradas com estacas
de bambu. As desbrotas foram efetuadas periodicamente e apds a emissao das flores

do quarto cacho, as plantas tiveram os seus meristemas apicais removidos
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(GUIMARAES et al., 2007). Aos 70 DAT foram mensuradas, com o auxilio de trena, a
altura de plantas, a altura do primeiro cacho e a distancia entre cachos.

As avaliagdes de perda de massa e de mudanga na coloragéo ao
longo do tempo, foram realizadas em frutos colhidos no estadio “breaker” de
maturagdo, caracterizado pelo inicio do surgimento de coloragdo avermelhada ou
amarelada na regiéo estilar (PADUA et al., 2010). Seis frutos de cada tratamento
foram armazenados em ambiente com temperatura (16°C) controlada por um periodo
de 16 dias, sendo as avaliagdes realizadas a cada dois dias. A massa fresca dos frutos
foi determinada em balanga analitica com precisdo de 0,01 g. Para avaliagdo da
coloracéo, utilizou-se colorimetro CR-400 — Konica Minolta Sensing. As medi¢des
foram realizadas sempre em um mesmo ponto, na regido equatorial dos frutos e os
resultados expressos por intermédio das coordenadas L* (luminosidade), C* (croma)
e h° (tonalidade).

As mensuragdes de comprimento e largura, massa fresca, teor de
sélidos soluveis (expresso em °Brix), por intermédio de leitura direta em refratdmetro
de bancada HANNA — mod. HI 96801, foram efetuadas nos frutos maduros dos trés
primeiros cachos (60 a 90% da superficie com coloragao vermelha). As determinagdes
da acidez titulavel, de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante (DPPH e
FRAP) foram efetuadas a partir de amostras homogeneizadas (pericarpo e polpa) de
trés frutos maduros (segundo e terceiro cachos) por planta. A acidez titulavel,
expressa em % de acido citrico) foi determinada por titulometria, de acordo com o
método 942.15 (AOAC, 2000).

As amostras de frutos para a determinacdo de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante foram liofilizadas e posteriormente trituradas até a
formagdo de um pdé homogéneo. A obtencdo do extrato para determinagdo dos
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante seguiu metodologia descrita por
(TAN et al., 2021), com modificacdes. Um grama de amostra em 10 mL de metanol
80 % (m/v = 1:10) foi mantido em ultrassom a temperatura ambiente durante 30
minutos. Os extratos foram centrifugados por 5 minutos a 1500 xg e em seguida, o
sobrenadante foi coletado e filtrado em papel filtro.

Os compostos fendlicos totais foram determinados por metodologia
de Folin-Ciocalteu, com adaptagées (BOBO-GARCIA et al., 2015). Os resultados
foram expressos em mg de equivalente acido galico (EAG) por grama de massa seca
de amostra (mg EAG g'). A determinagéo da atividade antioxidante pela captura do
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radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) foi realizada segundo metodologia descrita
por (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995), com adaptagdes (BOBO-
GARCIA et al., 2015). A FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) foi avaliada por
metodologia proposta por Benzie e Strain (1996), com adaptagao de (SALVADOR et
al., 2019). Os resultados da atividade oxidante foram expressos em micromol de
Trolox equivalente (TE) por grama de massa seca de amostra (umol TE g).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em
esquema fatorial 2 x 4 com quatro repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os
pressupostos de normalidade dos erros e homogeneidade das variancias foram
testados por Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente (p<0,05). Especificamente para
a variavel perda de massa, o ensaio foi conduzido em esquema fatorial 2 x 4 com
parcelas subdivididas no tempo. Os dados foram submetidos a analise de deviance
para modelos mistos considerando a parcela como efeito aleatério e os demais efeitos
como fixos. Se significativo pelo teste F de Wald para interagdo com o tempo ou efeito
isolado do tempo, os dados foram analisados por meio de regressdes lineares
(p<0,05). Os dados de angulo hue foram analisados por meio de regresséao logistica
considerando o modelo com trés parametros (b,d,e) e estabelecendo como inicio das
alteracdes nesta variavel a mudanca nos valores iniciais simulando 500 observacoes
no intervalo estudado com base nos modelos propostos. Os modelos logisticos foram
gerados utilizando o pacote drc. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do
software R (R Core Team, 2020).

RESULTADOS
Variaveis fitométricas
Os valores de altura de planta, altura do primeiro cacho e distancia

entre cachos apresentaram valores similares entre os diferentes tratamentos. Nao

ocorreu interagao entre os tratamentos (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1- Altura de planta (AP); altura do primeiro cacho (Alt 1° CH); distancia entre o primeiro e o
segundo cachos (1°-2° CH) e distancia entre o segundo e terceiros cachos (2°-3° CH) em plantas de
tomateiro inoculadas e coinoculadas com fungo micorrizico arbuscular e diferentes isolados
bacterianos. Londrina, 2020.

Fator Tratamento AP Alt 1° CH 1°-2° CH 2°-3° CH
18 87.3 38.2 255 26.2
19S 79.2 39.5 255 234
Isolado
1S +19S 78.5 39.0 25.0 242
T 79.7 44 .4 24.4 27.5
Micorriza Com 82.9 39.4 25.3 241
Sem 79.4 411 24.9 26.5
MCRZ (A) 0.44591M 0.4535 0.74201 0.10514
ISOL (B) 0.48999 0.2368 0.92719 0.19119
AXB 0.68984 0.5564 0.50895 0.86649
CV (%) 15.6 15.9 15.3 15.8

MCRZ (R. Clarus); ISOL (Isolados); 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas nao
inoculadas).
(Wp-valor do Teste F de Fisher.

Variaveis produtivas, soélidos soluveis e acidez titulavel

O isolado Stenotrophomonas sp. proporcionou maior comprimento de
frutos em plantas n&o micorrizadas. Em tratamentos micorrizados, a coinoculagéo de
isolados apresentou frutos de maior comprimento quando comparados a frutos
oriundos de plantas inoculadas apenas com Stenotrophomonas sp (Tabela 5.2). A
interagcéo entre tratamentos foi também constatada na variavel acidez titulavel. Para
essa variavel, frutos de plantas inoculadas com R. clarus apresentaram menor acidez
titulavel para os tratamentos 1S e 1S + 19 S. Ainda com relagao a acidez titulavel,
plantas ndo micorrizadas produziram frutos com menor acidez titulavel quando

coinoculadas com Stenotrophomonas sp. (1S) e ndo coinoculadas (T).
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Tabela 5.2 - Massa fresca de frutos por planta (MFFP); massa fresca média por fruto (MFMF);
comprimento (COMP) e largura (LARG) de frutos; soélidos soluveis (SS) e acidez titulavel (AT) em
plantas de tomateiro inoculadas e coinoculadas com fungo micorrizico arbuscular e diferentes isolados
bacterianos. Londrina, 2020.

MFFP (9) MFMF (g) COMP (mm)
Isolado Com® Sem Com Sem Com Sem
1S 1307.8 1374 .1 117.6 133.0 62.7 Bb 67.9 Aa
198 1285.5 1289.2 1221 128.5 64.2 Aab 64.7 Aa
1S+19S 1774.6 1344.2 150.5 131.2 67.1 Aa 64.6 Aa
T 1182.0 1549.9 140.7 129.3 65.6 Aab 65.2 Aa
1387.5 1389.3 132.7 130.5 30.3 31.7
MCRZ (A) 0.98954(1 0.64060 0.30818
ISOL (B) 0.55675 0.07503 0.51161
AXB 0.28017 0.06198 0.00345
CV (%) 28.6 10.1 2.8
Isolado LARG® (mm) SS (°Brix) AT (%)
Com® Sem Com Sem Com Sem
1S 56.5 59.8 3.9 3.8 0.33Aa 0.28Bc
198 57.9 58.3 4.0 4.0 0.27Bb 0.32Aa
1S+19S 61.7 59.1 4.0 3.7 0.27Bb 0.31Aab
T 59.8 58.9 4.3 4.1 0.31Aa 0.29Bbc
59.0 59.0 4.0 3.9 0.30 0.30
MCRZ (A) 0.96922 0.23695 0.59746
ISOL (B) 0.22285 0.12877 0.37579
AXB 0.13303 0.73887 1.78 X 106
CV (%) 2.1 7.5 5.1

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha néo diferem pelo teste de
Tukey (p<0,05). MCRZ (R. Clarus); ISOL (lsolados); 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter
sp.); T (mudas nao inoculadas). ®Com e sem R. Clarus, (") p-valor do Teste F de Fisher.

Pos-colheita: Perda de massa e angulo hue

A perda de massa comportou-se distintamente entre frutos oriundos
de tratamentos micorrizados e ndao micorrizados (Figura 5.1). Frutos originarios de
plantas inoculadas com FMA apresentaram maior perda de massa acumulada até o
16° dia (5,70%) do que frutos advindos de plantas n&o inoculadas com R. clarus
(5,01%). Em ambas as condi¢gdes, destacaram-se os tratamentos 1S + 19 S e
testemunha (T), com menor perda de massa ao longo do periodo de avaliagdo. Na
presenca da micorriza, a diferenca de perda de massa acumulada percentualmente
entre a testemunha e o tratamento 1S + 19S atingiu um valor maximo (0,5%) no 6° dia
apos a colheita. A partir do 12° dia essa diferenga decresceu continuamente, atingindo
0,14% no ultimo dia de avaliagéo (16°). Na auséncia de micorrizagao, o tratamento 1S
+ 19 S apresentou menor perda de massa ao longo de todo o periodo. No 6° dia essa

diferenga atingiu percentualmente o seu maior valor (0,51%) com relagdo a
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testemunha, decrescendo, a partir desse momento, para 0,36% no 12° dia e voltando
a subir no 16° dia (0,39%).

Figura 5.1 - Regressao linear para perda de massa de frutos de tomateiro colhidos no estadio breaker
e armazenados a 16°C em fungéo de diferentes tratamentos. Barras indicam desvio-padr&o. Londrina,
2020.

A) Com micorriza B) Sem micorriza
Tratamentos Tratamentos
® (195)y-0.5345+03424x R?-0.98 ® (195)y-04795+0.3366x R?-0.98
A (1S)y=04682+03912x R’ =098 A (15)y=04289+02961x R°=0.98
B (1S+19S)y=0.5038 1 0.3165x R*-0.97 B (1S +19S)y=0.205510.2766x R*-0.99
+ (T)y=01875+03145x R?-099 I (T)y=-04731+02884x R*-=097
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Micorriza (R. Clarus); 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas néo inoculadas).

A variagdo na coloragdo dos frutos ao longo do processo de
amadurecimento, dimensionada pelos valores de &ngulo hue (h°), apresentaram

diferentes comportamentos entre os tratamentos (Tabela 5.3 e Figura 5.2).
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Tabela 5.3 - Coeficientes do modelo logistico para variavel angulo hue (h°) em frutos de tomateiro
colhidos no estadio breaker e armazenados a 16°C em fungao de diferentes tratamentos. Londrina,

2020.

Micorriza Tratamento b d e TAC (dias)
T 6,8304" 118,9279" 18,8866™ 8,3
198 2,5240° 115,0910™ 18,8167 2,3
Sem
1S 4,71200s 116,0399” 23,6852™ 7,6
198 + 1S 1,9006"s 112,2644" 14,2483™ 1,0
T 5,07380™ 117,84337" 14,87240™ 4,7
198 57727 118,0321" 19,1282" 7,5
Com
1S 4,00459™ 116,61237" 13,49005™ 2,3
19S + 1S 5,80339™ 115,35007" 16,7023™ 7,1

Micorriza (R. Clarus); 1S (Stenofrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas ndo inoculadas);
tempo decorrido para alteragdo na coloragéo (TAC).

ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01

Figura 5.2 - Gréfico da regressao logistica para variavel angulo hue (h°) em frutos de tomateiro colhidos
no estadio breaker e armazenados a 16°C em fungao de diferentes tratamentos. Barras indicam erro-
padrao da média. Londrina, 2020.
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Micorriza (R. Clarus — Com e Sem); 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas néo
inoculadas).

Frutos oriundos de tratamentos micorrizados apresentaram, de um

modo geral, um comportamento mais uniforme ao longo do processo de maturagao,
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com valores de tempo para alteragao na coloragao (TAC) oscilando entre 2,3 e 7,5
dias, enquanto que em frutos originarios de plantas ndo micorrizadas os TACs
apresentaram variagéo de 1,0 até 8,3 dias (Tabela 5.3). Os tratamentos com isolados
bacterianos comportaram-se diferentemente na presenga e na auséncia de R. clarus.
Os tratamentos 19S e 1S + 19S, na presencga de micorriza, apresentaram valores de
TAC muito proximos (em torno de 7 dias). Nos tratamentos ndao micorrizados, o isolado
1S e testemunha apresentaram maiores numeros para TAC, 7,6 e 8,3 dias
respectivamente. Os resultados também diferiram no que diz respeito aos indices de
angulo hue ao final da avaliagdo. Na coinoculagdo com micorriza, os valores foram
mais baixos (vermelho mais intenso) para os tratamentos testemunha e 1S (49,37° e
42,67°). Na auséncia de R. clarus, esses mesmos isolados apresentaram
comportamento inverso, figurando com os maiores valores de &ngulo hue no ultimo
dia de avaliagao (90,52° para testemunha e 100,45° para 1S), sendo que o vermelho

mais intenso (47,4°), foi obtido em frutos oriundos do tratamento 1S + 19 S.

Pos-colheita: Compostos fendlicos, DPPH e FRAP

Nao houve interagao entre os tratamentos para compostos fendlicos
totais (FENOL), 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e ferric reducing antioxidant power
(FRAP) (Tabela 5.4). Os valores para FENOL e atividade antioxidante (FRAP e DPPH)

foram menores em frutos oriundos de plantas micorrizadas.
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Tabela 5.4 - Compostos fendlicos totais (FENOL); 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH); ferric reducing
antioxidant power (FRAP) em frutos de plantas de tomateiros inoculadas e coinoculadas com fungo
micorrizico arbuscular e diferentes isolados bacterianos. Londrina, 2020.

FENOL DPPH FRAP
Fator Tratamento
(mg EAG g) (umol TE g") (umol TE gt")
1S 4.74 21.84 26.83
19S 4.85 24.32 29.37
Isolado
1S + 198 4.48 23.52 28.51
T 4.91 24.65 29.04
Micorriza Com 4.51* 21.65* 26.18*
Sem 4.98 25.52 30.69
MCRZ (A) 0.00959(" 0.00945 0.01524
ISOL (B) 0.26536 0.44188 0.70329
AXB 0.95460 0.13017 0.05079
CV (%) 8.0 134 141

MCRZ (R. Clarus); ISOL (Isolados); 1S (Stenotrophomonas sp.); 19S (Enterobacter sp.); T (mudas nao
inoculadas).
(Wp-valor do Teste F de Fisher.

DISCUSSAO

N&o ocorreram diferengas significativas entre os tratamentos para
massa fresca de frutos (Tabela 5.2), diferentemente de varios outros estudos onde
FMA, isoladamente ou em coinoculacdo com bactérias promotoras de crescimento
vegetal, incrementou o desenvolvimento e/ou a produtividade de espécies vegetais
cultivadas (SUBRAMANIAN; SANTHANAKRISHNAN; BALASUBRAMANIAN, 2006;
BHARDWAUJ et al., 2014; BAUM; EL-TOHAMY; GRUDA, 2015; ROUPHAEL et al.,
2015; HIJRI, 2016; BERRUTI et al., 2016; BONA et al., 2017, 2018; ANSARI et al.,
2018; ZHANG et al., 2018; CARILLO et al., 2020)
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A analise quimica do solo da area ocupada pelos tomateiros revelou,
entre outras caracteristicas, elevados teores de matéria organica (35,66 g dm=) e de
fosforo (54,86 mg dm -2). A simbiose entre plantas e FMA ¢é caracteristicamente uma
relacdo de troca onde nutrientes minerais, principalmente fésforo e nitrogénio, sao
transferidos do fungo para a planta e carbono organico, sob diferentes formas, é
direcionado da planta para o fungo (GOVINDARAJULU et al., 2005). Esse processo
interrelacional € mediado por uma grande diversidade de compostos organicos
liberados pelo sistema radicular, os quais, por sua vez, sdo afetados, tanto
quantitativamente como qualitativamente, por uma série de fatores como tipo de solo,
pH, aeracdo, intensidade luminosa, temperatura, disponibilidade de nutrientes,
composi¢cdo da microbiota do solo e espécie vegetal cultivada (SINGH; MUKERJI,
2006; SZCZALBA et al., 2019). A composigao dos exsudatos radiculares, por sua vez,
apresenta normalmente grande variabilidade, englobando aminoacidos, acidos
organicos, agucares, vitaminas, enzimas, polissacarideos, flavonoides, nucleosideos,
moléculas gasosas e ions inorganicos, conferindo ao ambiente rizosférico grande
complexidade quimica, fisica e biolégica. Essa multiplicidade de componentes, além
de fonte de carbono orgénico, promove também a quimiotaxia entre os
microrganismos e a rizosfera (DAKORA; PHILLIPS, 2002; HALDAR; SENGUPTA,
2015). Salienta-se, ainda, que as plantas desenvolvem mecanismos de recuperagao
de parte do carbono organico liberado pela rizodeposi¢cado em ambientes com caréncia
de nutrientes. Submetidos a deficiéncia de fosforo, tomateiros foram capazes de
recuperar parte do carbono exsudado pelas raizes na forma de citrato (TIZIANI et al.,
2020).

O estabelecimento da simbiose entre FMA e plantas compreende as
etapas de germinagdo dos esporos, desenvolvimento do apressorio (hifopodio),
colonizacao radicular, formacéao intracelular de arbusculos e emissao de micélio extra
radicular (BIANCIOTTO; BONFANTE, 1999). Estudos demonstram que estas etapas
desenvolvem-se por intermédio da comunicagdo molecular entre o fungo e a planta
hospedeira, ocasido em que a troca de sinais quimicos promove as alteracdes
morfolégicas e fisioldgicas necessarias para que a simbiose se complete
(TAMASLOUKHT et al., 2003). Esporos de G. intraradices tiveram a germinagao e
ramificacdo dos tubos germinativos acelerada na presenca de exsudatos radiculares
(BUCKING et al., 2008). Tomateiro mutante M161 foi incapaz de estabelecer relagdo

simbidtica com G. intraradices devido a auséncia, nesse material genético, de um fator
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ativador nao identificado denominado AF (SUN et al., 2012). Horménios vegetais
denominados estrigolactonas constituem-se em importantes sinalizadores
moleculares para o estabelecimento da simbiose entre a planta e o FMA. Varias
espécies vegetais, entre elas o tomateiro, produzem estrigolactonas em condi¢des de
baixa disponibilidade de nutrientes, induzindo, desse modo, a micorrizagao (SWAMY;
AKHTAR; SINNIAH, 2016; SHTARK et al., 2018; CARVALHAIS et al., 2019). Outro
grupo de moléculas de baixo peso molecular importante no processo de simbiose s&o
os flavonoides. Estes polifendis podem ter uma dupla funcdo, dependendo das
condicdes do ambiente, atuando tanto no estimulo como na inibicdo do crescimento e
da colonizacdo dos FMA. Em condi¢des de elevados teores de nutrientes, as plantas
limitam o fluxo de flavonoides de modo a minimizar a simbiose fungica (SINGLA;
GARG, 2017). A producao de flavonoides pode ainda conferir vantagens competitivas
as plantas. Estudos com a Euphorbiaceae Triadica sebifera demonstrou que
populacdes invasoras apresentavam maiores concentragcdes de quercitrina em seus
exsudatos radiculares quando comparadas a populagdes nativas. Assim, as plantas
introduzidas possuiam maior indice de colonizagdo micorrizica e maior biomassa
(TIAN et al., 2021).

Fungos micorrizicos arbusculares e bactérias promotoras de
crescimento de plantas podem cooperar mutuamente, potencializando o
desenvolvimento vegetal através do aumento da absor¢do de nutrientes, do
incremento da colonizag&o micorrizica, da sobrevivéncia das bactérias associativas e
do efeito protetivo contra stress biotico e abidtico (ARTURSSON; FINLAY; JANSSON,
2006; MIRANSARI, 2011; NANJUNDAPPA et al., 2019). As denominadas bactérias-
ajudantes (“helper” bacteria) exercem seu papel colaborativo quando relacionadas a
FMA através de a¢gdes como aumento da receptividade das raizes ao fungo, promogéao
da germinacdo de esporos e incremento da longevidade do micélio (HASSANI;
DURAN; HACQUARD, 2018; XIE et al., 2018). Associagdes entre FMA e BPCP foram
identificadas na hifosfera (regido do micélio proxima ao solo), normalmente rica em
carbono orgénico e, eventualmente, com reduzidos teores de fosforo (WANG et al.,
2016). Neste ambiente, criam-se condigbes propicias para que FMA recrutem
bactérias solubilizadoras de fésforo de modo a acelerar a mineralizagao da forma
organica desse nutriente (fitatos), através da agao da enzima fosfatase (ZHANG et al.,
2014, 2018; EMMANUEL; BABALOLA, 2020). Nao obstante, solos de baixo pH (4,4)

e a presenga de grupos bacterianos acidofilos podem inibir a formacéo do micélio
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extra radicular e suprimir a captacao de fésforo pelo fungo simbionte (SVENNINGSEN
et al., 2018).

Os teores de nutrientes no solo, conforme mencionado, exercem
grande influéncia no processo de mutualismo obrigatorio ou facultativo. Estudos
demonstram que em ambientes com elevados teores de fésforo a colonizagcao
micorrizica € inibida, ocorrendo redugédo na germinagao de esporos, no crescimento
de hifas, no numero de arbusculos e de vesiculas no interior dos tecidos radiculares
(BRUCE; SMITH; TESTER, 1994; LU; BRAUNBERGER; MILLER, 1994; MIRANDA;
HARRIS, 1994; NEDOROST; POKLUDA, 2012; NAHER; OTHMAN; PANHWAR,
2013; MAAITAH; MAHADEEN; AL-KARAKI, 2014; ORTAS, 2019) e a diminuigao na
exsudagao de estrigolactonas pelas raizes (BALZERGUE et al., 2013). Altos teores
de fésforo no solo e nos tecidos vegetais reduzem a secregao, pelo sistema radicular,
de compostos sinalizadores responsaveis pela simbiose com FMA (NAHER;
OTHMAN; PANHWAR, 2013). Tomateiros inoculados com G. intraradices em
ambiente com elevados teores de fésforo reduziram drasticamente a captacao desse
nutriente via FMA, predominando, nessas condigdes, a absor¢ao de fosforo inorganico
diretamente pela epiderme radicular (NAGY et al., 2009).

O comportamento da microbiota, no entanto, é também influenciado
pela relagdo do fésforo com outros nutrientes, principalmente nitrogénio. G. hoi e G.
intraradices demonstraram a capacidade de realizar a transferéncia direta de
nitrogénio inorgénico para as plantas hospedeiras (P. lanceolata) a partir de material
organico, demonstrando a importancia desse nutriente na relagdo simbidtica de
vegetais com FMA (LEIGH; HODGE; FITTER, 2009). Dois genétipos de trigo foram
utilizados para estudo da rizodeposicéo e da fonte de carbono organico utilizada pelos
microrganismos do solo. Condigbes de elevados teores de nitrogénio e baixos teores
de fdsforo, proporcionaram maior rizodeposicdo, enquanto esse incremento nao foi
observado em ambiente onde os niveis de ambos os nutrientes era altos. No que se
refere a fonte de carbono, os autores constataram que este era proveniente
principalmente da rizodeposigdo quando o teor de nitrogénio era elevado e o teor de
fésforo baixo. Quando ambos nutrientes eram abundantes, o carbono organico
utilizado pela microbiota originava-se principalmente da decomposicdo da matéria
organica do solo (BICHARANLOO et al., 2020). A inoculagdo de G. mossae em
plantas de pepino resultou em menores valores para massa seca de raiz, folhas e

frutos quando fertilizadas com solugao nutritiva completa. Ocorreu o contrario quando
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as plantas foram submetidas a solugao nutritiva com baixos teores de fosforo; sob
baixos teores de fésforo e também de nitrogénio, n&do ocorreram diferencas
significativas entre plantas inoculadas e n&o inoculadas para as variaveis
mencionadas (VALENTINE; OSBORNE; MITCHELL, 2001). O balango C:N:P,
portanto, exerce destacada influéncia na simbiose entre plantas e FMA. O modelo

proposto na Figura 5.3 constréi possiveis resultados dessas interrelagoes.

lil. Alto P:Baixo N IV. Alto P:Alto N
e Baixa producéo de fotoassimilados e Alta producgao de fotoassimilados
e Menor demanda C orgénico (FMA) e Alta demanda C orgéanico (FMA)
e Simbiose inibida e Simbiose inibida
1. Baixo P:Baixo N Il. Baixo P:Alto N

e Baixa producéo de fotoassimilados
¢ Menor demanda C organico (FMA) e Maior produgao de fotoassimilados
e Simbiose favorecida e Maior demanda C organico (FMA)

e Simbiose favorecida

Figura 5.3 - Modelo de predicao do comportamento da simbiose entre plantas e FMA em fung¢éo do
balango carbono:nitrogénio:fésforo. Adaptado de Johnson (2010).

Embora ndo tenham sido constatadas diferengas significativas para
os fatores de produgédo (p < 0,05), convém salientar que a coinoculagédo (micorriza,
1S, 19S) apresentou valores superiores de massa fresca de frutos por planta (MFFPP)
e massa fresca média por fruto (MFMF) em comparagdo aos demais tratamentos
(Tabela 2). Neste aspecto, e sob condigcbes menos favoraveis de fertilidade do solo,
(menores teores de fésforo e de matéria organica) tais diferengas poderiam se revelar
mais pronunciadas em favor da coinoculagdo. Diferencas significativas foram
constatadas em comprimento de frutos com relagao a inoculagao do isolado 1S, o qual
apresentou menores valores na presenca de FMA, o que pode demonstrar
incompatibilidade de Stenotrophomonas sp. com R. clarus para essa variavel nas
condigdes experimentais vigentes.

A acidez titulavel (AT) de frutos apresentou interagdes significativas
entre os diferentes tratamentos. Para os tratamentos 19S e 19S + 1S a AT foi reduzida
na presenca e aumentada na auséncia da micorrizacdo. No tratamento 1S e na
testemunha a acidez titulavel foi menor na auséncia de R. clarus. Nao obstante, a

razao SS/AT manteve-se acima de 11 para todos os tratamentos, demonstrando
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equilibrio entre os teores de agucares e acidos organicos o que confere aos frutos
sabor suave e boa aceitagdo comercial (MATTEDI et al., 2011; SCHWARZ et al., 2013;
BARANKEVICZ et al., 2015).

A perda de massa em frutos apés a colheita € causada principalmente
pelos processos de respiragao e transpiracido, sendo este ultimo o mais impactante.
A transpiracao ocorre devido a diferenga de pressao de vapor d’ agua entre as lacunas
intercelulares do fruto e a atmosfera de entorno (SELEGUINI et al., 2011; PAULA et
al., 2015). A respiragédo, por sua vez, esta relacionada a transformacgdes fisico-
quimicas e processos fisioldgicos degradativos, como perda de clorofila e sintese de
carotenoides (MODOLON et al., 2012; SANTOS NETO et al.,, 2016). Processos
relacionados a perda de massa na pos-colheita sofrem influéncia de fatores
ambientais. Temperaturas acima de 20° C podem elevar a taxa respiratéria de frutos
climatéricos, como o tomate, aumentando a producdo de CO:2 e acelerando a
producido de etileno, a maturacdo e, consequentemente a perda de massa
(JAVANMARDI; KUBOTA, 2006; ANDREUCCETTI et al., 2007b). A umidade relativa
do ar constitui-se em outro fator abidtico relevante para a conservacao in natura de
frutos colhidos. Baixa umidade relativa aumenta a evapotranspiragao provocando,
além da perda de massa, o enrugamento de frutos (ARAH et al., 2015). Durante o
processo de maturacdo, os frutos tém sua composicao alterada. No que diz respeito
aos acidos organicos, a medida que os frutos avangam em seu processo de
amadurecimento, incrementa-se a concentracédo de acido citrico e reduz-se os niveis
de acido malico. Quanto aos agucares, a evolugao da maturagéo faz declinar os niveis
de sacarose (OMS-OLIU et al., 2011b). O tratamento correspondente a coinoculagéao
dos isolados 1S e 19S, na auséncia ou na presenca de R. clarus, apresentou
resultados favoraveis com relagéo a perda de massa de frutos na pos-colheita (Figura
5.1).

Estudos revelam que microrganismos associativos ou simbidticos
podem afetar a composicéo de frutos de tomateiros. Fungos micorrizicos arbusculares
R. irregularis e F. mosseae, isoladamente ou em coinoculagédo, incrementaram os
teores de licopeno, acido ascorbico, aminoacidos e minerais, compostos estes que
podem contribuir para uma maior durabilidade dos frutos apés a colheita (HART et al.,
2015; CARILLO et al.,, 2020). A inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares
nativos elevou os teores de polifendis em frutos, porém o incremento em produtividade

ocorreu apenas em tratamentos que receberam a adi¢do de biocarvdo (CASTANEDA
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etal., 2020). G. mosseae, G. caledonium, G. viscosum, G. intraradices e G. coronatum
aumentaram os teores de frutose, malato e citrato em frutos de tomateiros (COPETTA
et al, 2011). Bactérias promotoras de crescimento vegetal dos géneros
Pseudomonas, Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter e Bacillus demonstraram
capacidade de elevar os teores de licopeno, agucares, acidos organicos, compostos
organicos volateis e aminoacidos em frutos de tomateiros (AHMED et al., 2017;
BERGER). Quando em coinoculagdo, FMA e BPCP podem também provocar
alteragdes na composigao de frutos. Fungos micorrizicos dos géneros Rhizophagus,
Glomus e Claroideoglomus coinoculados com bactérias do género Pseudomonas
incrementaram os teores de acidos organicos, agucares e compostos organicos
volateis em frutos (BONA et al., 2017a). Bactérias dos géneros Streptomices, Bacillus
e Pseudomonas coinoculadas com fungo do género Trichoderma e FMA dos géneros
Claroideoglomus, Funneliformes, Glomus e Rhizophagus elevaram os teores de
sélidos soluveis, acidos organicos, minerais, licopeno e compostos fendlicos em frutos
de tomateiros (SELLITTO et al., 2019).

As alteragcbes provocadas pelos FMA em seus hospedeiros nédo se
restringem a dimensdo bioquimica. O desenvolvimento da simbiose implica em
profundas interagdes entre as células da planta e do fungo, seja na troca de moléculas,
ou na modificagao estrutural, onde a membrana plasmatica do hospedeiro, sofrendo
invaginagdes, passa a envolver as estruturas fungicas intracelulares, formando uma
complexa rede de compartilhamentos (BALESTRINI; BONFANTE, 2014). Tomateiros
inoculados com F. mosseae apresentaram incremento ndo apenas em variaveis
relacionadas a producdo, mas também em aspectos relacionados a durabilidade de
frutos na pos-colheita como a espessura do pericarpo (CHIALVA et al., 2019). Os
efeitos da simbiose estendem-se também a dimensdo genética, influenciando a
expressao génica em frutos e evidenciando que as modificagdes, em nivel de DNA,
nao se encontram restritas apenas as raizes e as estruturas vegetativas (SALVIOLI et
al., 2012). Analise do transcriptoma identificou 712 genes expressando-se
diferentemente em frutos de tomateiros inoculados com F. mosseae. Os genes
achavam-se relacionados a processos diversos como reagdes de oxirreducao,
fotossintese, atividade catalitica, transporte, transcricdo, metabolismo de
carboidratos, resposta ao stress, regulagdo de horménios e sintese de proteinas
(ZOUARI et al., 2014). Os autores encontraram evidéncias de que a micorrizagao

afeta a fotossintese e a fotorrespiracao em frutos, independentemente dos teores de
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nutrientes aos quais as plantas inoculadas foram submetidas. O estudo mapeou ainda
genes relacionados com a arquitetura da parede celular, com a regulagao de enzimas
hidroliticas e com a inibicao da produgao de etileno, descobertas que podem indicar
uma maior durabilidade pds-colheita de frutos oriundos de plantas micorrizadas. Nao
obstante o tratamento 1S + 19S tenha proporcionado uma menor perda de massa de
frutos na auséncia da micorrizagao, evidenciou-se efeitos favoraveis desse tratamento
para essa variavel ao longo do tempo também na presenca de R. clarus.

A evolugédo dos valores de angulo hue ao longo do processo de
maturacao apresentaram-se diferentemente em tratamentos micorrizados e néao
micorrizados (Tabela 3 e Figura 2). A cor externa, expressa em angulo hue, constitui-
se em um dos parametros mais importantes para a percepcao, pelo olho humano, de
critérios relacionados a qualidade e a atratividade dos frutos, especialmente em
tomateiros (PEK; HELYES; LUGASI, 2010; MWENDWA et al., 2016). Durante o
processo de amadurecimento, ocorre a degradacao da clorofila e o acumulo de
carotenoides, majoritariamente o licopeno, enquanto os cloroplastos s&o
diferenciados em cromoplastos, processos estes que conferem a cor caracteristica ao
fruto maduro (KHUDAIRI, 1972; LOPEZ CAMELO; GOMEZ, 2004; ALl et al., 2010).
Desse modo, a medida que se intensifica a cor vermelha no fruto, ocorre um
decréscimo nos valores de angulo hue, indicando o sentido das alteragdes de cor que
se iniciam no verde-maduro (115.0°), passando pelo verde-rosado (83.9°), rosado
(61.8°), vermelho-claro (48.0°) até o vermelho-maduro (41.3°) (SHEWFELT; THAI,
DAVIS, 1988; CANTWELL, 2010; SUCHETA et al., 2019; KASAMPALIS;
TSOUVALTZIS; SIOMOS, 2020). Nos tratamentos micorrizados obteve-se uma menor
variagdo no TAC (2,3 a 7,5 dias), sendo perceptivel uma maior uniformidade ao longo
do processo de maturagao, onde os valores finais de angulo hue oscilaram entre 87.3°
(coinoculagado com o isolado 19S) e 42.6° (coinoculagdo com o isolado 1S). Entre
estes dois extremos, posicionaram-se as coinoculagées com 1S + 19S (64.9°) e
testemunha (49.3°). R. clarus, em associagdo com os isolados 19S e 1S + 19S,
possibilitariam, portanto, um tempo de prateleira superior ao periodo de avaliagéo (16
dias). A auséncia do fungo micorrizico arbuscular resultou em maiores oscilagdes nos
valores de TAC (1,0 a 8,3 dias) e nos indices finais de angulo hue, que variaram de
100.4° (1S) a 47.4° (1S + 19S). A testemunha e o tratamento 19S, por sua vez,
atingiram 90.5° e 73.1° respectivamente. A principio, pode parecer que os resultados

proporcionados pelo tratamento 1S e pela testemunha foram os mais interessantes



84

do ponto de vista de durabilidade dos frutos. Ha de se considerar, porém, que uma
demora demasiada no processo de maturacgao retardaria a comercializagao dos frutos,
uma vez que o hibrido em questao pertence ao grupo Saladete, onde a cor vermelha
(vermelho-claro ou vermelho-maduro) sao preferidas pelo consumidor (LOLI; TOMIO,
2018). Neste contexto, o isolado 19S proporcionou frutos com menor variagdo em sua
coloragao, tanto na auséncia como na presenca da micorriza, oscilando entre o verde-
rosado e o rosado no 16° dia apds a colheita.

Substancias antioxidantes possuem a capacidade de prevenir a
oxidagdo de outros compostos, processo esse indesejado, uma vez que provoca
alteracdes depreciativas no sabor € no aroma de modo a deixar os alimentos
improprios para o consumo (EMBUSCADO, 2015). Substancias antioxidantes
encontram-se naturalmente presentes nos alimentos e sdo representadas por uma
ampla gama de compostos que podem ser classificados em seis grupos: compostos
fendlicos (amplamente distribuidos nas plantas), acido ascérbico, carotenoides,
compostos relacionados a proteinas (enzimas, bases nitrogenadas), produtos da
reacao de Maillard (compostos volateis), fosfolipideos e esterdis. No grupo dos
compostos fendlicos destacam-se os flavonoides, um polifenol, com grande
capacidade oxidante (CHOE; MIN, 2009). Atividades antioxidantes sdo expressas
principalmente através de dois mecanismos que ocorrem simultaneamente: a
transferéncia de hidrogénio e a doagéao de elétrons (LORENZO et al., 2018). O método
DPPH consiste na determinac¢ao da atividade antioxidante através da reagdo com um
radical organico que é reduzido ao receber o hidrogénio de um doador. O método
FRAP fundamenta-se na reacdo com um complexo férrico, onde ocorre a redugao de
Fe*3 para Fe*2. Ambos os métodos realizam a determinagdo do produto final através
da colorimetria (PISOSCHI; NEGULESCU, 2012; CSEPREGI et al., 2016; LORENZO
et al., 2018; SULERIA; BARROW; DUNSHEA, 2020).

Os niveis de compostos antioxidantes em plantas sao influenciados
por varios fatores, tais como cultivar (BONEZA; NIEMEYER, 2018) e manejo da
adubagado (GOICOECHEA et al., 2015; CHATURVEDI; PANDEY, 2020). Estudos
demonstram que microrganismos simbioticos e associativos podem interferir na
atividade antioxidante de espécies vegetais. Fungos micorrizicos arbusculares
incrementaram a atividade de compostos antioxidantes em manjericao
(HRISTOZKOVA et al., 2017), pimenta (NEDOROST; VOJTISKOVA; POKLUDA,
2014) e orégano (SALEH et al., 2020). Todavia, bactérias dos géneros Bacillus,
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Pseudomonas e Nocardia, coinoculadas com S. cerevisiae e T. viride nao elevaram
significativamente a atividade antioxidante em plantas de mirtilo americano
(SCHOEBITZ et al., 2019), demonstrando que a interagdo de microrganismos entre si
e com a espécie vegetal hospedeira podem acarretar respostas distintas. Estudo
envolvendo os efeitos da frequéncia de aplicagao de dleos essenciais em tomateiros,
constatou que incrementos de produtividade ndo foram acompanhados pela elevagao
da atividade antioxidante em folhas, ocorrendo, inclusive decréscimo da mesma em
alguns tratamentos (CHRYSARGYRIS et al., 2020). A adubagdo de tomateiros com
diferentes dosagens de nitrogénio a partir de composto organico demonstrou que os
teores de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante (método DPPH) em
frutos cresceram em consonancia com o aumento dos niveis de N. Porém,
comportamento oposto foi observado quando adotou-se a metodologia FRAP, onde a
atividade oxidante mais expressiva foi constatada em frutos oriundos de plantas que
nao receberam fertilizagcdo nitrogenada (JORGE et al., 2017). A inoculagcdo de
tomateiros com FMA (R. irregularis) nao obteve resposta com relacdo a atividade
antioxidante em frutos (HART et al., 2015). Os autores sugeriram que estudos futuros
considerassem a avaliagao dos frutos em diferentes estagios de desenvolvimento. G.
mossae e G. intraradices, inoculados separadamente, ndo elevaram a atividade
antioxidante (metodologia FRAP) em frutos de tomateiros submetidos a diferentes
niveis de stress nutricional (NEDOROST; POKLUDA, 2012). Os estudos relatados
revelam resultados contrastantes em avaliagdes relacionadas a atividade antioxidante
em folhas e frutos de tomateiros. No presente estudo, a atividade antioxidante revelou-
se menos intensa em frutos oriundos de plantas inoculadas com R. clarus. Uma
possivel explicagdo para esse fato pode estar relacionada ao sistema de producao
organico adotado na condugdo do experimento. Trabalho com feno-grego, sob
diferentes manejos de adubacdo com fertilizantes quimicos e/ou organicos,
demonstrou que sementes oriundas de plantas cultivadas com adubo orgénico (cama
de frango) apresentaram maior atividade antioxidante que sementes originarias de
plantas submetidas exclusivamente a fertilizacdo quimica sintética (SALEHI et al.,
2019). Os autores atribuiram esse resultado a mineralizagado mais lenta dos nutrientes
presentes no fertilizante organico, quando comparada aos nutrientes oriundos do
fertilizante quimico, caracteristica que pode gerar algum nivel de stress abi6tico em
fases de maior demanda nutricional das plantas. Esse suposto stress, por sua vez,

favoreceria a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) as quais
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desencadeariam a sintese de compostos antioxidantes. Neste contexto, a simbiose
com R. clarus pode ter mitigado deficiéncias nutricionais pontuais ao longo do ciclo de
desenvolvimento das plantas, evitando a formagao de EROs e, consequentemente,
desfavorecendo a formacao de substancia antioxidantes.

CONCLUSAO

A coinoculagdo dos isolados Stenotrophomonas sp. (1S) e
Enterobacter sp. (19S), tanto na presenga como na auséncia de R. clarus, atenuou a
perda de massa de frutos na pods-colheita. O isolado Enterobacter sp. (19S)
proporcionou maturagdo mais uniforme dos frutos no que se refere a coloragao
(&ngulo hue). R. clarus, ao contribuir para o adequado fluxo de nutrientes as plantas,

desfavoreceu a formacao de compostos antioxidantes em frutos.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

As diferentes etapas presentes na condugdo dos trabalhos,
considerando também as fases preliminares abrangendo o isolamento e a
categorizagao dos microrganismos integrantes do banco de isolados, denotam a
importancia dos estudos em casa de vegetacdo e, concomitantemente ou
posteriormente, em condi¢ées de campo, para a selegao de isolados potenciais para
utilizacdo em inoculantes microbianos.

Os isolados bacterianos Stenotrophomonas sp. cepa 1S e
Enterobacter sp. cepa 19S e o fungo micorrizico arbuscular R. clarus demonstraram
capacidade de suscitar efeitos benéficos em diferentes etapas do ciclo de
desenvolvimento de plantas de tomateiros. Estes resultados favoraveis foram
constatados desde fases bastante iniciais (mudas), estendendo-se até a fase
reprodutiva e de pds-colheita. Foram verificadas interagdes significativas entre os
microrganismos estudados, principalmente nos trabalhos conduzidos a campo,
demonstrando o potencial sinérgico desses integrantes da microbiota do solo na
promoc¢ao do desenvolvimento de plantas em diferentes aspectos. Nao obstante, a

associagao/simbiose entre plantas e microrganismos apresenta-se bastante complexa
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e muitos processos envolvendo essas relacdes interespecificas nao estdo
completamente elucidados; ha, portanto, muito trabalho a ser realizado nessa
fascinante area da ciéncia. Dentro das condicbes e dos limites inerentes a esta
pesquisa, os resultados obtidos, ao mesmo tempo em que se apresentam
promissores, sinalizam novas possibilidades de pesquisa. Dentro deste contexto,
serao propostos alguns direcionamentos para trabalhos futuros, com foco na cultura
do tomateiro.

Neste estudo, a inoculagdo dos isolados bacterianos foi efetuada em
um s6 momento, nas sementes, por ocasiao de sua semeadura em bandejas. Estudos
futuros poderiam considerar o manejo da inoculacdo, onde os isolados,
individualmente e em coinoculagdo, seriam reaplicados imediatamente apds ao
transplantio (cerca de 25 dias apds a semeadura) e por volta de 30 dias apods o
transplantio, precedendo a fase de maior demanda de nutrientes pela cultura do
tomateiro (FAYAD et al., 2002). Aplicagdes apds a semeadura poderiam favorecer a
manutencdo de maiores populacbes dos isolados de interesse no solo,
potencializando os efeitos benéficos da associagao das plantas com as bactérias.

Estudos com diferentes gendtipos (grape, industrial e porta-enxerto)
se estenderiam até a fase de colheita ou mesmo de pdés-colheita, objetivando verificar
as respostas a inoculacao e coinoculacao, tendo em vista as especificidades de cada
material genético. No caso de gendtipos porta-enxerto, os estudos envolveriam
também avaliagcbes na pré e pos-enxertia.

Aspectos relacionados as condicdes de fertilidade do solo e tipo de
fertilizante utilizado no manejo da cultura (organico, mineral natural ou mineral
sintético) também se constituiiam em variaveis de interesse para pesquisas
posteriores. Os niveis de nutrientes no solo podem tanto inibir como favorecer a
interacdo plantas e microbiota. O mesmo ocorre com a natureza e as dosagens dos
fertilizantes utilizados em uma cultura de elevada demanda de nutricional como o
tomateiro.

A indugéao de resisténcia a fatores bidticos e abioticos revela-se como
outra area de investigacao promissora. R. clarus demonstrou capacidade de induzir a
producao de enzimas antioxidantes em tecidos vegetais. Estudos futuros avaliariam
respostas de plantas inoculadas a presencga de pragas, doencas e fatores climaticos

adversos. Trabalhos relacionados ao manejo nutricional e fitossanitario poderiam,
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ainda, considerar aspectos econdmicos para além de maiores produtividades, como

menor aporte de fertilizantes e menor necessidade de pulverizacoes.
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