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RESUMO

Rizobactérias sdo agentes muito importantes para a promog¢ao do crescimento de
plantas em razdo da producdo de metabdlitos. Dentre estas rizobactérias, as
Streptomyces apresentam grande potencial em produzir diversos compostos
bioativos. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivos, nos trés capitulos
apresentados, caracterizar morfologicamente isolados de Streptomyces spp., avaliar
a solubilizagdo de fosfato e a produgcdo de acido indol acético (AlA), a
compatibilidade entre Streptomyces spp. e Bradyrhizobium japonicum e a atividade
antagbnica aos fungos patogénicos Curvularia lunata e Colletotrichum sp. Além
disso, objetivou selecionar isolados de Streptomyces spp., para serem utilizadas
como inoculantes tanto para a cultura da soja como para a cultura do feijdo-caupi na
regidao e avaliar o efeito das doses sobre as culturas. Os resultados obtidos
indicaram que os isolados de Streptomyces apresentaram caracteristicas fenotipicas
variadas, sendo que o isolado UFT-St07 apresentou indice de solubilizacdo de
fosfato. Em relagdo a producdo de acido indol acético, os melhores resultados foram
obtidos na presenca do indutor L-triptofano, e os melhores isolados observados
foram UFT-St04 e UFT-St08. Quanto a compatibilidade entre Streptomyces spp. e o
inoculante B. japonicum, observou-se que os maiores indices de inibicdo foram
observados com os isolados UFT-St01 e UFT-St09. Os isolados UFT-St05 e UFT-
St07 apresentaram efeito positivo no biocontrole de Curvularia lunata., e os isolados
UFT-St04 e UFT-St07 no biocontrole de Colletotrichum sp. Quanto a utilizagdo de
Streptomyces na cultura da soja melhores resultados foram observados com o
isolado UFT-St07. No experimento em campo as diferentes dosagens de inoculante
mostraram-se eficientes na manutencao do estande final de plantas, sendo que a
melhor dose do MIX de Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) foi de 300
mL para cada 50 kg de semente. Quanto a cultura de feijao, a estirpe UFT-St03 foi a
que apresentou melhores resultados. Além disso, as melhores doses de inoculante
foram de 300 e 400 mL/50 kg sementes para todos os parametros avaliados. Dessa
forma, foi possivel observar que as Streptomyces tem potencial no biocontrole de
fungos fitopatogénicos e podem ser utilizadas como biofertilizante por apresentarem
potencial no crescimento e incorporagcdo de biomassa, além de favorecer a

produtividade.
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ABSTRACT

Rhizobacteria are very important agents for the promotion of plant growth due to the
production of metabolites. Among these rhizobacteria, Streptomyces have great
potential in producing several bioactive compounds. The objective of this work was to
characterize morphologically isolated Streptomyces spp., to evaluate phosphate
solubilization and the production of indole acetic acid (IAA), the compatibility between
Streptomyces spp. and Bradyrhizobium japonicum and the antagonistic activity to the
pathogenic fungi Curvularia lunata and Colletotrichum sp. In addition, the objective
was to select isolates of Streptomyces spp. to be used as inoculants for both
soybean and cowpea culture in the region and to evaluate the effect of the doses on
the crops. The results showed that the isolates of Streptomyces presented varied
phenotypic characteristics, and the isolate UFT-St07 presented index of phosphate
solubilization. Regarding the production of indole acetic acid, the best results were
obtained in the presence of the L-tryptophan inducer, and the best isolates observed
were UFT-St04 and UFT-St08. Regarding the compatibility between Streptomyces
spp. and inoculant B. japonicum, it was observed that the highest inhibition indices
were observed with the isolates UFT-St01 and UFT-St09. The UFT-St05 and UFT-
St07 isolates showed a positive effect on the biocontrol of Curvularia lunata, and the
isolates UFT-St04 and UFT-St07 in the biotype of Colletotrichum sp. Regarding the
use of Streptomyces in the soybean crop, better results were observed with the
isolate UFT-St07. In the field experiment the different dosages of inoculant were
efficient in maintaining the final plant stand, and the best dose of Streptomyces MIX
(UFT-St03, UFT-St06 and UFT-St08) was 300 mL for every 50 kg of seed. Regarding
the bean culture, strain UFT-St03 was the one that presented the best results. In
addition, the best inoculant doses were 300 and 400 mL / 50 kg seeds for all
parameters evaluated. Thus, it was possible to observe that Streptomyces has
potential in the biocontrol of phytopathogenic fungi and can be used as biofertilizer
because they have potential in the growth and incorporation of biomass, besides

favoring productivity.

Keywords: Rizobacterium; promotion of growth; biocontrol; productivity.
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1 INTRODUGAO GERAL

A demanda por alimentos tem crescido muito nos ultimos anos e o Cerrado
tem sido usado para o cultivo de culturas agricolas de grande importancia nacional e
local, como a soja e feijao caupi, respectivamente. O cerrado vem se destacando no
setor agropecuario, além de apresentar areas aptas para o cultivo, possui terras que
ainda podem ser exploradas. No Tocantins teve uma area plantada de mais de 1,2
milhdes de hectare na safra 2016/2017 (CONAB, 2017).

As doengas causadas por patdogenos sdo os principais fatores que
ocasionam perdas na produtividade de graos nas culturas agricolas, uma vez que as
perdas decorrentes do ataque de doengas nas plantas no Brasil sdo de cerca de 10-
20%(CONAB, 2017).

As diversas praticas agricolas rotineiras, principalmente quanto ao uso de
fungicidas, inseticidas e o uso de produtos quimicos ndo tem alcangado os
resultados almejados e tem se tornado inviavel. Além de causar efeitos negativos
aos organismos nao alvos, desequilibrio ecologico e possiveis efeitos com a
incompatibilidade entre o tratamento de sementes com determinados fungicidas e o
uso de inoculantes. Isso tem sido considerado um dos maiores problemas
relacionados a fixagédo biolégica de nitrogénio nas leguminosas no Pais (CAMPO;
ARAUJO; HUNGRIA, 2009).

O uso de micro-organismos estimulantes na agricultura tem sido uma saida
para aumentar a produtividade e reduzir as perdas por patdégenos. A presenca
desses micro-organismos presentes no solo sdo fundamentais para o processo de
ciclagem de nutrientes, além de serem reguladores desse processo (MENDES,
2012).

Em relagdo aos micro-organismos benéficos encontrados no solo, deve-se
ressaltar a importancia da bactéria Streptomyces, que é um género que contém mais
de 600 espécies com nomes publicados. Membros do género Streptomyces
representam um dos maiores filos na microbiota do solo em todo o globo terrestre
(SHE et al., 2016). Esse micro-organismo presente no solo, apresenta grande
potencial, devido a sua habilidade em produzir diversos compostos bioativos como
enzimas, toxinas, antibidticos e promotores de crescimento (SAADOUN;
GHARAIBEH, 2002).
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Ainda ha pouco material na literatura sobre o real potencial desse micro-
organismo, tdo pouco como a sua utilizagdo como inoculantes na agricultura. Dessa
forma, o projeto buscou selecionar de Streptomyces com potencial, potencial para
controle biolégico de fitopatégenos e promotor do crescimento vegetal (para o
desenvolvimento de inoculantes).

O presente trabalho é apresentado em trés capitulos com os respectivos
objetivos:

Capitulo I: caracterizar morfologicamente isolados de Streptomyces spp.,
avaliar a capacidade de solubilizacao de fosfato e a produgao de acido indol acético
(AIA) in vitro pelos isolados, além de verificar as interagbes relacionadas a
compatibilidade de Streptomyces spp. e Bradyrhizobium japonicum e antagonismo
aos fungos patogénicos Curvularia lunata e Colletotrichum sp;

Capitulo IlI: selecionar isolados de Streptomyces spp. para a cultura da soja
e avaliar o efeito das doses de Streptomyces ssp. sobre as caracteristicas
agrondmicas da cultura;

Capitulo Ill: avaliar a eficiéncia de Streptomyces spp. no crescimento e

produtividade de feijao caupi.
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2 SOLUBILIZAGAO DE FOSFATO, SINTESE DE ACIDO INDOL
ACETICO E BIOCONTROLE POR ISOLADOS DE Streptomyces

21 RESUMO

Actinobactérias do género Streptomyces apresentam grande potencial em produzir
diversos compostos bioativos. Com isso, objetivou-se caracterizar morfologicamente
isolados de Streptomyces spp., avaliar a solubilizagdo de fosfato e a produgao de
acido indol acético (AIA), a compatibilidade entre Streptomyces spp. e
Bradyrhizobium japonicum e a atividade antagbnica aos fungos patogénicos
Curvularia lunata e Colletotrichum sp. As fontes de inéculos de Streptomyces spp.
foram identificadas por meio de testes macro e micro-morfolégicos. Para ensaio de
solubilizagdo de fosfato in vitro foi utilizado meio PCA adicionado de solugéo de
K:HPO, e CaCl,. Para o ensaio de producdo de AlA, os isolados foram transferidos
para frascos de Erlenmeyer com meios de cultura na auséncia (controle) e presenca
de L-triptofano. No teste de compatibilidade 10 pyL de cultivo de cada isolado foi
adicionado em seis discos de papel de 4,5 mm em placa de petri. Em seguida foi
adicionada a estirpe Bradyrhizobium japonicum. Ja para avaliagdo de antagonismo
os isolados de Streptomyces spp., foram plaqueados em meio BDA e em seguida,
discos contendo meio de cultura com colénias do fungo fitopatogénico foram
colocados no centro das placas. A caracterizacdo morfolégica apontou oito isolados
gram positivos dos nove avaliados. Seis isolados apresentaram colénia maior que 2
mm, sete com colénia elevada e cinco transparente. Todos os isolados acidificaram
o meio de cultura, com excecdo do UFT-St01. Todos os isolados apresentaram
resultado positivo quanto a producéo de hifas filamentosas e ramificadas, e apenas
um isolado (UFT-St03) ndo apresentou coloragdo de micélio. Quanto ao teste de
capacidade de solubilizagdo de fosfato, apenas um isolado UFT-St07 apresentou
indice de solubilizagdo de fosfato. Para a produgdo de acido indol acético os
melhores resultados foram superiores na presenca do indutor L-triptofano, sendo os
melhores observados para UFT-St04 (3,8 uyg mL™") e UFT-St08 (3,09 ug mL"). Os
isolados UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St07 n&o inibiram o crescimento de
Bradyrhizobium japonicum. Para avaliagao de antagonismo os isolados UFT-St05 e

UFT-St07 apresentaram porcentagens de inibicdo contra o patégeno Curvularia
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lunata de 90 e 93,7% de inibicdo, respectivamente. Quanto ao patdgeno
Colletotrichum sp., observou-se maiores porcentagens de inibicao dos isolados UFT-
St04 (85,2%) e UFT-St07 (87,6%). Os resultados do presente trabalho comprovam a
eficiéncia de Streptomyces spp. como promotor de crescimento e agente de controle

bioldgico.

Palavras-chave: Rizobactéria, promotor de crescimento, fitormdnio, biocontrole.
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2.2 ABSTRACT

Actinobacteria of the genus Streptomyces have great potential in producing several
bioactive compounds. The objective of this study was to characterize the
morphological isolates of Streptomyces spp., to evaluate phosphate solubilization
and the production of indole acetic acid (AlA), the compatibility between
Streptomyces spp. and Bradyrhizobium japonicum and the antagonistic activity to the
pathogenic fungi Curvularia lunata and Colletotrichum sp. The sources of inocula of
Streptomyces spp. were identified through macro and micro-morphological tests. For
in vitro phosphate solubilization assay PCA medium added with K;HPO, and CaCl,
solution was used. For the AIA production assay, the isolates were transferred to
Erlenmeyer flasks with culture media in the absence (control) and presence of L-
tryptophan. In the compatibility test 10 ul culture of each isolate was added to six 4.5
mm paper discs in petri dish. Then the strain Bradyrhizobium japonicum was added.
For the evaluation of antagonism, the Streptomyces spp. Isolates were plated in BDA
medium and then disks containing culture medium with colonies of the
phytopathogenic fungus were placed in the center of the plates. The morphological
characterization indicated eight gram positive isolates from the nine evaluated. Six
isolates presented colony greater than 2 mm, seven with colony high and five
transparent. All isolates acidified the culture medium, with the exception of UFT-St01.
All the isolates showed a positive result for the production of filamentous and
branched hyphae, and only one isolate (UFT-St03) showed no mycelial staining. As
for the phosphate solubilization test, only one isolate UFT-St07 presented
solubilization index. For the production of indole acetic acid, the best results were
higher in the presence of the L-tryptophan inducer, being the best observed for UFT-
St04 (3.8 ug mL") and UFT-St08 (3.09 ug mL™"). Isolates UFT-St03, UFT-St06 and
UFT-St07 did not inhibit the growth of Bradyrhizobium japonicum. For evaluation of
antagonism isolates UFT-St05 and UFT-St07 presented inhibition percentages
against the pathogen Curvularia lunata of 90 and 93.7% of inhibition, respectively. As
for the pathogen Colletotrichum sp., it was observed higher percentages of inhibition
of the isolates UFT-St04 (85.2%) and UFT-St07 (87.6%). Thus, the results of the
present work prove the efficiency of Streptomyces spp. as growth promoter and

biological control agent.



Keywords: Rhizobacterium, growth promoter, phythormonium, biocontrol.
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2.3 INTRODUGAO

A rizosfera é a zona de contato entre solo e raizes, possuindo grande
diversidade de organismos, onde sdo encontradas bactérias, fungos, algas, entre
outros. As rizobactérias tem a capacidade de solubilizar fosfato e de produzir
metabdlitos diretamente relacionados ao crescimento da planta, como auxinas,
giberelinas e citocininas. Além disso, sintetizam antibidticos, sideroforos e acido
hidrocindmico que reduzem a atividade de patégenos (GRACAS et al., 2015).

A solubilizacdo de fosfato por micro-organismos € importante, pois os
fosfatos naturais apresentam o inconveniente de possuirem baixa solubilidade e,
portanto, sdo pouco disponiveis as plantas. Entre o0s micro-organismos
solubilizadores de fosfato, as bactérias sdo encontradas em maior numero e, a
solubilizacado de fontes insoluveis de fosfato pode ocorrer em razdo da excregao de
acidos organicos pelos micro-organismos, que solubilizam esses fosfatos por meio
da acidificagdo do ambiente (MASSENSSINI et al., 2015).

A producéo de acido indol acético (AIA) também tem recebido muita atencao
devido a sua importadncia, uma vez que é um horménio diretamente ligado a
regulacédo do crescimento vegetal. O principal indutor da rota de producao de AlA é
o aminoacido triptofano (Trp). No entanto, a biossintese desse horménio também
pode ocorrer por via independente do precursor Trp (SILVA; LANDGRAF, 2017). O
AlA pode ser sintetizado e excretado por diversos micro-organismos endofiticos,
onde pode-se citar o fungo Trichoderma sp. (OLIVEIRA et al., 2012) e as bactérias
Azospirillum brasiliensis e A. lipoferum (KUSS et al., 2007), Pseudomonas
fluorescens (HERNANDEZ et al., 2008) e espécies de Bacillus (RATON et al., 2011).

O efeito de espécies patogénicas na agricultura é bastante reportado, uma
vez que as perdas decorrentes do ataque de doencas nas plantas no Brasil sdo de
cerca de 10-20% (CONAB, 2017). Algumas das doengas transmitidas sdo mofo
branco do feijdo e da soja, fusarioses de um grande numero de espécies
hospedeiras, e podridées, entre outras (GOULART, 2014). Entre as espécies
patogénicas que causam grandes prejuizos a agricultura pode-se citar o género
Colletotrichum, causador de antrachose em inumeras espécies de interesse
econdmico (ESPANA et al., 2017). Além desses, outros patégenos de importancia
secundaria, sdo detectados com bastante frequéncia causando danos as plantas,

como é o caso de Curvularia lunata (GAO et al., 2017).
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Ja em relagdo aos micro-organismos benéficos encontrados no solo, deve-
se ressaltar a importancia da bactéria Streptomyces, que € um género que contém
mais de 600 espécies com nomes publicados (SHE et al., 2016). Membros do
género Streptomyces representam um dos maiores filos na microbiota do solo em
todo o globo terrestre. Sdo actinomicetos aerdbicos, formadores de esporos e gram
positivos. Os genomas dos estreptomicetos carregam um grande numero de
agrupamentos de genes responsaveis pela produgao de metabdlitos bioativos, como
enzimas, toxinas, antibidticos, antitumorais e antifungicos (SHE et al., 2016).

Dessa forma, Streptomyces sao bactérias potenciais na produgdo de
metabdlitos com importante aplicagdo na agricultura. Com isso, o presente estudo
teve por objetivo caracterizar morfologicamente isolados de Streptomyces spp.,
avaliar a capacidade de solubilizacdo de fosfato e a producéo de acido indol acético
(AIA) in vitro pelos isolados, além de verificar as interagbes relacionadas a
compatibilidade de Streptomyces spp. e Bradyrhizobium japonicum e antagonismo

aos fungos patogénicos Curvularia lunata e Colletotrichum sp..

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Caracterizagao fenotipica dos isolados

Os experimentos foram conduzidos de fevereiro a maio de 2017, no
Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Tocantins — Campus de
Gurupi. As fontes de indculos de Streptomyces spp., foram isoladas de diferentes
amostras de solos de cultivo de regides do estado do Tocantins e posteriormente
foram identificadas por meio de testes macro e micro-morfolégicos (WILLIAMS et al.,
1989).

Foram obtidos nove isolados e as caracteristicas fenotipicas avaliadas
foram: tempo de crescimento (1 a 8 dias); didmetro, forma, elevacao e transparéncia
da colbnia; producdo de hifas filamentosas e ramificadas e coloragcdo do micélio;
modificagdo do pH do meio (HUNGRIA et al., 2001) e teste de coloracdo de Gram
(KONEMAN, 2008).
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2.4.2 Solubilizagao de fosfato

Para o ensaio de solubilizacao de fosfato in vitro os isolados de Streptomyces
spp. foram cultivados e replicados em meio de cultura BDA modificado (Batata 20%,
dextrose 2%, agar 1,5% e amido 1%; agua destilada; pH 6,8), onde foram incubados
a 29 °C por sete dias. Foi utilizado o meio Plate Cout Agar - PCA (Peptona 0,5%,
Extrato de levedura 0,25%, glicose 0,1%, agar 15%, agua destilada), ao qual foi
adicionada uma solugdo contendo 0,25 g L de K:HPO, e outra contendo 1 g L™ de
CaCl,, para a formacgao do fosfato de calcio precipitado. Foi acrescentado o corante
azul de bromotimol no meio P-Ca, que teve como objetivo a visualizacdo da
alteragao do pH do meio pelas bactérias, em funcédo da alteragdo da cor do meio,
ajustando-se o pH para 6,6 com o intuito de se formar fosfato de calcio precipitado
(HARA; OLIVEIRA, 2004).
A partir dos isolados previamente incubados anteriormente, foram feitos
discos de aproximadamente 10 mm dos isolados em cada placa de Petri. A
incubacédo foi realizada em BOD a 2811 °C. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado com 6 repeticoes. As avaliacdes foram feitas
com 48, 96, 144, 192, 240 e 288 horas apdés a inoculacdo dos isolados de
Streptomyces spp. sendo avaliados por um periodo de 12 dias. As medidas do
didmetro (®) dos halos de solubilizagéo, percebido como uma area translucida ao
redor da colbnia, e as do ® das colbnias foram mensuradas utilizando um
paquimetro digital. A partir dessas medidas, foram obtidos os indices de
solubilizagdo de cada isolado por meio da féormula: IS = @ Halo (mm) / ® Colénia
(mm) (HARA; OLIVEIRA, 2004). A partir do IS, as Streptomyces spp. foram
classificadas como estirpes com baixa (IS < 2), média (2 < IS < 4) e alta
solubilizagao (IS > 4) (HARA; OLIVEIRA, 2005).

2.4.3 Produgio de Acido Indol Acético (AIA)

Para o ensaio de producao de AlA in vitro pelos isolados de Streptomyces
spp. inicialmente os isolados foram previamente cultivados em placa de Petri em
meio de cultura BDA modificado (Batata 20%, dextrose 2%, agar 1,5% e amido 1%;
agua destilada; pH 6,8), onde foram incubados em BOD a 29+1 °C por oito dias. Foi

utilizado o meio BD modificado (Batata 20%, dextrose 2% e amido 1%; agua
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destilada; pH 6,0). Os isolados foram transferidos, através de discos de
aproximadamente 2-3 mm de didmetro contendo massa celular bacteriana para
frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL com os meios BD na auséncia
(controle) e presencga de L-triptofano. A concentragao de L-triptofano utilizada foi de
100 mg L. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
com quatro repetigdes.

As avaliagdes foram feitas com 48, 96, 144 e 192 horas apdos a inoculagao
dos isolados de Streptomyces spp. sendo cultivados em mesa agitadora com
movimentagdo orbital (Novatécnica®, 100 rpm a 26 = 2 °C). Posteriormente a
biomassa celular bacteriana foi separada por centrifugacdo (Excelsa®4 modelo
280R, 12.000 rpm por 15 min.). Para a analise colorimétrica de AIA foram utilizados
uma parte do reagente de Salkowski [FeCl; 0,5 mol L™ + HCIO, (35%)] e duas partes
do sobrenadante obtido de cada isolado (GORDON; WEBER, 1951).

Apos a comprovagao qualitativa da presencga de AlA (coloragao rosa apos 25
minutos de reacdo a temperatura de 26 + 2 °C no escuro), o fitorménio foi
quantificado em espectofotdmetro em 530 nm. As concentragdes, em ug mL™", foram
calculadas a partir de uma curva padrao com concentragdes conhecidas da forma
sintética do horménio (0 a 100 ug mL™"), cujas leituras foram a base para calcular a

concentracado de AIA nas amostras.

2.4.4 Teste de compatibilidade

Inicialmente, discos (2 — 3 mm de didmetro, 4 unidades) dos isolados de
Streptomyces spp. previamente cultivados (28 °C) em agar BDA modificado (Batata
20%, dextrose 2%, agar 1,5% e amido 1%; agua destilada; pH 6,8) foram
adicionados em 100 mL de caldo Plate Cout - PC (Peptona 0,5 %, Extrato de
levedura 0,25%, glicose 0,1%, agua destilada, pH 6,8) e cultivados em mesa
agitadora com movimentagao orbital (Novatécnica®, 100 rpm, 28 °C, cinco dias).
Posteriormente, 10 uL do cultivo de cada estirpe, com uma concentragao de 1,6 x
10", foi adicionado em seis discos de papel de 4,5 mm contidos em cada placa de
petri contendo meio Plate Cout Agar - PCA (Peptona 0,5%, Extrato de levedura
0,25%, glicose 0,1%, agar 15%, agua destilada, pH 6,8). Em seguida foi adiciona a

estirpe Bradyrhizobium japonicum, em concentragéo de 6 x 10°), que foi previamente
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inoculado (100 pL) com o auxilio da alga de Drigalski, utilizando a técnica de
espalhamento (ANTUNES, 1995).

As placas foram incubadas (28 °C) e a formagao de halo ao redor dos discos
foi avaliada em trés periodos distintos (24, 48 e 72 horas). Placas contendo discos
com os isolados de Streptomyces spp. com auséncia do antagonista foram utilizadas
como controle. O experimento foi realizado em triplicata e o efeito das estirpes foi
caracterizado em uma escala de cinco graus, onde o comprimento da zona de
inibicdo foi estimado proporcionalmente quando comparado ao controle: 0%
(ausente), 1 - 25% (fraco), 26 - 50% (moderado), 51 - 75% (forte) e 76 - 100% (muito
forte) (BREZA; PALUSZAK, 2016).

2.4.5 Atividade antagonista

A atividade antagonista dos nove isolados de Streptomyces spp. foi testada
contra os fungos patogénicos Curvularia lunata e Colletotrichum sp. O fungo C.
lunata utilizado foi isolado de plantas de milho procedentes do campo experimental
da UFT com sintomas da doenga. O fungo fitopatogénico C. lunata foi caracterizado
molecularmente no Laboratério de Manejo Integrado de Plantas na UFT - Campus
de Gurupi. O fungo Colletotrichum sp., também obtido da colegdo do Laboratorio de
Microbiologia da UFT, foi isolado de plantas de soja com sintomas de antracnose.

Os nove isolados de Streptomyces spp. foram inicialmente cultivados em
placa de Petri em meio de cultura BDA modificado (Batata 20%, dextrose 2%, agar
1,5% e amido 1%; agua destilada; pH 6,8), e incubados em BOD a 2941 °C por sete
dias. O fungo fitopatogénico também foi colocado em crescimento em meio BDA
modificado e incubado por sete dias.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
4 repeticdes.

Para avaliagcdo de antagonismo foi utilizada a técnica de cultura fungica
sobre cultura antagonista. Apos os sete dias de crescimento dos isolados de
Streptomyces spp., os inéculos foram plaqueados em meio BDA com o auxilio de
uma alga de platina. Em seguida, discos de aproximadamente 6 mm contendo meio
de cultura com coldnias do fungo fitopatogénico com sete dias de crescimento foram

colocados no centro das placas.
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As avaliagcbes do potencial de antagonismo foram feitas com 48, 96, 144 e
192 horas ap6s a inoculagcdo dos isolados de Streptomyces spp. sendo efetuadas
medi¢des do diametro das coldnias, em trés sentidos diametralmente opostos, com
auxilio de um paquimetro digital, definindo-se uma média para cada colénia. Os
didmetros das colénias do patégeno foram comparados com o controle, cujo
patogeno se desenvolveu em meio BDA.

A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi calculada pela
féormula de MENTEN et al. (1976), onde: PIC = [(Crescimento do controle —
Crescimento tratamento) / Crescimento do controle] x 100. O indice da velocidade
de crescimento micelial (IVCM) foi calculado segundo a féormula adaptada por
OLIVEIRA (1991): IVCM = % (D-Da)/N, em que IVCM = indice de velocidade de
crescimento micelial (cm.dia™), D = Diametro médio atual (cm), Da = Diametro médio

do dia anterior (cm), e N = Numero de dias apds a inoculagao (dias).

2.4.6 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia teste F e ao teste de
agrupamento de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o programa
estatistico ASSISTAT versao 7.6 beta (SILVA, 2008).
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2.5.1 Caracterizagao fenotipica dos isolados e solubilizacao de fosfato
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Com base nas caracteristicas fenotipicas observadas, dos nove isolados

somente um (UFT-St08) apresentou crescimento lento, e todos os isolados

acidificaram o meio de cultura, com excec¢ao do UFT-St01 (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas dos isolados de Streptomyces.

Caracteristicas dos isolados

1
Isolados TC pH DC FC EC Tr pPH CM Gram IS
UFT-St01 R Al <2 C E N S P - -
UFT-St02 R Ac >2 C P S S P + -
UFT-St03 R Ac >2 C P S S A + -
UFT-St04 R Ac <2 C E N S =) + -
UFT-St05 R Ac >2 C E N S =) + -
UFT-St06 R Ac >2 C E S S P + -
UFT-St07 R Ac >2 C E S S P + ++
UFT-St08 L Ac <2 C E N S P + -
UFT-St09 R Ac >2 C E S S =) + -

'Isolados da colegdo do Laboratério de Agro-microbiologia da UFT; TC - tempo de crescimento
(R: rapido < 3 dias, L: lento > 3 dias); pH do meio (Ac: acido, Al: alcalino); DC - didmetro da col6 -
nia em mm; FC - forma da colbnia (C: circular); EC - elevacdo da colbnia (P: plana, E: elevada); Tr
- transparéncia (S: sim, N: ndo); PH - produgao de hifas flamentosas e ramificadas (S: sim); CM -
coloracdo micélio (P: presente, A: ausente); Gram - Teste Gram (+, Positiva, -, Negativa). IS - indi-

ce de solubilizacao de P-Ca [+, IS < 2 (baixo); ++, 2 < IS < 4 (médio); +++, IS > 4 (alto)].

Em relacdo a coldnia, seis isolados apresentaram diametro maior que 2 mm,

dois isolados exibiram coldnia plana e sete coldnia elevada; todos apresentaram

coldénia com forma circular e cinco exibiram colénia transparente. Além disso, todos

os isolados apresentaram

resultado positivo quanto a produgdo de hifas

filamentosas e ramificadas, e apenas um isolado (UFT-St03) ndo apresentou

coloragao de micélio. Quanto ao teste de coloracdo de Gram, foi observado que

todos os isolados, exceto o UFT-St01, apresentaram Gram positivos (Tabela 1).

Quanto a avaliagao de solubilizagdo de fosfato, que foi realizada por método

quantitativo, foi observado que apenas um isolado (UFT-St07) apresentou indice de

solubilizag&o, sendo um indice médio, isto €, entre 2 e 4 (Tabela 1).
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2.5.2 Produgcio de Acido Indol Acético (AIA)

Todos os isolados apresentaram capacidade de sintetizar AIA, mesmo em
pequenas quantidades, tanto na presenca quanto na auséncia de L-triptofano

(Tabela 2). Na auséncia do indutor, a sintese de AlIA variou de 0,54 a 3,85 ug mL™.

Tabela 2. Produgdo de AIA (ug mL™) por isolados de Streptomyces em meio BD na

auséncia (AT) e presenca (PT) de L-triptofano.’

Epoca de avaliagdo (horas apés repicagem)

Isolados 48 horas 96 horas

AT PT Média AT PT Média
Controle 0,57 cA 0,52 dA 0,54 e 0,69 eA 0,65 fA 0,67¢g
UFT-St01 0,66 cB 1,20 aA 0,93b 1,04 dB 2,89 bA 1,96 ¢
UFT-St02 0,65cA 0,57 dA 0,61e 1,06 dA 0,72 B 0,89 f
UFT-St03 0,54 cA 5,9dA 0,57 e 0,73 eA 0,77 A 0,759
UFT-St04 0,83 bA 8,5CcA 0,84c 2,03 bA 1,83 dA 1,93 ¢
UFT-St05 0,78 bA 8,7 cA 0,82c 1,37 cA 1,39 eA 1,38d
UFT-St06 0,86 bA 5,9dB 0,73d 1,08 dA 1,31 eA 1,19 e
UFT-St07 0,55 cB 8,3 CcA 0,69d 0,67 eB 1,28 eA 0,97 f
UFT-St08 0,89 bA 1,00 bA 0,95b 2,51 aB 3,28 aA 2,89 a
UFT-St09 2,20 aA 1,2 aB 1,71 a 2,58 aA 2,17 cB 2,37b

Média 0,86 a 0,82 b - 1,37 b 1,63 a -
C.V.(%)? 9,6 9,6 9,6 9,9 9,9 9,9
144 horas 192 horas
Controle 0,81 fA 0,73 fA 0,77 h 0,66 gA 5,92 fA 0,63 h
UFT-St01 1,03 eB 3,62 aA 2,32d 0,98 B 3,12 bA 2,05d
UFT-St02 1,75 cA 0,78 fB 1,26 f 1,84 dA 0,74 fB 1,29 f
UFT-St03 0,73 fA 0,75 fA 0,74 h 0,57 gB 0,89 fA 0,73 h
UFT-St04 3,68 aA 3,12 bB 3,40 a 3,85 aA 3,75 aA 3,80 a
UFT-St05 1,36 dB 1,79 dA 1,57 e 1,30 eB 1,93 dA 1,62 e
UFT-St06 1,12 eA 0,90 fA 1,019 1,05 fA 0,83 B 0,94 g
UFT-St07 0,69 fB 1,36 eA 1,03 g 0,69 gB 1,29 eA 0,99 ¢g
UFT-St08 3,01 bA 3,16 bA 3,09b 3,02 bA 2,94 bA 2,98 b
UFT-St09 2,91 bA 2,22 cB 2,56 ¢ 2,60 cA 2,22 cB 241 c
Média 1,71 b 1,84 a - 1,66 b 1,83 a -
C.V.(%)2 7,9 7,9 7,9 7,6 7,6 7,6

' Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Scott Knott a 5% de significancia. ? Coeficiente de Variagao.
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Nas primeiras 48 e 96 h de incubagao observou-se melhores resultados com
os isolados UFT-St08 (0,89 e 2,51 ug mL™") e UFT-St09 (2,20 e 2,58 ug mL™). Na
avaliacdo de 144 e 196 h, o isolado UFT-St08 manteve-se com os melhores
resultados, aumentando a produgéo para 3,01 ug mL™ em 144 h e mantendo o valor
em 196 h (3,02 yg mL™"). O mesmo nio acontece com o isolado UFT-St09. Um
aumento de produgao € observado com o isolado UFT-St04, sendo 3,68 e 3,85 ug
mL™" em 144 h e 192 h, respectivamente.

Na presenca de L-triptofano observa-se aumento na sintese de acido indol
acético, variando de 0,52 a 3,75 yg mL". Em 48 h de incubagdo, os melhores
resultados sdo observados com os isolados UFT-St04 e UFT-St05, obtendo-se 8,5 e
8,7 ug mL™", respectivamente. Porém, esses resultados ndo se mantém, uma vez que
nas demais horas de incubacgao, observam-se melhores resultados com os isolados
UFT-St01 e UFT-St08, obtendo valores respectivos de 2,89 e 3,28 ug mL™" em 96 h;
3,62e 3,16 uygmL'em 144 h; e 3,12 e 3,02 yg mL" em 192 h de incubagao (Tabela
2).

Em uma média geral, observa-se que os isolados UFT-St08 e UFT-St09
foram os melhores para produgédo de AIA nas primeiras horas de incubacgao, 0,95 e
1,71 ygmL"em 48 h, e 2,89 e 2,37 uyg mL™" em 96 h, respectivamente. Ja com 144 e
192 h de incubagdo, os melhores isolados na média geral foram UFT-St04 e UFT-
St08, com 3,40 e 3,09 yg mL" em 144 h, e 3,80 e 2,98 uyg mL" em 192 h,
respectivamente. Ainda é importante ressaltar que os isolados apresentaram
resultados mais satisfatérios que os obtidos com o controle, tanto na presenca

quanto na auséncia de L-triptofano (Tabela 2).

2.5.3 Teste de compatibilidade

A avaliagdo de compatibilidade entre Streptomyces spp. e o inoculante B.
Japonicum demonstrou que houve baixa inibicdo de crescimento (Figura 1). Nao
foram observadas inibicdes com os isolados UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St07 em
nenhum dos tempos de incubacao avaliados. O isolado UFT-St04 n&o apresentou
inibicdo apenas nas primeiras 12 h de incubagao (FiguralA), sendo observada
inibicdo nas demais avaliacdes. Ja o isolado UFT-St05 somente apresentou inibicdo

na ultima avaliagado, com 72 h de incubacéao (Figura 1D).
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Figura 1. Inibicdo do crescimento micelial de Bradyrhizobium japonicum por isolados
de Streptomyces spp. nas diferentes horas de incubagéo: A, 12 h; B, 24 h; C, 48 h;
D, 72 h.

A porcentagem de inibicdo dos isolados variou de 5,8 a 35%, sendo os
maiores indices de inibicdo observados com os isolados UFT-St01 e UFT-St09, com
32,5% em 72 h de incubagédo (Figura 1D) e 35% em 48 h de incubacao (Figura 1C),
respectivamente. A Figura 2 apresenta os resultados do crescimento sinérgico entre
Streptomyces spp. e B. japonicum, apontando halos de inibicdo dos isolados UFT-
St01 (Figura2A) e UFT-St09 (Figura2l).
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Figura 2. Compatibilidade in vitro entre isolados de Streptomyces spp. e 0
inoculante Bradyrhizobium japonicum: A, UFT-St01; B, UFT-St02; C, UFT-St03; D,
UFT-St04; E, UFT-St05; F, UFT-St06; G, UFT-St07; H, UFT-St08; I, UFT-St09. Parte

superior: isolados; parte inferior: Controle.
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2.5.4 Atividade antagénica

Em relagédo ao patégeno Curvularia lunata, observou-se que os isolados de
Streptomyces spp. apresentaram inibicdo, sendo que a porcentagem de inibicao
variou de 29,9 a 91,7% (Tabela 3). As melhores porcentagens de inibicdo foram
observadas com os isolados UFT-St05 e UFT-St07 em todos os dias de avaliagéao,
sendo os melhores valores de inibicdo 90% para o isolado UFT-St05 (Figura 3E) e
91,7% para o isolado UFT-St07 com 96 h de incubagao (Figura 3G). Ja as menores
porcentagens de inibicdo foram observadas com o isolado UFT-St01 (Figura 3A),
alcancando valores menores que 50% com 144 e 192 h de incubagao, com 39,6 e
29,9% respectivamente. Além disso, a avaliagcdo do crescimento micelial aponta
valores de indice da velocidade de crescimento micelial (IVCM) reduzidos quando
comparados ao controle. Observou-se decréscimo do indice conforme o tempo de
incubagao, com valor maximo de 9,2 com o isolado UFT-St01 em 48 h de incubacgao
e valores menores que 1,2 para todos os isolados em 144 e 192 h de incubagao. Os
dados mostram que os isolados que apresentaram melhores resultados em relacao
a porcentagem de inibicdo de crescimento (PIC), também apresentaram valores
baixos de IVCM, sendo de 0,3 e 0,1 em 96 h de incubagado para os isolados UFT-
St05 e UFT-St07, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Inibicdo do crescimento micelial de Curvularia lunata por isolados de

Streptomyces spp."
Epoca de avaliagao (dias ap6s incubagio)
48 horas 96 horas
Tratamentos Dié[jnaetro Diametro da
colonia PIC? (%) IVCM* colénia PIC (%) IVCM

(mm) (mm)
Controle 5269 23,4 90,0f 9,3
UFT-St01 241 f 54,2 9,2 48,7 e 45,9 6,1
UFT-St02 94c 82,1 1,8 10,3 ¢ 88,6 0,2
UFT-St03 159 e 69,8 5,1 204d 77,3 1,1
UFT-St04 8,8d 83,3 1,5 13,4 c 85,1 1,1
UFT-St05 79b 85,0 1,1 9,0b 90,0 0,3
UFT-St06 14,8 e 71,9 4,5 19,7 d 78,1 1,2
UFT-St07 56a 89,4 0,0 6,2a 93,1 0,1
UFT-St08 17,2 e 67,3 5,7 20,2d 77,6 0,7
UFT-St09 16,9 e 67,9 5,6 22d 75,6 1,3
C.V.(%) 7,0 7,3

144 horas 192 horas
Dié(rjnaetro Diametro da
coldnia PIC (%) IVCM colénia PIC (%) IVCM

(mm) (mm)
Controle Ne 0,0 90,0 e 0,0
UFT-St01 54,4 d 39,6 1,0 63,1d 29,9 1,1
UFT-St02 14,6 b 83,8 0,7 20,0b 77,8 0,7
UFT-St03 244 c 72,9 0,7 32,0c 64,4 1,0
UFT-St04 15,4 b 82,9 0,3 19,2 b 78,7 0,5
UFT-St05 11,0a 87,8 0,3 15,0 a 83,3 0,5
UFT-St06 23,7c¢ 73,7 0,7 28,6 c 68,2 0,6
UFT-St07 7,5a 91,7 0,2 10,1 a 88,8 0,3
UFT-St08 26,5c¢ 70,6 1,1 33,6c¢ 62,7 0,9
UFT-St09 26,2c 70,9 0,7 316¢ 64,9 0,7
C.V.(%)? 6,8 11,4

'Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,01).
’Coeficiente de Variagdo. °PIC: Porcentagem de Inibigdo do Crescimento. “IVCM: Indice de
velocidade de crescimento micelial.
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Figura 3. Atividade antagonista in vitro com isolados de Streptomyces spp. contra o
patégeno Curvularia lunata: A, UFT-St01; B, UFT-St02; C, UFT-St03; D, UFT-St04;
E, UFT-St05; F, UFT-St06; G, UFT-St07; H, UFT-St08; I, UFT-St09; J, Controle

Ja em relagdo ao patdégeno Colletotrichum sp., a porcentagem de inibi¢cao
variou de 0,6 a 87,6% (Tabela 4). Em 48 h de incubagéo, os melhores resultados de
inibicao de crescimento sdo observados com os isolados UFT-St07 e UFT-St08, com
60,8 e 58,6% de inibicdo, respectivamente. Nas demais horas de incubacao,
observa-se melhor inibicdo com os isolados UFT-St04 e UFT-St07, sendo valores
respectivos de 72,1 e 76,6% em 96 h; 81 € 84,1% em 144 h; e 85,2 ¢ 87,6% em 192
h. Assim, de uma maneira geral o isolado UFT-St07 foi o que obteve os melhores

resultados, exercendo agao antagbénica em relagao ao patdogeno, nao deixando-o se
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desenvolver no meio de cultura, o que pode ser observado na Figura 4. Ja as
menores porcentagens de inibicdo sdo observadas com os isolados UFT-St03 e

UFT-St06 em todos os tempos avaliados (Tabela 4).

Tabela 4. Inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum sp. por isolados de

Streptomyces spp."
Epoca de avaliagao (dias ap6s incubagio)
48 horas 96 horas
Tratamentos Dié[jnaetro Diametro da
coldnia PIC® (%) IvCMm* colodnia PIC (%) IVCM
(mm) (mm)
Controle 18,6 c 5,8 31,2e 3,2
UFT-St01 85a 54,3 0,8 18,1c¢c 42,0 2,4
UFT-St02 8,8a 52,7 0,9 8,8a 71,8 0,0
UFT-St03 14,5b 22,0 3,8 25,0d 19,9 2,6
UFT-St04 8,7 a 53,2 0,8 8,7a 72,1 0,0
UFT-St05 8,6 a 53,8 0,8 129b 58,7 1.1
UFT-St06 179 c 3,8 54 310e 0,6 3,3
UFT-St07 7,3 a 60,8 0,1 7,3a 76,6 0,0
UFT-St08 7,7a 58,6 0,4 15,1b 51,6 1,8
UFT-St09 79a 57,5 0,4 14,0b 53,5 1,9
C.V.(%)? 8,2 8,7
144 horas 192 horas
Dié(rjnaetro Diametro da
coldnia PIC (%) IVCM colonia PIC (%) IVCM
(mm) (mm)

Controle 459 f 2,4 58,7 f 1,6
UFT-St01 19,6 c 57,3 0,2 19,6 c 66,6 0,0
UFT-St02 8,8a 80,8 0,0 8,8a 85,0 0,0
UFT-St03 314d 31,6 1,1 34,4d 41,4 0,3
UFT-St04 8,7 a 81,0 0,0 8,7a 85,2 0,0
UFT-St05 129b 71,9 0,0 129b 78,0 0,0
UFT-St06 39,0e 15,0 1,3 47,3 e 19,4 1,0
UFT-St07 7,3a 84,1 0,0 7,3a 87,6 0,0
UFT-St08 15,3 b 66,7 0,0 15,7b 73,3 0,0
UFT-St09 14,2 b 69,1 0,0 151b 74,3 0,0
C.V.(%)? 7.1 8,5

'Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,01).
’Coeficiente de Variagdo. °PIC: Porcentagem de Inibigdo do Crescimento. ‘IVCM: Indice de
velocidade de crescimento micelial.
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Quanto ao indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), observam-
se resultados semelhantes aos obtidos no estudo com Curvularia lunata, uma vez
que os valores de IVCM foram baixos quando comparados ao controle. Além disso,
conforme o tempo de incubagdo houve decréscimo do indice de crescimento, sendo
menores ou iguais a 0,3 para todos os isolados em 144 h e 192 h de incubacgéo,
exceto para UFT-St03 e UFT- St06 (Tabela 4).

UFT-St07 3 UFT-St07
R1 S R2
. .

Figura 4. Atividade antagonista in vitro com isolado de Streptomyces UFT-St07,

contra o patégeno Colletotrichum sp.

2.6 DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos quanto a caracterizagdo morfolégica,
os isolados estudados foram agrupados no género Streptomyces, apesar de um
deles nao obter resultado positivo quanto ao teste de coloragdo de gram (Tabela 1).
Streptomyces pertencem aos actinomicetos, isto € bactérias gram positivas. Sao
encontradas primordialmente no solo e suas col6nias exibem coloragbes variadas,
podendo ser identificadas por sua morfologia opaca, rugosa e nao disseminante
(MADIGAN et al., 2016).

Oliveira (2003) descreve que actinomicetos apresentam caracteristicas
morfolégicas variadas, tornando possivel diferencia-los de outras bactérias com
facilidade. Algumas dessas caracteristicas sao produgédo de micélio, o que faz com
que apresentem aparéncia pulvurulenta, producdo de hifas filamentosas e
ramificadas, e producdo de pigmentos. E importante ressaltar que os isolados
apresentaram caracteristicas fenotipicas bastante variadas, o que sugere grande

diversidade genética entre eles.
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Em relagdo a solubilizagcado de fosfato os resultados mostraram que somente
um isolado apresentou indice de solubilizagdo (Tabela 1), porém relatos afirmam
que bactérias solubilizadoras de fosfato possuem a capacidade para converter a
forma insoluvel de fésforo em uma forma disponivel para planta. PANDE et al.
(2017) avaliaram oito isolados bacterianos da regido de Nainital na india, obtendo
trés isolados com alta solubilizagcdo de fosfato. Além disso, a analise na sequéncia
de genes destes trés melhores isolados indicaram que dois estavam intimamente
relacionados com Alcaligenes aquatilis e um com Burkholderia cepacia.

A solubilizagdo de fosfato pelas bactérias do solo esta relacionado com a
diminuigdo do pH do meio pelos acidos organicos, sendo que os acidos organicos
liberados pelas bactérias tem a capacidade de dissolver o fosfato mineral como
resultado da troca de anion de PO4? por anion acido (HARA, OLIVEIRA, 2005). Um
estudo de solubilizagdo por micro-organismos, tanto fungos quanto bactérias,
isolados da rizosfera de Feijdo-guandu (Cajanus cajan L. Millsp.) obteve que a
maioria dos fungos baixou o pH do meio de 6,5 para valores entre 2,0 e 4,0,
enquanto que, para as bactérias, a variacdo foi de 4,0 e 6,5. Isso fez com que
maiores médias de fosfato solubilizado fossem observadas com fungos (122 mg L")
do que com bactérias (15 mg L™"). Além disso, os autores afirmam que o teor de
fosfato solubilizado depende do tipo de espécie e do tipo de solo em que foram
isolados (SOUCHIE; ABBOUD, 2007).

Quanto a capacidade de sintetizar AlA, todos os isolados em estudos
apresentaram producao, porém sendo maior na presenca de L-triptofano adicionado
ao meio de cultura (Tabela 2). Segundo PATTEN; GLICK (1996), um micro-
organismo possui diversas rotas para a sintese de AlA, e pode escolher uma delas
de acordo com o ambiente. Diferentes variedades de bactérias possuem capacidade
de produgao desta auxina, por mais de uma rota, sendo a maioria delas com a
utilizagao de triptofano (GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2015). Desse modo,
esse precursor tem sido adicionado aos meios de cultura com o intuito de promover
aumento da sintese (ZAKHAROVA et al.,1999).

Um exemplo é o estudo de TAMREIHAO et al. (2016) avaliando o
biocontrole e atividades de promocao do crescimento de plantas de uma estirpe de
Streptomyces corchorusii, obtendo que a estirpe produziu até 30,5 ug mL™" de AlA e
solubilizou uma quantidade significativa de fosfato inorganico (até 102 yg mL™).

Além disso, produziu 69% de unidades de sideréforo. Em outro estudo, observou-se
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que uma estirpe de Streptomyces sp. acidotolerante isolada de pedreira de calcario
produziu 25 ug mL™" de acido indol acético, solubilizar até 140 ug mL" de fosfato com
uma diminui¢gdo concomitante do pH do meio (TAMREIHAO et al. 2016).

MU’MINAH et al. (2015), avaliaram a produgdo de exopolissacarideos e
substancias estimulantes do crescimento, como o acido indol acético na presenga do
precursor L-triptofano por bactérias isoladas de rizosfera de plantas de batata. Os
resultados apontaram 34 isolados produtores de AlA no intervalo de 0,40 a 21,14 mg
L.

OLIVEIRA et al. (2012) em estudo do potencial de produgédo de acido indol
acético (AlA) por isolados de Trichoderma spp. tanto na presenga quanto na
auséncia de L-triptofano, observaram resultados significativamente maiores com a
utilizagdo de L-triptofano, alcangando valores de 19,9 yg mL™" no sexto dia de
avaliagdo. Mas os autores observaram que na auséncia do indutor os isolados
também foram capazes de produzir AlA. Resultados semelhantes foram observados
no estudo de KUSS et al. (2007) com bactérias diazotroficas associadas a raizes de
arroz sem a utilizacdo do indutor triptofano, em que houve producédo de AIA por
todos os isolados, com variagado entre 2,79 e 13,47 ug mL™.

Tal fato é ressaltado por TSAVKELOVA et al. (2006), os quais afirmam que
existem bactérias que podem produzir AIA na auséncia de triptofano, seguindo a via
metabdlica que independe desse precursor. No entanto, os autores também afirmam
0s mecanismos envolvidos na sintese de AIA por meio desta via metabdlica ainda
nao sao bastante elucidados. Dessa forma, os fatores apontados como
determinantes para a producido de AlA sido a espécie estudada e as condicdes de
cultivo do micro-organismo, tais como fase de crescimento do isolado, oxigenacéo,
pH e presenga ou auséncia do indutor (PEDRAZA et al., 2004).

Para a avaliagdo da compatibilidade entre os isolados de Streptomyces e B.
Japonicum observou-se variagbes nos resultados, mas com baixo percentual de
inibicdo em geral (Figura 1), evidenciando que a dupla inoculagéo pode nao interferir
na atividade de cada micro-organismos. Alguns estudos na literatura mostram como
ocorre a acgao sinérgica entre Bradyrhizobium e outros micro-organismos, a fim de
favorecer o desenvolvimento da planta, como é o caso do estudo de BADAWI et al.
(2011), em que se verificou a capacidade de isolados rizomicrobianos Serratia

marcescens e Trichoderma harzianum juntamente com uma cepa de bactéria de
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nodulos radiculares Bradyrhizobium spp. em exibir propriedades de crescimento de
plantas de amendoim em condigdes in vitro.

Os autores observaram que a sinergia entre Bradyrhizobium spp. e os
demais micro-organismos testados levou a aumentos consideraveis de todos os
caracteres avaliados no crescimento da planta (capacidade de solubilizar fosfato e
producao de AlIA, bem como a producgao de siderdforos e acido cianidrico). Sendo
gque a agao sobre a nodulagdo de amendoim, desempenho de fixacdo de N; e
caracteres vegetativos foi melhor com a inoculagéo dupla de Bradyrhizobium spp. e
S. marcescens (BADAWI; BIOMY; DESOKY, 2011).

LIMA et al. (2011) avaliaram a viabilidade da co-inoculagdo das sementes
de feijdo-caupi usando Paenibacillus, Brevibacillus e Bacillus com Bradyrhizobium e
verificaram o sinergismo entre eles. Os resultados demonstraram que houve
sinergismo das estirpes de Bacillus sp. e Bacillus pumilus co-inoculadas com a
estirpe de Bradyrhizobium sp. em relagao as variaveis massa seca da parte aérea e
eficiéncia de fixagdo de nitrogénio.

Nado sdo vastos na literatura estudos que avaliam a acdo sinérgica de
Streptomyces em conjunto com outros micro-organismos de modo a favorecer o
desenvolvimento da planta, bem como também s&o pouco reportados estudos in
vitro. Os estudos observados concentram-se em avaliar o sinergismo de micro-
organismos em campo, isso porque os efeitos da interagdo sdo dependentes de
muitos fatores, como espécie e estirpe de micro-organismo; variedade, cultivar e
espécie de planta; tipo de estresse bidtico ou abiético; momento, modo e frequéncia
de aplicagdo, que devem ser avaliados em campo (GRACAS et al., 2015).

Quanto a capacidade antagbnica dos isolados de Streptomyces, ficou
evidente o potencial para o biocontrole de Curvularia lunata e Colletotrichum sp.
(Tabelas 3 e 4). O género Streptomyces é apontado comumente como excelente
produtor de varios metabdlitos bioativos uteis, como antibidticos (NGUYEN et al.,
2015). Além da produgédo de antibidticos, Streptomyces também produzem enzimas
degradantes da parede celular, como quitinases e glucanase (KAUR et al., 2016).
Assim, por esses motivos, o género Streptomyces tem ganhado grande importancia
como agente de biocontrole em campo agricola, em razdo de seu potencial de
inibicdo de diversos patdgenos fungicos e bacterianos.

Um exemplo do potencial de Streptomyces é retratado no estudo de
BRESSAN; FIGUEIREDO (2001), em que foi avaliado o efeito de isolados de
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Streptomyces spp. no controle de Stenocarpella maydis em condigbes in vitro e em
sementes de milho. Os autores observaram que em condi¢des in vitro, os isolados
de Streptomyces spp. apresentaram efetividade antagonista, sendo que as zonas de
inibicdo do desenvolvimento do Stenocarpella maydis variaram de 30 a 52 mm. Em
relagcdo as sementes, as que foram inoculadas com Streptomyces tiveram redugao
na incidéncia do fungo de cerca de 90%, mostrando a efetividade dos isolados no
controle de Stenocarpella maydis.

O potencial de biocontrole de Streptomyces goshikiensis contra Fusarium
oxysporum sp. Niveum foi avaliado por FAHEEM et al. (2015), em que se observou
que a estirpe produziu compostos antifungicos volateis capazes de inibir o
crescimento do fungo in vitro em até 40% , além de uma ampla gama de fungos
fitopatogénicos. Ja o estudo de SINGH & GAUR (2017) avaliou a indugédo de genes
reguladores de defesa por Streptomyces spp. endofiticas contra Sclerotium rolfsii em
grao-de-bico, em que se observou que a estirpe regula genes que codificam
enzimas como superoxido dismutase, peroxidase, ascorbato peroxidase e guaiacol

peroxidase, levando a uma resisténcia induzida contra S. rolfsii.

2.7 CONCLUSOES

Os isolados de Streptomyces apresentaram caracteristicas fenotipicas
variadas, apenas o isolado UFT-St07 apresentou indice de solubilizagdo de fosfato.
Em relagao a producgao de acido indol acético, os melhores resultados foram obtidos
na presenca do indutor L-triptofano, e os melhores isolados observados foram UFT-
St04 e UFT-St08.

Quanto a compatibilidade entre Streptomyces spp. e o inoculante B.
Japonicum, os isolados UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St07 de Streptomyces spp. nao
inibiram o crescimento de Bradyrhizobium japonicum em nenhum dos tempos de
incubacdo. Os maiores indices de inibicado foram observados com os isolados UFT-
St01 e UFT-St09.

Os isolados UFT-St05 e UFT-St07 apresentaram efeito positivo no
biocontrole de Curvularia lunata., e os isolados UFT-St04 e UFT-St07 no biocontrole

de Colletotrichum sp.
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3 EFICIENCI@ DE Streptomyces spp. NO CRESCIMENTO,
NODULACAO E PRODUTIVIDADE DE SOJA

3.1 RESUMO

A cultura da soja possui grande importancia socioecondmica e, atualmente, tem
crescido a demanda por produtos livres de agrotéxicos, o que favorece a utilizagéao
de produtos a base de agentes bioldgicos, principalmente micro-organismos
promotores de crescimento. Assim, o presente estudo teve como objetivo selecionar
isolados de Streptomyces spp., adaptadas a regido do cerrado para a cultura da soja
e avaliar o efeito das doses de Streptomyces ssp. sobre as caracteristicas
agrondmicas da cultura. Em experimento em casa de vegetacdo, foi feita a
inoculagao de nove isolados de Streptomyces ssp. em soja (Glycine max L.) cultivar
M8210 IPRO. Foram feitas duas avaliacbes de biomassa, a primeira aos 25 dias
apos a emergéncia (DAE) e a segunda aos 55 DAE. Em experimento de campo
foram avaliados tratamentos constituidos por cinco doses de inoculante a base de
Streptomyces (0, 100, 200, 300 e 400 mL de inoculante de Streptomyces para cada
50 kg de sementes), sendo a cultivar de soja utilizada M8615 IPRO. Foram
realizadas trés avaliagbes de biomassa, aos 20 e 55 (DAE), e uma semana apés ter
apresentado 95% das vagens maduras para avaliagdo de biomassa e produtividade.
Para o experimento em casa de vegetacao, observou-se na primeira avaliagdo que o
isolado UFT-St02 proporcionou incremento da massa seca das plantas de soja (1,48
g) e massa seca total (2,18 g). Na segunda avaliagdo os melhores resultados para
tais parametros foram observados com o isolado UFT-St07, com 6,01 e 7,05 g,
respectivamente. Para o experimento de campo, os resultados mostraram que as
diferentes dosagens de inoculante foram eficientes na manutencao do estande final
de plantas, sendo que a melhor dose foi de 300 mL para cada 50 kg de semente, a
qual favoreceu uma maior produtividade de grédos (3.290,1 kg ha™'). Assim, esse
estudo mostra que Streptomyces spp. tem potencial de utilizaggdo como
biofertilizante sendo potenciais no crescimento e incorporacao de biomassa em

plantas de soja, além de favorecer a produtividade.

Palavras-chave: Glycine max L.; promocdo de crescimento; biomassa;

biofertilizante.
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3.2 ABSTRACT

Soybean cultivation has great socioeconomic importance; and the demand for
pesticide-free products has increased, which favors the use of products based on
biological agents, mainly growth promoting microorganisms. Thus, the present study
aimed to select isolates of Streptomyces spp., adapted to the cerrado region for a
soybean crop and evaluation of the effect of Streptomyces ssp. on the agronomic
characteristics of the crop. In greenhouse, it was made the inoculation of nine
isolates of Streptomyces ssp. in soybean (Glycine max L.) of cultivar M8210 IPRO.
Two biomass evaluations were performed, one first evaluation at 25 days after an
emergency (DAE) and a second evaluation at 55 DAE. In field experiment were
evaluated treatments consisting of five doses of inoculant based on Streptomyces
ssp. (0, 100, 200, 300 and 400 mL of Streptomyces ssp inoculant for each 50 kg of
seeds), being a soybean cultivar used M8615 IPRO. Three biomass evaluations
were performed at 20 and 55 (DAE), and one week after presenting 95% of the
mature pods for biomass and productivity evaluation. For the greenhouse
experiment, it was observed in the first evaluation that the isolate UFT-St02 provided
increment of the dry matter of soybean plants (1.48 g) and total dry mass (2.18 g). In
the second evaluation, the best results for these parameters were observed with the
isolate UFT-St07, with 6.01 and 7.05 g, respectively. For the field experiment, the
results showed that the different inoculant dosages were efficient in maintaining the
final stand of plants, and the best dose was 300 mL for each 50 kg of seed, which
favored a higher grain yield (3.290,1 kg ha”). Thus, this study shows that
Streptomyces spp. has potential of use as a biofertilizer being potentials in the
growth and incorporation of biomass in soybean plants, in addition to favoring

productivity.

Keywords: Glycine max L.; growth promotion; biomass; biofertilizer.
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3.3 INTRODUGAO

A soja (Glycine max L.) € umas das culturas de grande importancia
socioecondmica, se destacando como uma das principais culturas agricolas do pais.
E uma excelente fonte de proteinas, acidos graxos saturados e insaturados,
algumas vitaminas, além de diversos outros compostos importantes, como por
exemplo os polifendlicos (AVILA et al., 2007).

Os Estados Unidos da América (EUA) vém se destacando como o maior
produtor mundial de soja, seguido pelo Brasil. Estima-se que a produgao de soja em
2017/2018 seja de 115,8 milhdes de toneladas (USDA, 2017). O Brasil teve uma
supersafra de grdos em 2016/2017. Além de estar entre as principais culturas de
exportagao, a soja tem sido um grande destaque no ambito nacional e internacional
(MAPA, 2017).

O Estado do Tocantins faz parte da regiao MATOPIBA (regido de interface
entre os Estados do Maranhao, Tocantins, Piaui e Bahia). A safra de graos de soja
para a regido teve produtividade acima de 2.900 kg ha”, se comparada a safra
passada, obtendo uma produtividade 55,3% superior (CONAB, 2017).

Com a crescente demanda por produto livres de agrotdoxicos e que causem
um menor impacto sobre 0s recursos naturais, surge como uma alternativa os
produtos a base de agentes bioldgicos, no qual tem crescido muito (MORANDI &
BETTIOL, 2009). Para se obter grandes produtividades e reduzir os gastos com
adubacgao e o manejo fitossanitario, atualmente tem se adotado pelos produtores o
uso de micro-organismos promotores de crescimento vegetal. Pois a interagdes
desses diferentes micro-organismos no solo sdo de suma importancia para a
manutengdo da microbiota (fungos, bactérias, algas e virus) do solo (HUNGRIA et
al., 1994). Mendes (2012) alerta sobre a importancia desses micro-organismos
presentes no solo, por serem fundamentais para o processo de ciclagem de
nutrientes, além de reguladores desse processo.

Dentre esses micro-organismos do solo as bactérias constituem o grupo
mais numeroso. As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP)
colonizam as raizes de plantas e levam um aumento no crescimento vegetal por
mecanismos benéficos como a absorgao de nutrientes, principalmente o nitrogénio,
ferro e fosforo, e a sintese de fitohormonios (LUZ, 1996; VESSEY, 2003), além da
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producdo de antibidticos e enzimas liticas e induzir a resisténcia sistémica
(BONFANTE; ANCA, 2009; GLICK, 2012).

Os actinomicetos presentes nos solos ainda que pertencam ao mesmo
grupo taxondmico das bactérias exercem fung¢des importantes, além de ter
caracteristicas proprias e que se assemelham muito as realizadas pelos fungos
(GALLI, 1964).

Entre os micro-organismos do solo, a bactéria Streptomyces apresenta
grande potencial, devido a sua habilidade em produzir diversos compostos bioativos
como enzimas, toxinas, antibiéticos e promotores de crescimento (SAADOUN &
GHARAIBEH, 2002). Desse modo, o presente estudo teve como objetivo selecionar
isolados de Streptomyces spp., adaptadas a regido do cerrado para a cultura da soja
e avaliar o efeito das doses de Streptomyces ssp. sobre as caracteristicas

agrondmicas da cultura.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Experimento 1 - Selecao de isolados em casa de vegetacao

O estudo foi conduzido em casa de vegetagdo na estacdo experimental da
Universidade Federal do Tocantins, Campus Gurupi, localizado na regido sul do
Estado do Tocantins (11°48'29" S, 48°56'39" W, 280 m altitude), onde o clima
predominante é do tipo Aw, definido como equatorial e inverno seco (KOPPEN,
1948) e o clima regional € do tipo B1WA ‘a’ umido com moderada deficiéncia hidrica.
A temperatura média anual é de 27 °C e precipitacdo média anual de 1.600 mm,

sendo verao chuvoso, inverno seco (Figura 1).
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Figura 5. Variaveis meteorologicas em Dias Apods Plantio (DAP) - Precipitagcao
(mm/dia), Temperatura média (°C), Evapotranspiragdo média - ETO (mm/dia) e
Umidade relativa média (%) observadas durante o periodo experimental na cultura
da soja na Estacdo Experimental de UFT entre 29/07 e 18/09/2016 (Gurupi - TO).
Fonte: INMET/UFT.

O solo (camada 0-20 cm) da area do experimento foi coletado e
encaminhado para o Laboratorio de Solos da UFT para analise quimica e fisica do
solo. O solo da area experimental foi classificado como um Latossolo Vermelho
Amarelo Distréfico tipico (Embrapa, 2009) com as seguintes caracteristicas
quimicas: Ca+Mg 1,11 cmol/dm3; Ca 0,63 cmol/dm?; Mg 0,48 cmol/dm3; Al 0,40
cmol/dm?3; H+Al 2,71 cmol/dm?®; K 0,04 cmol/dm?; CTC (T) 3,85 cmol/dm?; SB 1,15
cmol/dm?; K 14,45 mg/dm? (ppm); P (Mel) 0,29 mg/dm? (PP); V 29,77%; M 25,86%;
matéria organica 2,04 % 20,37 g/dm?; pH Cacl,5,58; pH H.O 5,73.

O experimento foi realizado com a inoculacdo de nove isolados de
Streptomyces ssp. em soja (Glycine max L.) cultivar M8210 IPRO que apresenta as
seguintes caracteristicas fenotipicas: porte semi-ereto, habito de crescimento
determinado, altura média de 72 cm, flores de cor branca, cor do hilo preta, grupo de
maturidade 8.2. E uma variedade amplamente adaptada, com elevado potencial
produtivo e podendo ser utilizado como 22 safra, devido a sua precocidade.

As sementes foram previamente tratadas no Laboratério de Microbiologia da
UFT — Campus Gurupi - TO. Os fungicidas e inseticidas (em g i.a./100 kg de

sementes) + 2% de agua foram adicionados sobre as sementes, agitando até a
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completa cobertura das mesmas de acordo com a recomendagao para a cultura,
sendo utilizado um fungicida da classe sistémico e de contato e um inseticida de
contato e ingestdo do grupo pirazol. Posteriormente, foi adicionada a dosagem de
100 mL para cada 50 kg de sementes do inoculante comercial liquido de
Bradyrhizobium japonicum (estirpes SEMEA 5079 e SEMEA 5080) com
concentragdo de minima de 6 x 10°UFC mL".

Para a instalacdo dos experimentos foram utilizados vasos com capacidade
de 5 L, preenchidos com solo peneirado (peneira de 4 mm de malha). Foi realizada a
adubacgao de base conforme recomendagao para cultura e analise quimica do solo.

Nos experimentos foram semeadas seis sementes por vaso e aos dez dias
apos o plantio (DAP) foi realizado o desbaste deixando duas plantas por vaso. A
irrigacéo foi feita com o auxilio de um copo graduado, mantendo a capacidade de
campo.

Foi utilizado o inoculante liquido a base de Streptomyces ssp. O produto foi
formulado no Laboratério de Microbiologia da UFT Campus Gurupi. Para a produgéo
do inoculante das cepas de Streptomyces ssp. inicialmente os discos (5 — 6 mm de
didmetro, 5 unidades) dos isolados do género Streptomyces spp. previamente
cultivados (28 °C) em agar BDA modificado (batata 20%, dextrose 2%, agar 1,5% e
amido 1%; agua destilada; pH 6,8) foram adicionados em 100 mL de caldo Plate
Cout - PC (peptona 0,5 %, extrato de levedura 0,25 %, glicose 0,1 %, agua
destilada, pH 6,8) e cultivados em mesa agitadora com movimentagdo orbital
(Novatécnica®, 100 rpm, 28°C, 6 dias).

Os isolados de Streptomyces ssp. de solos de cerrado no Tocantins,
apresentavam concentragdo minima de 1 x 10" UFC mL", e foram aplicados direto
na cova sobre as sementes (0,2 mL por cova), no momento do plantio.

O delineamento experimental utilizado constituiu-se de blocos inteiramente
casualizados, com dez tratamentos e oito repeticoes.

Foram feitas duas avaliagdes no experimento, sendo a primeira avaliagao
feita aos 25 dias ap6s a emergéncia (DAE) no estadio fenolégico V3 e a segunda
avaliacao foi aos 55 DAE quando as plantas apresentavam floragdo plena, no
estadio R2 da escala de Fehr et al. (1971).

Foram avaliados altura de planta (AP), didametro do caule (DC) e numero de
hastes (NH). Posteriormente, separou-se o sistema radicular da parte aérea das

plantas e as raizes foram lavadas em agua corrente para remocéao do solo aderido e
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medido o comprimento das raizes (CR) e o0s nddulos foram retirados
cuidadosamente e contados. Em seguida, o material foi colocado para secagem em
estufa com aeracgéo forgada a 65 °C por 72 horas até atingir massa constante. Em
seguida o material foi pesado em balanga analitica de precisdo (0,001 g) para obter
a massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), massa seca total
(MST) e massa seca dos ndédulos (MSN).

Com os dados de biomassa determinou a eficiéncia relativa de cada
tratamento em relagédo a testemunha sem inoculagéo, calculada segundo a formula:

ER = (MSPA inoculada com os isolados/ MSPA sem inoculante) x 100.

3.4.2 Experimento 2 - Doses de Streptomyces ssp. em campo

O experimente de campo foi conduzido, também na estagao experimental da
Universidade Federal do Tocantins, Campus Gurupi. As variaveis meteorologicas

durante a condugdo do experimento estdo na Figura 2.
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Figura 6. Variaveis meteorologicas em Dias Apos Plantio (DAP) - Precipitacao
(mm/dia), Temperatura média (°C), Evapotranspiragdo média - ETO (mm/dia) e
Umidade relativa média (%) observadas durante o periodo experimental na cultura
da soja na Estagdao Experimental de UFT entre 16/12/2016 e 08/04/2017 (Gurupi -
TO). Fonte: INMET/UFT.
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O solo da area experimental foi classificado como um Latossolo Vermelho
Amarelo Distrofico tipico (Embrapa, 2009), com as seguintes caracteristicas
quimicas: Ca+Mg 2,91 cmol/dm?®, Ca 2,20 cmol/dm?;, Mg 0,71 cmol/dm?; Al 0,20
cmol/dm?3; H+Al 1,07 cmol/dm?; K 0,05 cmol/dm?3; CTC (T) 4,03 cmol/dm?; SB 2,96
cmol/dm?; K 18,83 mg/dm? (ppm); P (Mel) 0,74 mg/dm? (PP); V 73,39 %; M 6,33 %;
Mat. Org. 2,7 % 29,75 g/dm?; pH em Cacl, 5,18, pH em H.O 5,87.

O delineamento experimental utilizado, em cada ensaio, foi de blocos
casualizados com cinco tratamentos e quatro repeticbes. Os tratamentos foram
constituidos por cinco doses de inoculante a base de Streptomyces (0, 100, 200, 300
e 400 mL de inoculante de Streptomyces para cada 50 kg de sementes).

A cultivar de soja utilizada foi a M8615 IPRO que apresenta as seguintes
caracteristicas fenotipicas: porte semi-ereto, habito de crescimento determinado,
altura média de 85 cm, ciclo médio de 117 dias, grupo de maturidade 8.6. E de uma
variedade tolerante a seca com boa resisténcia ao acamamento, possui alta
estabilidade nas lavouras além de alta rentabilidade devido ao seu alto teto
produtivo.

Foram realizadas as adubagdes de base (N-P-K+S+Ca+Micro) conforme
recomendacgdo para cultura e andlise do solo no qual foi aplicado 400 kg ha™ da
formulagcédo 05-25-15 + 30 kg de Br12. A adubacéo foi realizada manualmente nas
linhas de plantio um dia antes do plantio.

O preparo da area foi utilizando o método convencional de plantio,
empregando uma gradagem e duas operagdes de nivelamento para melhor
uniformizagéo da area. Na sulcagem foi admitido um sulco de 10 cm.

As parcelas experimentais foram compostas por quatro linhas de 5,0 metros
(m) de comprimento, com espagcamento de 0,4 m. Na colheita, foram desprezadas
as duas linhas laterais e 0,5 m das extremidades das duas linhas centrais. O
espacamento adotado entre blocos foi de 1 m.

Inicialmente, foi adicionada a dosagem de 100 mL para cada 50 kg de
sementes do inoculante comercial liquido de Bradyrhizobium japonicum (estirpes
SEMEA 5079 e SEMEA 5080) com concentracdo de minima de 6 x 10° com a
finalidade de obter uma boa nodulagdo das raizes da planta, garantindo o
suprimento de nitrogénio a cultura.

Durante o ciclo da cultura, foram realizados os manejos fitotécnicos e

fitossanitarios seguindo as recomendagdes de Henning (2009).
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Foram realizadas trés avaliagdes, sendo duas aos 20 e 55 dias apds a
emergéncia (DAE). O material coletado foi lavado em agua corrente e levado para
secar em estufa a 60 °C para determinagcdo da massa seca da parte aérea (MSPA).
Com os dados de biomassa determinou a eficiéncia relativa de cada tratamento,
calculada segundo a formula: ER = (MSPA inoculada com os isolados / MSPA sem
inoculante) x 100 (LIMA et al., 2005).

A terceira avaliacdo das plantas, de cada parcela experimental, foi realizada
uma semana apos a cultura ter apresentado 95% das vagens maduras aos 114
DAP, ou seja, no estadio R8 da escala de Fehr et al. (1971). A producao de grao foi
obtida da area util de 4 m?, colhidas das linhas centrais. Apds terem sido secas ao
sol até alcangarem a umidade de 12%, as vargens foram debulhadas e as sementes
pesadas e limpas, para determinagéo da produgao de graos.

A eficiéncia (E%) das doses de Streptomyces frente ao estande de plantas,
foi calculada utilizando a equagéo: E% = {1 . [Ti/ Tc]} x 100 no qual E% = eficiéncia
do tratamento; Ti = média do estande final no tratamento; Tc = média do estande
final no tratamento testemunha (GAVA; MENEZES, 2012).

3.4.3 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia com teste F, e as médias
dos tratamentos agrupados pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade
utilizando o programa estatistico Assistat (SILVA, 2014).
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Experimento 1 - Sele¢ao de isolados em casa de vegetagao

No experimento em casa de vegetacdo, foi avaliada a promocado de
crescimento das culturas da soja em vasos com estirpes de Strepfomyces ssp., em
que alguns isolados mostraram-se promissores na promogao de crescimento e

incremento da massa seca das culturas (Tabelas 1).

Tabela 5. Valores médios de altura, comprimento da raiz (CR), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST) de soja (M8210

IPRO) inoculado com isolados de Streptomyces em casa de vegetagéo, Gurupi -TO."

Isolados Altura CR MSPA MSR MST
(cm) (cm) (9) (9) (9)
25 DAE?
UFT-St01 31,8 a 370c 1,25 a 0,59b 1,84 b
UFT-St02 34,3 a 43,3 b 1,48 a 0,70 a 2,18 a
UFT-St03 32,0 a 38,5¢c 1,28 a 0,64 b 1,92 a
UFT-St04 33,3 a 42,8 b 1,20 a 0,71 a 1,91 a
UFT-St05 36,5 a 44,3 b 1,38 a 0,77 a 2,15 a
UFT-St06 33,3 a 42,5b 1,18 a 0,67b 1,85b
UFT-St07 31,8 a 49,5 a 1,00 b 0,67 b 1,67 b
UFT-St08 30,8 a 50,8 a 1,25 a 0,73 a 1,98 a
UFT-St09 32,8 a 40,8 c 1,30 a 0,75 a 2,05 a
Testemunha 31,8 a 39,5¢c 0,90 b 0,59b 1,49 b
CV (%) 9,84Ns 7,72** 13,94NS 9,33** 11,41
55 DAE

UFT-St01 38,2e 40,3 a 2,26 c 1,10 a 3,36 ¢
UFT-St02 42,0d 42,5 a 295c 1,18 a 413 c
UFT-St03 46,2 c 44 .8 a 3,30 b 1,34 a 464 c
UFT-St04 43,6 d 370b 2,71c 1,02 a 3,73 ¢
UFT-St05 446 d 375b 2,72 c 1,28 a 4,00 c
UFT-St06 50,8 a 38,8b 4,05b 1,25 a 530b
UFT-St07 55,4 a 34,3b 6,01 a 1,04 a 7,05 a
UFT-St08 49,2 b 355b 3,43 b 1,25 a 4,68 c
UFT-St09 49,8 b 39,5a 3,81b 1,27 a 5,08 b
Testemunha 38,0 e 353b 2,07 c 1,00 a 3,07 c

CV (%)° 5,94** 9,92** 19,48 17,81 16,73
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' Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. > DAE = dias apds a emergéncia. > CV = coeficiente de
variagdo. " Nao significativo.**Significativo a 1%.

Na primeira avaliagdo aos 25 DAE, para o paradmetro altura, nenhum

tratamento diferiu estatisticamente da testemunha. Para o parametro comprimento
da raiz (CR), os isolados UFT-St07 (49,5 cm) e UFT-St08 (50,8 cm) foram superiores
(p<0,05) aos outros tratamentos e a testemunha (Tabela 1).

Para a caracteristica massa seca da parte aérea (MSPA) todos os isolados
foram superiores a testemunha sem inoculagdo, exceto o isolado UFT-St07. Em
relacdo a massa seca da raiz (MSR) observaram-se melhores resultados com os
isolados UFT-St02 (0,70 g), UFT-St04 (0,77 g), UFT-St05 (0,77 g), UFT-St08 (0,73
g) e UFT-St09 (0,75 g) (p<0,05). Ja para massa seca total (MST) os isolados UFT-
St02, UFT-St03, UFT-St04, UFT-St05, UFT-St08 e UFT-St09 foram superiores
(p<0,05) aos demais isolados, com 2,18, 1,92, 1,91, 2,15, 1,98 e 2,05 g,
respectivamente (Tabela 1).

Para a segunda avaliagdo aos 55 DAE, para o parametro altura, os
tratamentos UFT-St06 e UFT-St07 (Figura 4) foram superiores aos demais, com
50,8 e 55,4 cm respectivamente (Tabela 1). Para CR, os isolados UFT-St01, UFT-
St02, UFT-St03 e UFT-St09 foram superiores (p<0,05) aos outros tratamentos e a
testemunha (Tabela 1), conforme observado também na Figura 3.

Para o parametro MSPA apenas os tratamentos UFT-St07 (6,01 g) foram
estatisticamente superior aos demais e a testemunha. O parametro MSR nao
apresentou diferenga estaticamente, mas os isolados apresentaram médias
superiores a testemunha (Tabela 1).

E para MST o melhor tratamento (p<0,05) foi UFT-St07 (7,05 g), seguido
pelos tratamentos UFT-St06 (5,30 g) e UFT-St09 (5,08 g) superiores (p<0,05) a
testemunha (Tabela 1).
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Figura 7. Raizes de plantas de soja cv. M8210 IPRO inoculado com isolados de
Streptomyces em casa de vegetagao, Gurupi -TO.: A, UFT-St01; B, UFT-St02; C,
UFT-St03; D, UFT-St09. Esquerda: Isolados; Direita: Testemunha.

Figura 8. Altura de plantas de soja cv. M8210 IPRO) inoculado com isolados de
Streptomyces em casa de vegetagdo, Gurupi -TO.: A, UFT-St06; B, UFT-St07.

Esquerda: Isolados; Direita: Testemunha.

Para o numero de nédulos (NN) e massa seca de nodulos (MSN) nenhum
tratamento diferiu estatisticamente da testemunha pelo teste F (Tabela 2).
Lembrando que todos os tratamentos da cultura da soja incluindo a testemunha
foram inoculados antes do plantio com inoculante a base de Bradyrhizobium

japonicum com uma concentragdo minima de 6 x 10°.
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Tabela 6. Valores médios de numero de nédulos (NN) e massa seca dos nédulos
(MSN) de soja (M8210 IPRO) inoculado com Streptomyces, em casa de vegetacéo,
Gurupi -TO."

MSN
Isolados NN

(mg)
UFT-St01 48,3 a 60,1 a
UFT-St02 57,8 a 71,7 a
UFT-St03 63,5 a 71,8 a
UFT-St04 51,8 a 67,3 a
UFT-St05 57,0 a 70,8 a
UFT-St06 71,0a 62,5 a
UFT-St07 60,5 a 67,5 a
UFT-St08 59,3 a 67,5 a
UFT-St09 56,0 a 63,5 a
Controle 48,1 a 60,0 a
CV (%)? 18,67"S 16,75NS

' Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. 2 Coeficiente de variagéo. M N&o significativo.

Em relagao a eficiéncia relativa dos isolados (ER) (Figura 5), que relaciona a
biomassa da parte aérea dos tratamentos inoculados com isolados de Streptomyces
e a testemunha, aos 25 DAE para a cultura da soja, as melhores médias foram
encontradas com a inoculagao dos isolados UFT-St05 e UFT-St02 com aumento da
ER de 62% (UFT-St05) e 49% (UFT-St02) em relagdo a testemunha. Podemos
destacar também os tratamentos UFT-St04 e UFT-St06 ambos apresentaram uma

ER de 41% e todos os tratamentos foram maiores que a testemunha.
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Figura 9. Eficiéncia relativa de plantas de soja (M8210 IPRO) aos 25 e 55 DAE,
inoculados com isolados de Streptomyces ssp. em relagao a testemunha sem

inoculacao, em Gurupi - TO.

Aos 55 DAE, as maiores médias foram encontradas com a inoculagéo dos
isolados UFT-St06 e UFT-St07 com aumento da ER de 41% (UFT-St07) e 93%
(UFT-St06) em relagao a testemunha. Pode-se destacar que todos os tratamentos

foram superiores a testemunha (Figura 5).

3.5.2 Experimento 2 - Doses de Streptomyces ssp. em campo

Na avaliagdo da MSPA aos 20 DAE na safra 2016/2017, houve diferenca
significativa para maioria dos tratamentos inoculados em relagao a testemunha. As
maiores médias (p<0,05) foram encontradas nas doses de 300, 400 e 200 mL/50 kg
sementes, sendo de 17,2, 16,8 e 16,5 g, onde se observa que as mesmas nao
diferiram estatisticamente. Nao houve diferenga entre a dose de 100 mL em relagao

a testemunha (Tabela 3).

Tabela 7. Valores médios de massa seca da parte aérea (MSPA) de soja cv. M8615
IPRO, estande inicial (El), estande final (EF) e eficiéncia (E) inoculados com
diferentes doses (100, 200, 300 e 400 mL / 50 kg semente) com MIX de
Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) cultivado no cerrado em Gurupi
-TO. Safra 2016/2017.

MSPA (g) MSPA (g) El EF E*
Tratamentos

20 DAE? 50 DAE? 20 DAE 85 DAE (%)
100 mL 12,1b 228 a 54,5 a 51,7 a 15,5
200 mL 16,5 a 250a 56,7 a 53,5a 11,1
300 mL 17,2 a 27,6 a 56,5 a 53,7 a 24 4
400 mL 16,8 a 27,2 a 57,2 a 56,0 a 31,1
Testemunha 10,8 b 156 b 50,7 a 442 b -

CV (%)° 15,16** 11,77 568" 6,78 -
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' Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. 2 DAE = Dias apds a emergéncia. * CV = Coeficiente de variagao. *
Eficiéncia na utilizagdo das doses de inoculantes na manutengéo do stand. ™ Nao significativo.
**Significativo a 1%.

Para a MSPA avaliadas aos 50 DAE, todos os tratamentos foram superiores
(p<0,05) em relagao a testemunha, com maiores médias para a dosagem de 300 mL
(27,6 g).

Quanto a avaliagado do estande inicial (El), ndo houve diferenga siginificativa
entre os tratamentos. Ja para o estande final (EF) todas as dosagens foram
superiores (p<0,01) em relagéo aos da testemunha sem inoculagao.

A eficiéncia das dosagens quanto a sobrevivéncia e ao numero de plantas
efetivamente em producéo, foi demostrado na manutencao do estande de plantas. A
dosagem de 400 mL foi superior com 31,1%, seguidas das dosagens de 300, 100 e
200 mL, com uma eficiéncia de 24,4%, 15,5% e 11,1%, respectivamente (Tabela 3).

Para as caracteristicas de altura (AL), quantidade de entre nds (EN) todos os
tratamentos com inoculagéo de Streptomyces foram superiores (p<0,01) em relagao
a testemunha sem inoculagao (Tabela 4). Para AL as melhores dosagens foram de
300 e 400 mL com plantas de soja com média de 102,8 e 103,9 cm,
respectivamente, seguindo das dosagens de 100 e 200 mL que tiveram as maiores

médias com 99,6 e 100,0 cm, simultaneamente (Tabela 4).

Tabela 8. Valores médios de altura (AL), Quantidade de entre n6 (EN), numero de
vargens (NV), numero de graos (NG) e produtividade de soja cv. M8615 IPRO aos
105 DAP inoculados com diferentes doses (100, 200, 300 e 400 mL / 50 kg semente)
com MIX de isolados de Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) cultivado
no cerrado em Gurupi -TO. Safra 2016/2017."

AL Prod.
Tratamentos EN NV NG

(cm) (kg ha™)
100 mL 996 b 170b 859b 1716 b 2.3196 b
200 mL 100,0 b 18,7 a 105,1 a 210,8 a 27117 a
300 mL 102,8 a 19,0 a 110,6 a 2250 a 3.290,1 a
400 mL 103,9 a 19,3 a 101,1 a 231,3 a 3.002,0 a
Testemunha 95,2 ¢ 15,2 ¢c 81,3 b 1494 b 1.900,1b
CV (%)® 12,28** 3,77 16,41** 18,79** 11,13**

' Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. 2 DAE = Dias ap6s a emergéncia. * CV = Coeficiente de variagao.
**Significativo a 1%.
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Para a caracteristica de EN todas as dosagens foram superiores a da
testemunha, destacando-se a de 200, 300 e 400 mL, seguido da dosagem de 100
mL. Quanto ao NV ndo houve diferenca significativa entre a testemunha e a
dosagem de 100 mL. Para o NG os tratamentos com a inoculagdo nas doses de
200, 300 e 400 mL foram superiores (p<0,01) em relacdo aos demais tratamentos
(Tabela 4).

Em relagdo a produtividade os tratamentos com as doses de Streptomyces
foram superiores (p<0,01) em relagdo a testemunha sem inoculagao, variando de
2711,7 (45,1 sacas ha™') a 3290,1 (54,8 sacas ha') kg ha”, representando um
aumento acima de 42% em relagéo a testemunha (Tabela 4). As doses de 200 a 400
mL nao diferiram estatisticamente (p<0,05).

Quanto a ER das doses testadas em campo com a cultivar M8615 IPRO,
tanto aos 20 e 50 DAE, todos os tratamentos foram superiores a testemunha (Figura
6). Podendo se destacar com uma melhor eficiéncia o tratamento dose de 300 mL
que foi superior em ambas as avaliacbes aos 20 e 50 DAE com 126% e 142%,

sucessivamente.
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Figura 10. Eficiéncia relativa de soja, inoculados com diferentes doses, 0
(testemunha), 100, 200, 300 e 400 mL de Inoculante de Streptomyces para cada 50
Kg de sementes aos 25 DAE e aos 50 DAE em relagdo a testemunha sem
inoculacao, em Gurupi — TO. Safra 2016/2017.
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Na avaliagdo de 20 DAE podemos dar destaque também nos tratamentos
com as doses de 200 e 400 mL que proporcionaram incremento na biomassa da
parte aérea da soja de 122 e de 86%, respectivamente. Com relagédo a testemunha
aos 50 DAE as maiores médias foram obtidas pelos tratamentos com as doses de
300 (142%), 100 (88%) e 400 mL (85%), respectivamente.

3.6 DISCUSSOES

A promocao de crescimento em plantas esta ligada diretamente com a
rizosfera que € a zona de contato entre solo e raizes. As rizobactérias tem a
capacidade de solubilizar fosfato e de produzir metabdlitos diretamente relacionados
ao crescimento da planta, como auxinas, giberelinas e citocininas. Além disso,
sintetizam antibidticos, sideréforos e acido hidrocinamico que reduzem a atividade
de patogenos (GRACAS, 2015). Tal fato € observado nas diversas caracteristicas
agrondmicas avaliadas, como altura de plantas, comprimento de raiz, massa seca
da parte aérea, massa seca da raiz e massa seca total (Tabela 1).

Tiwari & Gupta (2014) ressaltam a importancia da producédo de antibidticos
produzidos por Streptomyces no controle de micro-organismos patogénicos e na
utilizagcdo de produtos naturais, destacando a producdo de compostos bioativos
raros e o potencial. Além disso, € de suma importancia destacar que a microbiota do
solo contém distintas espécies que podem exercer interagao, seja ela positiva ou
negativa. As afinidades entre os organismos influencia em diversos processos do
solo como mineralizagdo, controle biolégico de pragas e doencgas, ciclagem de
nutrientes, formagédo de humus, equilibrio biolégico e fixagao bioldgica de nitrogénio
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Em um estudo avaliando a doenca da ferrugem da bainha de arroz em casa
de vegetacdo utilizando um filtrado de cultura de Streptomyces sp. foi obtido um
controle médio acima de 60% da doenga, além de plantas mais vigorosas e sadias,
quando comparadas com a testemunha (BOUKAEW; PRASERTSAN, 2014), ou
seja, plantas mais sadias, apresentaram melhores performances das caracteristicas
agrondmicas avaliadas.

Os resultados do presente trabalho demonstram a eficiéncia dos isolados de
Streptomyces ssp. frente ao tratamento sem inoculagao, o que pode ser explicado

devido a ser caracteristico das Streptomyces ssp. produzirem diversos compostos
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bioativos como enzimas, toxinas, antibiéticos e serem promotores de crescimento
(SAADOUN; GHARAIBEH, 2002).

Os diversos estudos observados se concentram em aferir o sinergismo de
micro-organismos em campo, isso porque os efeitos da interagdo sdo dependentes
de muitos fatores, como por exemplo a espécie e estirpe de micro-organismo
(GRACAS, 2015). E que o género Streptomyces €& apontado na literatura
frequentemente como excelente produtor de varios metabdlitos bioativos uteis, como
antibiéticos (NGUYEN et al., 2015).

A promogado de crescimento de algumas cepas de Streptomyces esta
diretamente relacionada com capacidade de produzir substancias benéficas para as
plantas. Um isolado de Streptomyces obtido a partir de solos rizosféricos de arroz foi
capaz de produzir AlA (30,5 pg / mL), solubilizar fosfato inorganico (até 102 ug / mL)
e produzir 69% de unidades de sideroforo (TAMREIHAO et. al., 2016).

Sreevidya et al. (2016) dedicaram em isolar e caracterizar os actinomicetos
responsaveis pela promogdo de crescimento de plantas de grédo-de-bico. Os
resultados apontaram que quatro actinomicetos exibiram aumento no numero de
nodulos, peso e rendimento nas plantas. As parcelas tratadas com actinomicetos
aumentaram o N total, o P disponivel e o C orgénico sobre o controle ndo inoculado.
Além disso, os perfis de expressao para os genes acido indol acético, sideréforo e
1,3-glucanase exibiram regulacdo para os trés tragcos nos isolados testados. Os
actinomicetos foram identificados como Streptomyces, mas espécies diferentes na
analise do rDNA 16S.

A literatura também traz estudos sobre promocgao de crescimento em plantas
com as mais diversas espécies. Como é o caso do estudo de Qin et al. (2017), em
que se avaliou o potencial de Pseudochrobactrum kiredjianiae para o controle
bioldgico e atividade de promogéo do crescimento da planta. Os resultados em casa
de vegetacdo mostraram que a bactéria melhorou os parametros fisiolégicos e
reduziu as atividades das enzimas de defesa do trigo (Tritcum aestivum L.) na
presenca do patdégeno Rhizoctonia cerealis.

Em outro estudo, bactérias endofiticas foram avaliadas em casa de
vegetacdo para o controle biolégico da mancha foliar de Exserohilum turcicum em
milho. Os autores observaram que eficiéncia das bactérias Bacillus lentimorbus,

Xanthomonas axonopodis, Ewingella americana e Streptomyces sp.,, com um
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controle entre 37 e 59% quando aplicadas nas sementes (SHIOMI; MELO;
MINHONI, 2015).

No presente estudo foi observado que a aplicacdo das doses do inoculante
Streptomyces resultou em redugédo significativa na mortalidade de plantas de soja e
uma melhor manuteng¢ao do estande final de plantas. Um estudo com sementes de
milho avaliou que isolados de Streptomyces sao capazes de reduzir a incidéncia de
micro-organismos fitopatdgenos (fungos e bactérias) em até 90% (BRESSAN;
FIGUEIREDO, 2001), diminuindo a mortalidade das plantulas, causadas por
doencgas ligadas as sementes. As sementes tratadas com Streptomyces corchorusii,
apresentaram um elevado indice de vigor nas plantulas, além de apresentarem
resultados de condi¢gdes desfavoraveis a patogenos associados (TAMREIHAO et.
al.,2016).

De acordo com Prabavathy et al. (2006) cerca de 80% actinobactérias
conhecidas sao do género Streptomyces ssp.. Em um outro estudo, Oliveira et. al.
(2010) avaliou 70 actinobactérias como possiveis agentes de controle biolégico em
plantas de tomateiro e dos micro-organismos testados, 88,6% exibiram atividade
antimicrobiana contra pelo menos um fitopatégeno, 72,1% exibiram reagao positiva
para a producédo de &cido indolacético, 86,8% produziram sideréforos e 16,2%
apresentaram reac&o positiva para a solubilidade do fosfato. Isso pode estar ligado
as diversas caracteristicas agronémicas avaliadas que foram superiores a
testemunha sem inoculagéo do micro-organismo.

Em outro estudo com arroz, foram avaliados dois compostos alifaticos
antifungicos, obtidos de Streptomyces onde foi significativamente maior no
rendimento de gréos de arroz do que na testemunha (PRABAVATHY et. al., 2006)

Em um estudo de avaliagdo de uma estirpe de Streptomyces isolada de
solos de arroz foi observado que bactéria foi capaz de promover um crescimento
significativo na incorporagdo de biomassa, além de aumentar produgédo de
rendimento de graos de arroz (TAMREIHAO et. al., 2016).

Um estudo de campo com arroz, avaliando estirpes de Streptomyces
isoladas de vermicomposto de ervas, apontou que as estirpes foram capazes de
aumentar significativamente o numero de calhas, numeros de panicula, numeros de
graos e peso, rendimento de farinha, rendimento de gréos, MST, CR, volume e peso
seco sobre a testemunha. Na rizosfera, foram capazes de aumentar

significativamente o nitrogénio total, o fésforo disponivel, % de carbono organico e a
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biomassa microbiana de carbono sobre o controle n&o inoculado
(GOPALAKRISHNAN et. al., 2014).

Um estudo de Singh e Gaur (2017), avaliou a indugc&o de genes reguladores
de defesa e confere resisténcia contra Sclerotium rolfsii a partir de isolados de
Streptomyces ssp. enddfita em plantas de grao-de-bico. Foi possivel observar que a
via de defesa do grao-de-bico é desencadeada apds a percepgao dos endofitos para
sintetizar varias enzimas, o que levou a uma resisténcia induzida contra S. rolfsii.

Segundo Rodriguez e Fraga (1999) as bactérias promotoras de crescimento
excitam o crescimento da planta diretamente pela solubilizagdo de nutrientes. Além
da fixacdo do nitrogénio (HAN et. al.,, 2005), e a producdo de hormdnios de
crescimento como AlIA (CORREA et. al., 2005).

E apresentado que 80% dos micro-organismos isolados da rizosfera das
culturas tém a capacidade de sintetizar e liberar auxinas como metabdlitos
secundarios que sao conhecidos por causar o alongamento das raizes e o
crescimento das plantas (PATTEN; GLICK, 2002).

Diversos autores relatam o potencial de promocdo de crescimento das
Streptomyces spp. (TOKALA et al, 2002; SREEVIDYA et al, 2016;
(GOPALAKRISHNAN et al., 2002).

Sadeghi et al., (2012) avaliou a promogao de crescimento de plantas de
isolados de Streptomyces. e constatou que houve aumentos significativos na taxa de
germinagao, porcentagem e uniformidade, comprimento e peso seco em
comparagao com a testemunha. A aplicacdo dos indculos bacterianos aumentou a
concentracédo de N, P, Fe e Mn em brotos de trigo cultivados em solo normal e
salino.

A capacidade de biocontrole e o comportamento de colonizacdo de
Streptomyces mutabilis em mudas de trigo foram avaliados e os autores observaram
que a estirpe secreta AlA e GA3 e é capaz de aumentar o crescimento de mudas de
trigo. Além disso, os resultados mostraram que as sementes revestidas com a
estirpe puderam reduzir a ocorréncia da doenga causada por Fusarium culmorum
(TOUMATIA et al., 2016).
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3.7 CONCLUSOES

Em casa de vegetagcdo, na primeira avaliagdo o isolado UFT-St02
proporcionou incremento da massa seca das plantas de soja e massa seca total. Na
segunda avaliagdo, melhores resultados para tais parametros foram observados
com o isolado UFT-St07.

No experimento em campo as diferentes dosagens do inoculante mostraram-
se eficientes na manutencao do estande final de plantas, sendo que a melhor dose
do MIX de Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) foi de 300 mL para cada
50 kg de semente, com maior produtividade de gréos.

Dessa forma, foi possivel observar que na cultura da soja, as Streptomyces
tem potencial para serem utilizadas como biofertilizante por apresentarem potencial
no crescimento e incorporagao de biomassa em plantas de soja, além de favorecer a

produtividade.
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4 EFICIENCIA DE Streptomyces spp. NO CRESCIMENTO,

NODULAGAO E PRODUTIVIDADE DE FEIJAO CAUPI

41 RESUMO

O feijao-caupi € uma cultura de grande importancia alimentar; no entanto, possui
baixa produtividade devido ao baixo nivel tecnolégico. E para se alcangar melhores
produtividades, diversos estudos relacionados com a selegdo de micro-organismos
tém sido observados. Dessa forma, o presente trabalho objetivou selecionar por
meio de estudos de eficiéncia agronémica, cepas de Streptomyces ssp. para serem
utilizadas como inoculantes para a cultura do feijdo-caupi na regido e avaliar o efeito
das doses sobre a cultura. A selecido de isolados foi conduzida em casa de
vegetacdo com a inoculagédo de nove isolados de Streptomyces ssp. em feijao caupi.
Foram feitas duas avaliagdes no experimento, aos 20 e 45 dias apds a emergéncia
(DAE). Apés isso, foi avaliado o efeito de diferentes doses de Streptomyces ssp.,
tanto em casa de vegetacdo quanto em campo. Foi utilizado a cultivar de feijao caupi
Sempre Verde BRS Rouxinol e os tratamentos foram constituidos por cinco doses
de inoculante (0; 100, 200, 300 e 400 ml de inoculante de Streptomyces ssp. para
cada 50 Kg de sementes), sendo as avaliagbes realizadas aos 20, 50 e 75 DAE em
casa de vegetagcdo e aos 20, 50 e 77 DAE em campo. Quanto a avaliagédo de
selecdo dos isolados observou-se que para o parametro diametro do caule
destacaram-se as estirpes UFT- St06 (4,48 mm) e UFT-St07 (4,17 mm). Além disso,
estipes UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08 foram as que apresentaram melhor
eficiéncia relativa dos isolados (ER), com 23, 30 e 21%, respectivamente. Quanto ao
efeito das doses, em casa de vegetacdo as melhores doses foram de 300 e 400
ml/50 kg sementes para todos os parametros avaliados. A melhor eficiéncia relativa
foi observada com tratamento com 300 mL nas duas avaliagbes (20 e 50 DAE). O
experimento de doses em campo confirmou os resultados obtidos no experimento
em casa de vegetacao, sendo que a maior produtividade de graos foi obtida com a
dosagem de 300 mL (1.113,5 kg ha™). Portanto, pode-se observar que o género
Streptomyces é um agente promissor em virtude da produgdo de diversos

metabdlitos de interesse.

Palavras-chave: Vigna unguiculata L.; promogao de crescimento; produtividade.
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4.2 ABSTRACT

Cowpea is a very important food crop; however, it has low productivity due to the
level of the technological level. And to achieve better productivity, several studies
related to the selection of micro-organisms have been observed. Thus, the present
work aimed to select, through agronomic efficiency studies, strains of Streptomyces
ssp. know as inoculants for a bean cowpea crop in the region and to evaluate the
effect of the doses on a crop. A selection of isolates was conducted in a greenhouse
with an inoculation of nine isolates of Streptomyces ssp. in cowpea beans. Two
evaluations were performed without experience, at 20 and 45 days after emergence
(AED). After that, the effect of different doses of Streptomyces ssp., both in the
greenhouse and in the field, was evaluated. A cultivar of Sempre Verde BRS
Rouxinol cowpea was used and the treatments consisted of five inoculant doses (0,
100, 200, 300 and 400 mL of Streptomyces ssp. inoculant, for each 50 kg of seeds),
being reviewed in 20, 50 and 75 DAE in greenhouse and at 20, 50 and 77 DAE in the
field. Regarding the evaluation of the selection of the isolates, it was observed that
UFT-St06 (4.48 mm) and UFT-St07 (4.17 mm) strains were distinguished for the
stem diameter parameter. In addition, UFT-St03, UFT-St06 and UFT-St08 strains
showed a better relative efficiency of the isolates (ER), with 23, 30 and 21%,
respectively. As for the effect of doses, in greenhouse as better doses of 300 and
400 mL/50 kg seeds for all parameters. And the best observation efficiency with 300
mL treatment in both evaluations (20 and 50 DAE). The field dose experiment
confirmed the results obtained without greenhouse experimentation, and a higher
grain yield was obtained with a dosage of 300 ml (1.113,5 kg ha™). Thus, one can
observe the genus Streptomyces is a promising agent due to the production of

several metabolites of interest.

Keywords: Vigna unguiculata L.; growth promotion; productivity.
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4.3 INTRODUGAO

O feijao-de-corda, feijao-caupi ou feijao-macassar (Vigna unguiculata L.
Walp.) abrange uma area de aproximadamente 713,4 mil hectares atualmente
(CONAB, 2017). E uma cultura de suma importancia na regido norte e nordeste.
Além de ser uma das principais culturas cultivadas pelos pequenos agricultores
(AMARA et al., 2013). Trata-se de um alimento essencial na mesa das familias de
baixa renda, além de ser um excelente componente alimentar com fonte de
proteinas, contendo todos os aminoacidos essenciais, carboidratos, vitaminas e
minerais. Possui alta presenca de fibras dietéticas, baixa quantidade de gordura e
nao contem colesterol (ALMEIDA et al., 2010).

Além de sua grande importancia alimentar nas regiées norte e nordesde, o
feijao-caupi teve acréscimo da area semeada em todas as safras, porém a cultura
apresenta uma baixa produtividade devido ao baixo nivel tecnoldogico (CONAB,
2017), fazendo com que normalmente seja cultivado como agricultura de
subsisténcia (AURAS; AMANCIO, 2015).

Existem diversos trabalhos de pesquisa utilizando novos inoculantes para
aumentar a produtividade que sao promissores para a cultura (ZILLI et al., 2009;
CHAGAS JUNIOR et al., 2010; LACERDA et al., 2015). Entretanto, a introdugao de
inoculantes contendo esses micro-organismos é dificultada, pois estirpes nativas
geralmente sdo muito competitivas e tem baixa eficiéncia na fixagdo do N, (BORGES
et al., 2007).

Para se alcangar melhores produtividades, diversos estudos relacionados
com a selecdo de micro-organismos tém sido estudados. As actinobactérias
promotoras de crescimento tem ganhado grande destaque por serem capazes de
aumentar a produgao de graos e por serem uma das maneiras mais viaveis de se
aumentar a produtividade agricola (LINS, 2014). Os actinomicetos sao bactérias
gram positivas, pertencentes a ordem Actinomicetale (EMBLEY; STACKEBRANDT,
1994). Sdo encontrados em sua grande maioria no solo, podendo ser encontrados
também na agua, plantas e associacdes com liquens (GONZALEZ et al., 2005).

O género Streptomyces é o género microbiano capaz de produzir todos os
grupos de antibidticos, além de ser capaz de produzir muitos outros metabdlitos

secundarios de grande importancia econdmica (TADDEI et al., 2006). Ainda ha
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pouco material na literatura sobre o real potencial das Streptomyces ssp. como
promotoras de crescimento em plantas, além de uma lacuna para a utilizagdo de
inoculantes a bases de Streptomyces ssp. em feijdo-caupi, bem como dosagem
correta. Diante desse exposto, objetivou-se avaliar a eficiéncia de Streptomyces spp.

no crescimento, nodulagao e produtividade de feijdao caupi.

4.4 MATERIAL E METODOS

441 Experimento 1 - Selecado de isolados em casa de vegetagao

O estudo foi conduzido em casa de vegetagdo na estacdo experimental da
Universidade Federal do Tocantins, Campus Gurupi, localizado na regido sul do
Estado do Tocantins (11°48'29" S, 48°56'39" W, 280 m altitude), onde o clima
predominante é do tipo Aw, definido como equatorial e inverno seco (KOPPEN,
1948) e o clima regional € do tipo B1WA ‘a’ umido com moderada deficiéncia hidrica.
A temperatura média anual é de 27° C e precipitacdo média anual de 1.600 mm,

sendo verao chuvoso, inverno seco (Figura 1).
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Figura 11. Variaveis meteoroldgicas - Temperatura maxima (T max), Temperatura
minima (T min), Temperatura média (T média) e precipitacdo observadas durante o
periodo experimental na cultura do feijdo caupi na Estacdo Experimental de UFT
entre 05/09 e 01/11/2016 (Gurupi - TO). Fonte: INMET/UFT.
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O solo (camada 0-20 cm) da area do experimento foi utilizado na
composi¢ao do substrato e encaminhado para o Laboratério de Solos da UFT para
de analise quimica e fisica do solo. O solo da area experimental foi classificado
como um Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico tipico (Embrapa, 2006) com as
seguintes caracteristicas quimicas: Ca+Mg 1,11 cmol/dm?; Ca 0,63 cmol/dm3; Mg
0,48 cmol/dm?3; Al 0,40 cmol/dm3; H+Al 2,71 cmol/dm?; K 0,04 cmol/dm3; CTC (T)
3,85 cmol/dm?; SB 1,15 cmol/dm?; K 14,45 mg/dm? (ppm); P (Mel) 0,29 mg/dm? (PP);
V 29,77%; M 25,86%; Matéria Organica 2,04 % 20,37 g/dm?; pH Cacl; 5,58, H.O
5,73.

O experimento foi feito com a inoculagao de nove isolados de Streptomyces
ssp. em feijao caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) var. Vinagre que apresenta as
seguintes caracteristicas fenotipica: porte semi-ereto, habito de crescimento
indeterminado, altura média de 72 cm, tegumento liso e de cor avermelhada, cor do
hilo branco, ciclo médio-tardio (71-90 dias). Trata-se de uma variedade amplamente
adaptada, cultivado na regido do cerrado por muitos produtores da regi&o.

As sementes foram previamente tratadas no Laboratério de Microbiologia da
UFT — Campus Gurupi - TO, frascos de Erlenmeyers de 2.000 mL de capacidade.
Os fungicidas e inseticidas (em g i.a./100 kg de sementes) + 2% de agua foram
adicionados sobre as sementes, agitando-se vigorosamente até a completa
cobertura das mesmas de acordo com a recomendagdo para a cultura, sendo
utilizado um fungicida da classe sistémico e de contato e um inseticida de contato e
ingestao do grupo pirazol.

Duas horas antes do plantio, as sementes foram inoculadas com inoculante
comercial (estripes Bradyrhizobium sp. Semia 6462) na dosagem de 100 mL g™ para
25 kg de sementes com uma concentragdo minima de 3,0 x 10° células viaveis por
mL g™.

Para a instalacdo dos experimentos foram utilizados vasos com capacidade
de 5 L (0,005 m®) preenchidos com solo peneirado (peneira de 4 mm de malha). Foi
feita a adubagao de base conforme recomendagao para cultura e analise do solo.
Nos experimentos foram semeadas seis sementes por vaso e aos dez dias apos a
semeadura (DAS) foi feito o desbaste deixando duas plantas por vaso. A irrigagéo foi
feita com o auxilio de um copo graduado, mantendo a capacidade de campo a 65%.

Foi utilizado o inoculante liquido a base de Streptomyces ssp. O produto foi

formulado no Laboratério de Microbiologia da UFT Campus UFT. Para a producéao
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do inoculante das cepas de Streptomyces ssp., inicialmente os discos (5 — 6 mm de
didmetro, 5 unidades) dos isolados do género Streptomyces spp. previamente
cultivados (28 °C) em agar BDA modificado (Batata 20%, dextrose 2%, agar 1,5% e
amido 1%; agua destilada; pH 6,8) foram adicionados em 100 mL de caldo Plate
Cout - PC (Peptona 0,5 %, Extrato de levedura 0,25 %, glicose 0,1 %, agua
destilada, pH 6,8) e cultivados em mesa agitadora com movimentagao orbital
(Novatécnica®, 100 rpm, 28°C, 6 dias). Os isolados de Streptomyces ssp.
apresentava concentragdo minima de 1x10" UFC mL™, e foi aplicado direto na cova
sobre as sementes (0,2 mL por cova), no momento do plantio.

O delineamento experimental utilizado constituiu-se de blocos inteiramente
casualizados, com dez tratamentos e oito repeticoes.

Foram feitas duas avaliagdes no experimento, sendo a primeira avaliagao
feita aos 20 dias ap6s a emergéncia (DAE) no estadio fenolégico V3 e a segunda
avaliacao foi aos 45 DAE quando as plantas apresentavam floragdo plena, no
estadio R2. Foi avaliado altura de planta (AP), didmetro do caule (DC),
posteriormente separou-se o sistema radicular da parte aérea das plantas e as
raizes foram lavadas em agua corrente para remogao do solo aderido e medido o
comprimento das raizes (CR). Em seguida, o material foi colocado para secagem em
estufa com aeracado forgada a 65 °C por 72 horas até atingir massa constante, o
material foi pesado em balanga analitica de preciséo (0,001 g) para obter a massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), massa seca total (MST).

Com os dados de biomassa determinou-se a eficiéncia relativa de cada
tratamento para cada cultura, calculada segundo a formula: ER = (MSPA inoculada

com os isolados/MSPA sem inoculante) x 100.

4.4.2 Experimento 2 - Doses de Streptomyces ssp. (casa de vegetacao)

O experimento de casa de vegetagédo foi conduzido, também na estagao
experimental da Universidade Federal do Tocantins, Campus Gurupi. As variaveis

meteoroldgicas durante a condugao do experimento estdo na Figura 2.
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Figura 12. Variaveis meteoroldgicas - Temperatura maxima (T max), Temperatura
minima (T min), Temperatura média (T média) e precipitagdo observadas durante o
periodo experimental na cultura do feijdo caupi na Estacdo Experimental de UFT
entre 03/06 e 02/09/2017 (Gurupi - TO). Fonte: INMET/UFT.

Foi utilizado o solo da area experimental, que foi classificado como um
Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico tipico (Embrapa, 2009), com as seguintes
caracteristicas quimicas: Ca+Mg 2,91 cmol/dm3;, Ca 2,20 cmol/dm3®, Mg 0,71
cmol/dm?3; Al 0,20 cmol/dm?; H+Al 1,07 cmol/dm?; K 0,05 cmol/dm?; CTC (T) 4,03
cmol/dm?; SB 2,96 cmol/dm?; K 18,83 mg/dm? (ppm); P (Mel) 0,74 mg/dm? (PP); V
73,39 %; M 6,33 %; Mat. Org. 2,7 % 29,75 g/dm?; pH Cacl. 5,18, H.O 5,87.

A cultivar de feijao caupi utilizada foi a Sempre Verde BRS Rouxinol que
apresenta as seguintes caracteristicas fenotipica: porte semi-ereto, habito de
crescimento determinado, altura média de 50 cm, flores de cor branca, cor do hilo
branca. Trata-se de uma variedade amplamente adaptada, com elevado potencial
produtivo.

O delineamento experimental utilizado, foi de blocos casualizados com cinco
tratamentos, sendo cinco repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por cinco
doses de Inoculante a base de Streptomyces. ssp. (0; 100, 200, 300 e 400 mL de
inoculante de Streptomyces ssp. para cada 50 Kg de sementes).

No experimento foram utilizados o inoculante liquido a base de Streptomyces

ssp. O produto foi formulado na JCO Fertilizantes (Barreiras, BA) com trés estirpes
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de Streptomyces ssp (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) isolados de solos de
cerrado no Tocantins. Foi adicionada a dosagem de 100 mL para cada 50 Kg de
sementes do |Inoculante a base de Streptomyces ssp. que apresentava
concentragdo minima de 1 x 108 UFC mL™, e foi aplicado direto nas sementes, meia
hora antes do plantio.

Foram feitas as adubacbes de base (N-P-K+S+Ca+Micro) conforme
recomendagdo para cultura e analise do solo no qual foi aplicado 350 kg ha™ da
formulacdo 05-25-15 + 30 Kg de Br12.

Foram utilizados vasos com capacidade de 7 L, preenchidos com solo
peneirado (peneira de 4 mm de malha).

Foi realizada a inoculagdo da estirpe de rizobio INPA 03 11B caracterizada
como Bradyrhizobium japonicum, obtida Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Lavras (Minas Gerais, Brasil), onde foram replicadas em
placas de Petri contendo meio de cultura YMA (manitol 1%; K,HPO* 0,04%;
MgS0O4.7H.O 0,02%; NaCl 0,01%; extrato de levedura 0,4%; agar 15%; agua
destilada-1000 mL; pH 6,7) (VINCENT, 1970) e incubadas durante quatro dias em
estufa bacteriologia (Sterilifer®) a 28+1 °C.

Em seguida foram suspensas em solugédo salina (0,2% MgSOs) e
adicionadas com concentragéo de minima de 10° células mL™", sendo utilizada 50 mL
kg’ de semente com a finalidade de obter-se uma boa nodulagdo das raizes da
planta, garantindo o suprimento de nitrogénio a cultura.

Foram realizada capina manual quando necessario e a irrigacao foi feita com
o auxilio de um copo graduado, mantendo a capacidade de campo a 65%.

As duas primeiras avaliagdes foram aos 20 e 45 DAE sendo avaliado as
caracteristicas de altura de planta (AP), didametro do caule (DC), comprimento da
raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa
seca total (MST). E aos 80 DAE para determinar AP, quantidade de entre n6 (EM),
numero de vargens (NV), grdos por vaso (GP) e produtividade de graos por vaso
(GV). O material coletado foi lavado em agua corrente e levado para secar em estufa
a 60 °C para determinacdo da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da
raiz (MSR) e massa seca total (MST). Com os dados de biomassa determinou-se a
eficiéncia relativa de cada tratamento, calculada segundo a férmula: ER = (MSPA

inoculada com os isolados / MSPA sem inoculante) x 100.
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Os graos depois de debulhados foram limpos para determinagdo da

producéo de graos, com a umidade corrigida para 14%.
4.4.3 Experimento 3 - Doses de Streptomyces ssp. (campo)

O experimente de campo foi conduzido, também na estacao experimental da
Universidade Federal do Tocantins, Campus Gurupi. As variaveis meteorologicas
durante a condugao do experimento estdo na Figura 2.

O solo da area experimental foi classificado como um Latossolo Vermelho
Amarelo Distrofico tipico (Embrapa, 2009), com as seguintes caracteristicas
quimicas: Ca+Mg 2,91 cmol/dm3; Ca 2,20 cmol/dm?;, Mg 0,71 cmol/dm3; Al 0,20
cmol/dm?3; H+Al 1,07 cmol/dm3; K 0,05 cmol/dm?3; CTC (T) 4,03 cmol/dm?; SB 2,96
cmol/dm?; K 18,83 mg/dm? (ppm); P (Mel) 0,74 mg/dm? (PP); V 73,39 %; M 6,33 %;
Mat. Org. 2,7 % 29,75 g/dm3; pH Cacl, 5,18, H,O 5,87.

A cultivar de feijao caupi utilizada foi a Sempre Verde BRS Rouxinol. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados com cinco
tratamentos, sendo cinco repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por cinco
doses de Inoculante a base de Streptomyces. ssp. (0; 100, 200, 300 e 400 mL de
inoculante de Streptomyces ssp. para cada 50 Kg de sementes).

No experimento foram utilizados o inoculante liquido a base de Streptomyces
ssp. O produto foi formulado na JCO Fertilizantes (Barreiras, BA) com trés estirpes
de Streptomyces ssp (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) isolados de solos de
cerrado no Tocantins. Foi adicionada a dosagem de 100 mL para cada 50 Kg de
sementes do |Inoculante a base de Streptomyces ssp. que apresentava
concentragdo minima de 102 UFC mL", e foi aplicado direto nas sementes, meia
hora antes do plantio.

Foram feitas as adubagcbes de base (N-P-K+S+Ca+Micro) conforme
recomendacgdo para cultura e analise do solo no qual foi aplicado 350 kg ha™ da
formulacdo 05-25-15 + 30 Kg de Br12.

O preparo da area foi utilizado o método convencional de plantio,
empregando uma gradagem e duas operagdes de nivelamento para melhor
uniformizacdo da area. Na sulcagem foi admitida um sulco de 10 cm. As parcelas
experimentais foram compostas por quatro linhas de 5,0 metros (m) de

comprimento, com espagamento de 0,5 m. Na colheita, foram desprezados as duas
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linhas laterais e 0,5 m das extremidades das duas linhas centrais. O espagamento
adotado entre blocos foi de 1 m.

Durante o ciclo da cultura, foram realizados os manejos fitotécnicos e
fitossanitarios para manter a cultura livre de plantas daninhas, doengas e pragas. O
controle de plantas daninhas foi realizada com capinas manuais, aos 14 e 44 dias
apos a semeadura (DAS) e a irrigacdo foi efetuada por sistema de aspersao
convencional fixo, com aspersores espagados em 12x12 m.

Foi realizada a inoculagdo da estirpe de rizobio INPA 03 11B caracterizada
como Bradyrhizobium japonicum, obtida Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Lavras (Minas Gerais, Brasil), onde foram replicadas em
placas de Petri contendo meio de cultura YMA (manitol 1%; K.HPO* 0,04%;
MgS0O4.7H.O 0,02%; NaCl 0,01%; extrato de levedura 0,4%; agar 15%; agua
destilada-1000 mL; pH 6,7) (VINCENT, 1970) e incubadas durante quatro dias em
estufa bacteriologia (Sterilifer®) a 28+1 °C.

Em seguida foram suspensas em solugdo salina (0,2% MgSO4) e
adicionadas com concentracao de minima de 10° células mL™, sendo utilizada 50 mL
kg' de semente com a finalidade de obter-se uma boa nodulagdo das raizes da
planta, garantindo o suprimento de nitrogénio a cultura.

As duas primeiras avaliagdes foram feitas aos 20 e 50 DAE para determinar
o estande inicial (EI) e MSPA. E aos 85 DAE avaliado estande final (EF), AP,
numero de entre ndé (EN), numero de vargens (NV), numero de graos por planta
(GP) e produtividade.

A eficiéncia (E%) das doses de Streptomyces ssp. frente ao estand de
plantas, foi calculada utilizando-se a equacao: E% = {1 . [T/ T¢]} x 100 no qual E% =
eficiéncia do tratamento; Ti = média do estande final no tratamento; Tc = média do
estande final no tratamento testemunha (GAVA; MENEZES, 2012).

O material coletado foi lavado em agua corrente e levado para secar em
estufa a 60 °C para determinagdo da massa seca da parte aérea (MSPA). Com os
dados de biomassa determinou-se a eficiéncia relativa de cada tratamento,
calculada segundo a formula: ER = (MSPA inoculada com os isolados / MSPA sem
inoculante) x 100.

Os graos depois de debulhados foram limpos para determinagdo da

producéo de graos, com a umidade corrigida para 14%.
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4.4.4 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia com teste F, e as médias
dos tratamentos agrupados pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade
utilizando o programa estatistico Assistat (SILVA, 2014).
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4.5 RESULTADOS

4.5.1 Experimento 1 - Seleg¢ao de isolados em casa de vegetagao

No experimento em casa de vegetagdo, onde foi avaliada a promogao de
crescimento do feijdo caupi em vasos com nove estirpes de Streptomyces ssp.,
alguns isolados se mostraram promissores na promogdo de crescimento e

incremento da matéria seca das culturas (Tabelas 1).
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Tabela 9. Valores médios de altura (AL), didametro do caule (DC), comprimento da
raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa
seca total (MST) de feijao caupi var. Sempre Verde (BRS Rouxinol) inoculado com

isolados de Streptomyces ssp. em casa de vegetagao, Gurupi -TO.'

Isolados AL DC CR MSPA MSR MST
(cm) (mm) (cm) (9) (9) (9)
20 DAE?
UFT-St01 32,6 b 3,72 b 410b 342 b 1,54a 4,96Db
UFT-St02 38,5a 3,56 ¢ 415D 3,73 b 1,13b  4,87Db
UFT-St03 443 a 3,88 b 412D 4,05 a 161a 566a
UFT-St04 43,6 a 3,68 b 43,0b 3,73 b 097b 460D
UFT-St05 39,8 a 3,40 c 39,0b 3,70 b 091b 461b
UFT-St06 44,8 a 4,48 a 430D 4,37 a 1,70a 6,07 a
UFT-St07 36,6 a 4,17 a 392D 3,61b 098b 460b
UFT-St08 40,7 a 3,80 b 50,0 a 4,18 a 1,86a 6,03a
UFT-St09 39,1a 3,43 ¢c 39,5b 3,71b 091b 462Db
Testemunha 32,2b 3,40 c 39,5b 391b 0,89b 4,80Db
CV (%) 10,26** 6,54** 7,39%* 6,52**  20,86**  7,49**
45 DAE
UFT-St01 399b 3,78 b 40,8 b 6,71b 1,92a 8,63Db
UFT-St02 43,4 b 3,57 ¢ 420b 7,04 b 1,36 b  8,40Db
UFT-St03 50,6 a 3,85b 42,2 b 8,94 a 2,00 a 10,9 a
UFT-St04 48,4 a 3,79b 425b 6,74 b 1,16b  7,90b
UFT-St05 43,4 Db 3,51¢c 40,7 b 6,63 b 1,51b 8,14 Db
UFT-St06 48,0 a 4,30 a 45,2 a 8,38 b 1,97 a 10,6 a
UFT-St07 40,7 b 4,25 a 40,0 b 7,20 b 1,49b 8,70b
UFT-St08 4400b 4,05 a 48,7 a 8,06 a 213 a 10,2 a
UFT-St09 4400b 3,48 ¢ 415D 6,62 b 1,38b  8,00b
Testemunha 38,1b 3,39 ¢ 410b 6,60 b 1,18b 7,78 b
CV (%) 7,76** 5,49** 7,34* 13,96*  15,63* 11,42**

' Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. 2 DAE = Dias ap6s a emergéncia. * CV = Coeficiente de
variagdo. *Significativo a 5%. **Significativo a 1%.

Na primeira avaliagdo aos 20 dias apds a emergéncia (DAE), quanto a
caracteristica de altura de plantas (AL), dos noves isolados de Streptomyces ssp.
testados, somente o isolado UFT-St01, com AL média de 32,6 cm, ndo apresentou
diferenga (p<0,05) quando comparado a testemunha sem inoculacdo que

apresentou AL média de 32,2 cm. Todos os demais tratamentos foram superiores
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(p<0,01), variando entre os isolados de 36,6 a 44,8, UFT-St07 e UFT-St06,
respectivamente (Tabela 1).

Para a caracteristica diametro do caule (DC) as estirpes UFT-St06 (4,48 mm)
e UFT-St07 (4,17 mm) se destacaram, seguidos dos isolados UFT-St03 (3,88 mm),
UFT-St08 (3,80 mm), UFT-St01 (3,72 mm) e UFT-St04 (3,68 mm), que foram
superiores a testemunha sem inoculagdo. Para o paradmetro CR, apenas o isolado
UFT-St08 (50,0 cm) foi superior (p<0,01) aos outros tratamentos e a testemunha
(Tabela 1).

Para massa seca da parte aérea (MSPA) os melhores isolados observados
foram UFT-St06, UFT-St08 e UFT-St03, com 4,37, 4,18 e 4,05 g, respectivamente.
Em relagdo a massa seca da raiz (MSR) observaram-se melhores resultados com os
isolados UFT-St08 (1,85 g), UFT-St06 (1,70 g), UFT-St03 (1,61 g) e UFT-St01 (1,54
g). Ja para massa seca total (MST) os isolados UFT-St06, UFT-St08 e UFT-St03
também foram superiores (p<0,01) aos demais isolados, com 6,07, 6,03 e 5,66 g.

Para a segunda avaliagdo aos 45 DAE, para o parémetro altura, os
tratamentos UFT-St03, UFT-St04 e UFT-St06 foram superiores aos demais, com
50,6, 48,4 e 48,0 cm respectivamente.

Com relacdo a comprimento de raiz (CR) apenas os tratamentos UFT-St08
(48,7 cm) e UFT-St06 (45,2 cm) foram superiores a testemunha sem inoculagédo. Ja
para o DC os tratamentos UFT-St06, UFT-St07 e UFT-St08 apresentaram se
superiores aos demais com 4,30, 4,25 e 4,05 mm, respectivamente, seguidos dos
tratamentos UFT-St03 (3,85 mm), UFT-St04 (3,79 mm) e UFT-St01 (3,78 mm) que
demostraram-se superiores a testemunha (Tabela 1).

Para o parametro MSPA apenas os tratamentos UFT-St03 (8,94 g) e UFT-
St08 (8,06 g) foram estatisticamente superiores a testemunha sem inoculagéo. O
parametro MSR os tratamentos que apresentaram resultados superiores foram UFT-
St08, UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St01, com 2,13, 2,00, 1,97 e 1,92
respectivamente.

E para MST o melhor tratamento (p<0,01) foi UFT-St03 (10,9 g), seguido
pelos tratamentos UFT-St06 (10,6 g) e UFT-St08 (10,2 g).

Em relacdo a eficiéncia relativa dos isolados (ER) que relaciona a biomassa
da parte aérea dos tratamentos inoculados com isolados de Streptomyces ssp. aos
20 DAE para a cultura do feijao-caupi, as melhores médias foram encontradas com a
inoculagao dos isolados UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08 com aumento da ER de
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30% (UFT-St06), 21% (UFT-St08) e 23% (UFT-St03) em relagdo a testemunha
(Figura 3). Podemos destacar também os tratamentos UFT-St02, UFT-St04, UFT-
St05 e UFT-St07 que apresentaram uma ER variando de 03 a 14% e foram
superiores a testemunha que ndo foi inoculada com nenhuma estirpe de

Streptomyces sp.

140
120
100
&\o’ 80 —
]
2
&8 60
&
& 40
(%]
<=
.g 20,
=
=
0,
L & L & L L &
«/ d &/ &/ d d 4 4 4
SRR AN AR A AR REER AR

Figura 13: Eficiéncia relativa do feijao caupi, inoculados com diferentes isolados de
Streptomyces ssp. aos 20 DAE e aos 45 DAE em relagdo a testemunha sem

inoculagdo, em casa de vegetagéo, Gurupi - TO.

Aos 45 DAE da soja inoculada com Streptomyces sp., as melhores médias
foram encontradas com a inoculagdo dos isolados UFT-St03 e UFT-St04 com
aumento da ER de 25% (UFT-St03) e 23% (UFT-St04) em relagéo a testemunha.

4.5.2 Experimento 2 - Doses de Streptomyces ssp. (casa de vegetagao)

Quanto a promogao de crescimento do feijao caupi em vaso, a avaliagao aos
20 DAE indicou que houve diferenca significativa para maioria dos tratamentos
inoculados em relagao a testemunha (Tabela 2).
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Tabela 10. Valores médios de altura (AL), didametro do caule (DC) comprimento da
raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa
seca total (MST) de feijdo caupi var. Sempre Verde (BRS Rouxinol) inoculados com
diferentes doses (100, 200, 300 e 400 mL / 50 kg semente) com MIX de isolados de
Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) em casa de vegetagédo, Gurupi
-TO."

Tratamentos AL DC CR MSPA MSR MST
(cm) (mm) (cm) (9) (9) (9)
20 DAE?
100 mL 20,2 a 3,22 a 314 b 1,46 b 0,67 b 2,13 b
200 mL 20,2 a 3,02b 322b 1,55 a 0,68 b 2,24 b
300 mL 20,5a 3,20 a 40,0 a 1,76 a 0,82 a 2,58 a
400 mL 20,6 a 3,38 a 40,0 a 1,60 a 0,87 a 247 a
Testemunha 19,0 a 2,74 c 26,6 c 1,25 b 0,48 c 1,74 c
CV (%)? 5,86 6,41** 4,88** 13,04* 11,3** 7,6
45 DAE
100 mL 23,8b 3,70 b 292b 3,36 a 2,96 c 6,32 ¢c
200 mL 26,2 a 3,91 b 28,2b 3,28 a 3,37 b 6,61b
300 mL 27,6 a 4,22 a 32,2 a 3,50 a 4,24 a 7,75 a
400 mL 28,0 a 4,51 a 27,8b 3,33 a 3,52b 6,86 b
Testemunha 229b 4,30b 244 c 3,08 a 1,98 d 5,06 d
CV (%)? 517 6,73* 6,10** 6,16N° 7,54** 4,82**

' Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nZo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. ? DAE = Dias apds a emergéncia. * CV = Coeficiente de variagéo.
NS Nao significativo. *Significativo a 5%. **Significativo a 1%.

Para o parametro altura (AL), nenhum tratamento diferiu estatisticamente da
testemunha sem inoculagdo (Tabela 2), porém a testemunha teve valores de AL
inferiores aos demais tratamentos, variando de 19,0 cm (testemunha) a 20,6 cm
para a dose de 400 mL (Figura 4). Para DC todas as doses se demostraram
superiores a testemunha sem inoculagao, com a média maior na dose de 400 mL/50
kg sementes (3,38 mm).

Para CR as melhores doses foram de 300 e 400 mL/50 kg sementes (ambos
com 40,0 cm), seguido das doses de 200 e 100 mL, com 32,2 e 31,4 cm
respectivamente (Tabela 2).

No parametro de MSPA as doses de 200, 300 e 400 mL foram superiores
(p<0,01) aos demais tratamentos e a testemunha, com 1,55, 1,76 e 1,60 g,

respectivamente. Nao houve diferenga entre a dose de 100 e 200 mL em relagéo a
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testemunha. Ja para MSR as melhores doses foram de 300 e 400 mL, com 0,82 e

0,87 g, seguido das doses de 200 e 100 mL, com 0,68 e 0,67 cm (Tabela 2).

Em relagdo a MST as maiores meédias (p<0,01) foram encontradas nas

doses de 300 e 400 mL, sendo de 2,58 e 2,47 g, respectivamente.
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Figura 14. Parametros Altura (AL) e Massa seca da raiz (MSR) de plantas de feijao

caupi inoculadas com diferentes doses (mL/50 kg semente) de MIX de isolados de
Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) em casa de vegetagédo, Gurupi
-TO. A, 100 mL; B, 200 mL; C, 300 mL; D, 400 mL (Esquerda: Testemunha; Direita:

Isolados); E, Comparativo entre as doses.

Na avaliagao aos 45 DAE, para o parametro de AL (Figura 5) houve diferenca

significativa para maioria dos tratamentos inoculados em relagao a testemunha. As

maiores medias (p<0,01) foram encontradas nas doses de 400, 300 e 200 mL,

sendo de 28,0, 27,6 e 26,2 g, onde se observa que as mesmas nao diferiram
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estatisticamente. Nao houve diferenca entre a dose de 100 mL em relagdo a
testemunha (Tabela 2).

Em relagao ao DC apenas a dose de 400 mL se demostrou superior aos
demais tratamentos (4,51 mm).Para o parametro CR, a melhor dose foi de 300 mL
com média de 32,2 cm, seguida das demias doses 100, 200 e 400 mL/50 kg de
semente, com 29,2, 28,2 e 27,8, respectivamente (Tabela 2). Com relagdo a MSPA
nao houve diferenga significativa (p<0,05) entre as doses e a testemunha sem
inoculagao, entretando as melhores médias foram para a dose de 300 mL (3,50 g) e
a menor com a testemunha (3,08).

Para MSR todas as doses foram superiores a testemunha sem inoculagdo. A
melhor média foi para a dose de 300 mL, com 4,24 g, seguidos das doses de 400 e
200 mL, com médias de 3,52 e 3,37, respectivamente (Tabela 2). Com relagcéo a
MST todos os tratamentos foram superiores a testemunha, com maiores médias
para a dosagem de 300 mL (7,75 g), seguidos das dosagens de 400 e 200 mL/50 kg
de semente, 6,86 e 6,61, respectivamente.
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Figura 15. Pardmetros Altura (AL) e Comprimento da raiz (CR) de plantas de feijao-
caupi inoculadas com diferentes doses (mL/50 kg semente) de MIX de isolados de
Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) em casa de vegetacao, Gurupi
-TO. Safra 2017/2018. A, 100 mL; B, 200 mL; C, 300 mL; D, 400 mL (Esquerda:
Testemunha; Direita: Isolados); E, Comparativo entre as doses.

Quanto a ER das doses testadas em casa de vegetagdo com a cultivar
Sempre Verde BRS Rouxinol tanto aos 20 e 45 DAE, todos os tratamentos foram
superiores a testemunha (Figura 6). Tendo potencial de destaque com uma melhor
eficiéncia na dose de 300 mL que foi superior nas duas avaliacdes (20 e 45 DAE)
com 74% e 36%, respectivamente. Na avaliagdo de 20 DAE deve-se destacar a
dose de 200 mL que obteve um incremento na biomassa da parte aérea do feijao
caupi de 74%, com relacao a testemunha sem inoculagcdo. Aos 45 DAE as maiores

meédias, posteriormente a dose de 300 mL, foram obtidas pelas doses de 200 mL
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(27%) e 100 mL (21%) (Figura 6).
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Figura 16. Eficiéncia relativa do feijao caupi, inoculados com diferentes doses (0;
100, 200, 300 e 400 mL de inoculante) de Streptomyces ssp. para cada 50 Kg de
sementes aos 20 DAE e aos 45 DAE em relagao a testemunha sem inoculagédo, em

casa de vegetacao, Gurupi - TO.

Para as caracteristicas de AL, EN, NV, NG e GV avaliados aos 80 DAE, os
tratamentos com diferentes doses, foram superiores (p<0,01) a testemunha sem

inoculagao (Tabela 3).

Tabela 11. Valores médios de altura (AL), Quantidade de entre né (EN), numero de
vargens (NV), numero de grdos (NG) e produtividade de graos por vaso (GV) de
feijao caupi var. Sempre Verde (BRS Rouxinol) aos 80 DAE inoculados com
diferentes doses (100, 200, 300 e 400 mL / 50 kg semente) com MIX de isolados de
Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08) em casa de vegetagao, Gurupi
-TO. Safra 2017/2018."

Tratamentos AL EN NV NG GV
(cm) (9)
100 mL 258Db 9,00d 2,70 b 155b 2,96 b
200 mL 30,2b 9,50 c 2,70 b 175b 3,35b
300 mL 36,1 a 10,5 a 3,70 a 29,6 a 5,07 a
400 mL 37,2 a 990 b 3,30 a 26,5 a 5,66 a
Testemunha 241 ¢ 7,80 e 2,10 c 114c 2,18 c

CV (%) 7,89** 6,63™* 13,07** 18,0** 22,0*
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' Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 2 DAE = Dias apds a emergéncia. > CV = Coeficiente de
variagdo. *Significativo a 5%. **Significativo a 1%.

Para AL as melhores dosagens foram de 300 e 400 mL com plantas de feijao
caupi com meédia de 36,1 e 37,2 cm, respectivamente, seguido das dosagens de 100
e 200 mL que tiveram a segundas maiores meédias de 25,08 e 30,2 cm,
respectivamente (Figura 7). Para a caracteristica EN todas as dosagens foram
superiores a testemunha sem inoculagdo, destacando-se a de 300 mL (10,5),
seguido da dosagem de 400 mL/50 kg de sementes (9,90) (Tabela 3).

Quanto ao NV houve diferenga significativa entre a testemunha para as dose
de 300 e 400, com 3,7 e 3,3 vargens, respectivamente. As doses de 100 e 200 mL
demostraram-se superiores (p<0,01), quando comparadas a testemunha sem
inoculagao, ambas com médias de 2,7 vargens por planta (Tabela 3).

Para o NG todos os tratamentos demostraram-se eficazes com relagdo a
testemunha sem inoculacédo. As maiores médias foram para as doses de 300 e 400
mL, com 29,6 e 26,5 graos por vaso. A doses de 100 e 200 mL também foram
superiores (p<0,01) em relagcao a testemunha sem inoculacéo (Tabela 3).

Em relacdo a produtividade os tratamentos com as diferentes doses do MIX
de Streptomyces ssp foram superiores (p<0,01) a testemunha sem inoculagdo. Os
tratamentos com doses de 300 e 400 mL manifestaram-se como os melhores
tratamentos, dando destaque a dosagem de 400 mL/50 kg de sementes com maior

producao de graos (5,66 g).
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Figura 17. Parametro Altura (AL) de plantas de feijao-caupi inoculadas com
diferentes doses (mL/50 kg semente) de MIX de isolados de Streptomyces (UFT-
St03, UFT-St06 e UFT-St08) em casa de vegetacao, Gurupi -TO. Safra 2017/2018.
A, 100 mL; B, 200 mL; C, 300 mL; D, 400 mL (Esquerda: Testemunha; Direita:

Isolados); E, Comparativo entre as doses.
4.5.3 Experimento 3 - Doses de Streptomyces ssp. (campo)

Na avaliacdo da MSPA aos 20 e 50 DAE na safra 2017/2018, houve
diferenga significativa para todos os tratamentos inoculados em relacédo a
testemunha. As maiores médias aos 20 DAE (p<0,05) para MSPA foram
encontradas nas doses de 400, 300 e 200 mL, sendo de 11,2, 9,40 e 8,80 g, onde se
observa que as mesmas nao diferiram estatisticamente, seguidas da dose de 100
mL com 7,70 g (Tabela 4).

Tabela 12. Valores médios de massa seca da parte aérea (MSPA) de feijao caupi

var. Sempre Verde (BRS Rouxinol) inoculados com diferentes doses (100, 200, 300
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e 400 mL / 50 kg semente) com MIX de Streptomyces (UFT-St03, UFT-St06 e UFT-
St08) cultivado no cerrado em Gurupi -TO. Safra 2017/2018."

Tratamentos MSPA (g) MSPA (g) El EF E*
20 DAE? 50 DAE? 20 DAE 77 DAE (%)
100 mL 7,70 b 26,8d 52,2b 50,7 b 15,7
200 mL 8,80 a 35,6 c 540b 510b 16,4
300 mL 9,40 a 491b 56,5 a 53,0 a 21,0
400 mL 11,2 a 55,4 a 55,2 a 54,7 a 24,8
Testemunha 520 c 19,2 e 46,7 c 43,8 ¢ -
CV (%)* 16,50** 4,69* 2,64** 3,18** -

' Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 2 DAE = Dias apds a emergéncia. > CV = Coeficiente de
variagdo. * Eficiéncia na utilizagdo das doses de inoculantes na manutengdo do estande.
**Significativo a 1%.

Para a MSPA aos 50 DAE todas as doses foram superiores a testemunha
sem inoculagdo. A melhor dose foi de 400 mL, com 55,4 g, seguida da dose de 300
mL com 49,1 g (Tabela 4).

Para o EI, houve diferenga siginificativa entre os tratamentos, dando
destaque para a dose de 300 mL/50 kg de semente, com maior média 56,5 plantas,
seguido da dose de 400 mL com 55,2 plantas. Ja para EF todas as dosagens foram
superiores (p<0,01) a testemunha sem inoculagao, sendo superior para as doses de
300 e 400 mL.

A eficiéncia das dosagens quanto a sobrevivéncia e ao numero de plantas
efetivamente em produgao, foi demostrado na manutencdo do stand de plantas
(Tabela 4). Em relagéo a eficiéncia na manutencédo do stand das plantas de feijao
caupi, a dosagem de 400 mL se demostrou superior com 124,8%, seguidas das
dosagens de 300, 200 e 100 mL, com uma eficiéncia de 121,0%, 116,4% e 115,7%,
respectivamente.

Para as caracteristicas AL, NV e produtividade, todos os tratamentos com
inoculagdo do MIX de Streptomyces ssp. foram superiores (p<0,01) a testemunha

sem inoculacéo (Tabela 5).

Tabela 13. Valores médios de altura (AL), Quantidade de entre né (EN), numero de
vargens (NV), numero de graos (NG) e produtividade de feijdo caupi var. Sempre
Verde (BRS Rouxinol) aos 85 DAP inoculados com diferentes doses (100, 200, 300
e 400 mL / 50 kg semente) com MIX de isolados de Streptomyces (UFT-St03, UFT-
St06 e UFT-St08) cultivado no cerrado em Gurupi -TO. Safra 2017/2018."
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Tratamentos (?rlr;) EN NV NG (kl:;r?‘gh)
100 mL 57,0b 11,2 a 5,83b 40,2 b 851,4d
200 mL 51,8b 10,5 a 6,50 b 370b 916,0 ¢
300 mL 63,4 a 12,5 a 8,33 a 60,0 a 1.113,5a
400 mL 64,7 a 12,6 a 7,75 a 65,6 a 1.096,1 b

Testemunha 524 c 9,33 a 3,24 ¢ 290b 6778 e
CV (%)° 12,30** 13,958 14,34** 27,80** 19,6™*

' Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 2 DAE = Dias apds a emergéncia. > CV = Coeficiente de
variagdo. ™ Nao significativo. **Significativo a 1%.

Para AL as melhores dosagens foram de 300 e 400 mL com plantas de

feijao caupi com média de 63,4 e 64,7 cm, respectivamente (Figura 8). Para a

caracteristica de EN n&o houve diferenga significativa, mas as médias foram maiores

que a testemunha sem inoculagcdo. Quanto ao NV ndo houve diferenca significativa

entre os as doses de 300 e 400 mL, bem como para as doses de 100 e 200 mL,

entretanto todas as doses foram superiores a testemunha sem inoculagéao (Tabela

5).



92

T
60)
50
40

E

20

90
80
70
80
50
40

30

Figura 18. Parametro Altura (AL) de plantas de feijao-caupi inoculadas com
diferentes doses (mL/50 kg semente) de MIX de isolados de Streptomyces (UFT-
St03, UFT-St06 e UFT-St08) em campo, Gurupi -TO. Safra 2017/2018. A, 100 mL;
B, 200 mL; C, 300 mL; D, 400 mL (Esquerda: Testemunha; Direita: Isolados); E,
Comparativo entre as doses.

Para o NG os tratamentos com a inoculacdo nas doses de 300 e 400 mL
foram superiores (p<0,01) em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 5). Em
relacdo a produtividade os tratamentos com as diferentes doses do MIX de
Streptomyces ssp foram superiores (p<0,01) a testemunha sem inoculagdo, com
médias de produtividade variando de 677,8 (11,3 sacas ha) a 1.113,5 (18,56 sacas
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ha™) kg ha™, representando um aumento acima de 39% em relagdo a testemunha
(Tabela 5). Dando destaque a dosagem de 300 mL que houve maior produtividade
de graos.

Quanto a ER das doses testadas em campo com feijao caupi var. Sempre
Verde (BRS Rouxinol), tanto aos 20 e 50 DAE, todos os tratamentos foram
superiores a testemunha sem inoculacédo. Para ambas as avaliagbes a dose de 100
mL manteve-se praticamente constante com 32 e 30%, aos 20 e 50 DAE
respectivamente (Figura 9).
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Figura 19. Eficiéncia relativa do feijao caupi, inoculados com diferentes doses (0;
100, 200, 300 e 400 mL de Inoculante) de Streptomyces ssp. para cada 50 Kg de
sementes aos 20 DAE e aos 45 DAE em relagao a testemunha sem inoculagédo, em
campo - Safra 2017/2018, Gurupi - TO.

Para a avaliacdo aos 20 DAE a dose de 300 mL foi superior com 121%,
seguido da dose de 400 mL (103%). Ja para a avaliagdo aos 50 DAE a melhor ER
foi na dose de 400 mL com 168%. Na avaliagao de 50 DAE podemos dar destaque
também nas doses de 300 e 200 mL que tiveram um incremento na biomassa da
parte aérea do feijdo caupi de 139 e de 85%, respectivamente, com relagéo a

testemunha sem inoculagao (Figura 9).
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4.6 DISCUSSAO

Dentre todas as comunidades bacterianas, tem sido mostrado que os
actinomicetos exercem uma agao formidavel na rizosfera da planta, liberando uma
ampla gama de produtos antimicrobianos, impedindo assim o crescimento de
patdogenos radiculares. Os actinomicetos, especialmente Streptomyces, sao
elaboradores prolificos de metabdlitos secundarios e estdo sendo usados como
biofertilizantes e agentes de controle biolégico para controle de doengas transmitidas
pelo solo e transmitidas por sementes de plantas (ROSALES; MEW, 1997).

Em seu estudo, SINGH et al. (2016) avaliaram agentes microbianos como
bio-protetores de plantas, e observaram que a produgdo e acumulagdo de
antioxidantes naturais, biomoléculas ligadas a defesa e outras mudancgas na planta
levaram ndo s6é a promog¢ao do crescimento, mas também a protegcdo contra
doencas nas plantas, auxiliando com a reducéo na aplicacido de pesticidas quimicos
toxicos. Tal fato foi observado nas diversas caracteristicas agronédmicas avaliadas,
como AL, DC, CR, MSPA, MSR e MST (Tabela 1).

Diversos actinomicetos, especialmente Streptomyces spp., produzem
esporos que auxiliam em sua dispersao e conferem resisténcia a muitas condi¢des
adversas (CHATER, 1993); assim, eles podem ser agentes promissores para a
ampliacdo como novos biofertilizantes e agentes de controle bioldgico.

Contudo, apesar de ser relatada na literatura a importancia dos compostos
produzidos por Streptomyces no biocontrole e seu potencial para promover o
crescimento das plantas (ALDESUQUY et. al., 1998), as espécies de Streptomyces
foram pouco estudadas especificamente quanto ao seu potencial como bactéria
promotora do crescimento de plantas (TAMREIHAO et. al., 2016), bem como na
literatura n&o sao vastos estudos quanto a doses e uso desses micro-organismos.

De acordo com LIN; XU (2013) que selecionaram cepas de Streptomyces
ssp de plantas medicinais, foi verificado que as cepas que nao produziam AlA nao
eram capazes de favorecer o crescimento nas plantas. Em um estudo em casa de
vegetacdo com 64 isolados de Streptomyces ssp. verificou-se que alguns isolados
nao tinha competéncia de colonizadores a rizosfera das raizes das plantas, e que
tais isolados nao eram capazes de produzir AIA (EL-TARABILY, 2008).

No estudo de KHAMNA et. al. (2009) foram isolados de 16 solos diferentes

mais de 440 isolados de actinomicetos e em estudos morfologicos 89% eram
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pertecentes ao género Streptomyces ssp. e dentre eles, 36 isolados foram capazes
de produzir AIA e 75 isolados foram capazes de produzir sideréforos além de
compostos antifungicos. E de acordo com GOPALAKRISHNAN et al., (2011) em um
estudo com 137 actinomicetos, cinco foram tiveram a capacidade de producio de
siderdéforo, celulase, protease, acido hidrocianico (HCN), acido indol acético (IAA) e
potencial antagonista contra diversas doencas.

A eficiéncia relativa dos isolados encontrada nos experimentos (Figura 3)
pode ser explicada devido a utilizacdo de metabdlitos secundarios produzidos pelos
micro-organismos, tais como toxinas, proteinas, horménios, vitaminas, aminoacidos
e antibidticos, particularmente de actinomicetos, para o controle de patdgenos das
plantas, pois estes sdo prontamente degradaveis, altamente especificos e menos
toxicos para a natureza (DOUMBOU et al., 2001). De acordo com LIN; XU (2013), as
Streptomyces ssp. sdo candidatas promissoras para utilizagdo na melhoria do
crescimento de plantas de valor econdmico e agricola.

A avaliagdo de doses de MIX de Streptomyces spp apontou efeito promissor
na promogao de crescimento, incremento da matéria seca da cultura. Além disso, as
cepas de Streptomyces ssp. foram capazes de aumentar significativamente a
biomassa da planta em diversos parametros (AL, MSPA, MSR, MST), indicando os
efeitos fitoestimulantes distintos de cada cepa (LIN; XU, 2013). O mecanismo pelo
qual os actinomicetos melhoraram os tracos morfolégicos e de rendimento das
culturas poderia ser atribuido ndo sé as suas atividades enzimaticas, como
sideréforo e AIA e/ou quitinase, celulase, lipase, protease e acido cianidrico , mas
também a sua capacidade de sobreviver em ambientes hostis (SADEGHI et al.,
2012).

Os resultados observados quanto as doses em casa de vegetagao foram
confirmados quando avaliados em experimento de campo, mostrando que houve
diferenga significativa para todos os tratamentos inoculados em relacédo a
testemunha. Esses resultados podem ser explicados segundo TOKALA et al. (2002),
ao estudar a interagdo entre as plantas de ervilha e Streptomyces ssp., em que
constatou-se que a colonizagao de raizes e ndédulos € um dos varios mecanismos
pelos quais a Streptomyces atua como uma bactéria promotora de crecimento
natural das plantas de ervilha e possivelmente em outras plantas leguminosas.

De acordo com SADEGHI et al. (2012) a aplicacédo de Streptomyces sp.

aumentou o crescimento e o desenvolvimento de plantas de trigo e ainda obteve-se
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aumentos significativos na taxa de germinagao, porcentagem e uniformidade, altura
€ peso seco em comparagdo com o testemunha sem inoculagcdo. Aléem de ter
aumentado significativamente a concentracédo de N, P, Fe e Mn em brotos de trigo.
Ja EL-TARABILY (2008) afirma em seu estudo que os actinomicetos dos género
Streptomyces sdo capazes de produzir a enzima ACC desaminase, 0 precursor
imediato de etileno, e promover o crecimento em plantas de tomate, além da
producao de AlA.

De forma geral, foi observado que a aplicacdo das doses do inoculante
Streptomyces ssp. resultou em reducao significativa na mortalidade de plantas de
soja e uma melhor manutencdo do estande final de plantas. Um estudo com
sementes de milho avaliou que isolados de Streptomyces sao capazes de reduzir a
incidéncia de micro-organismos fitopatégenos (fungos e bactérias) em até 90%
diminuindo a mortalidade das plantulas, causadas por doengas ligadas as sementes
(BRESSAN; FIGUEIREDO, 2001).

De acordo com TOUMATIA et al. (2016), em estudo com Streptomyces
mutabilis em mudas de trigo, observou que as sementes revestidas eram capazes
de controlar a doenga causada pelo patégeno Fusarium culmorum ocasionando em
uma menor morte das plantulas. Em outro estudo, foi proposta a avaliagcdo de uma
estirpe de Streptomyces sp. isolada de solos de arroz, em que observou-se que a
bactéria foi capaz de promover um crescimento significativo na incorporagcéo de
biomassa, além de aumentar producdo de rendimento de grédos de arroz
(TAMREIHAO et. al., 2016).

Em outro estudo com arroz, avaliou-se dois compostos alifaticos antifungicos,
obtidos de Streptomyces sp., onde foi significativamente maior no rendimento de
graos de arroz do que na testemunha (PRABAVATHY et. al., 2006).
GOPALAKRISHNAN et.al. (2014) avaliaram parcelas inoculadas com actinomicetos,
e observaram que houve um incremento dos nutrientes minerais do solo, como o N
total, P disponivel e % de carbono organico, em que foram significativamente
maiores (até 42%, 39% e 35%, respectivamente) do que a testemunha sem
inoculacgao.

Em um estudo com Strepfomyces ssp. em solos normais e salinos, as
mesmas conseguiram aumentar a produgdo de auxinas na presenga de sal,
mostrando ter um imenso potencial para ser utilizado como biofertilizante em solos
salinos (SADEGHI et al., 2012). O MIX de actinomicetos também melhorou
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significativamente os nutrientes minerais do solo e as atividades biolégicas
(GOPALAKRISHNAN et. al., 2014). SREEVIDYA et al. (2016) dedicaram-se em
isolar e caracterizar os actinomicetos responsaveis pela promocao de plantas de
grao-de-bico. Os resultados apontaram que quatro actinomicetos exibiram aumento

no numero de nddulos, peso e rendimento nas plantas.

4.7 CONCLUSOES

No experimento em casa de vegetagao, se destacaram as estirpes UFT-St06
e UFT-St07 para o parametro DC e apenas a estirpe UFT-St08 foi superior a
testemunha em relagao ao parametro CR na avaliagéo de 20 DAE. Os isolados UFT-
St06 e UFT-St08 apresentaram os melhores resultados tanto em relacdo a massa
seca da parte aérea (MSPA) quanto a massa seca da raiz (MSR). Aos 50 DAE
observou-se que os mesmos isolados destacaram-se em relagdo aos parametros
avaliados, com a diferenca de que a estirpe UFT-St03 foi a que apresentou melhores
resultados. Além disso, estipes UFT-St03, UFT-St06 e UFT-St08 foram as que
apresentaram melhor eficiéncia relativa dos isolados (ER).

No experimento de doses em casa de vegetacdo, as melhores doses foram
de 300 e 400 mL para todos os parametros avaliados. E a melhor eficiéncia relativa
foi observada com o tratamento de 300 mL nas duas avaliagbes (20 e 50 DAE). O
experimento de doses em campo confirmou os resultados obtidos no experimento
em casa de vegetagdo, em que os melhores resultados foram observados com
doses de 300 e 400 mL/50 kg de semente, sendo que a maior produtividade de
graos foi obtida com a dosagem de 300 mL.

Dessa forma, pode-se observar que o género Streptomyces é um agente
promissor a ser utilizado como biofertilizante no intuito de promover o crescimento

de plantas.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O trabalho apresentou resultados referentes aos isolados de Streptomyces
que apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato e producéo de acido indol
acético, apresentado compatibilidade entre Streptomyces spp. € o inoculante B.
Japonicum, além resultados referentes a capacidade antagbnica positivo no
biocontrole de Curvularia lunata e de Colletotrichum sp.

Mostrou a capacidade em promover o crescimento de culturas, como
também o efeito positivo da aplicagdo de Streptomyces no crescimento vegetal,
desenvolvimento e rendimento da soja em casa de vegetagdo e campo. Em casa de
vegetagdo com soja proporcionou incremento de biomassa. No experimento em
campo as diferentes dosagens de inoculante mostraram-se eficientes na
manutencdo do estande final de plantas e favoreceu uma maior produtividade de
graos.

Para o feijao caupi no experimento em casa de vegetacao e campo, houve
um incremento de biomassa, destacando as melhores doses foram de 300 e 400 mL
para todos os parametros avaliados, além da dose de 300 mL ter apresnetado uma
eficiéncia relativa maior nas duas avaliagdes (20 e 50 DAE), sendo que a maior
produtividade de graos foi obtida com a dosagem de 300 mL.

Dessa forma, foi possivel observar que na cultura da soja e feijao caupi as
Streptomyces tem potencial para serem utilizadas como biofertilizante por
apresentarem potencial no crescimento e incorporacdo de biomassa nas culturas
avaliadas, além de favorecer a produtividade.

Com o presente estudo com Streptomyces foi observado o seu real potencial
dos isolados testados, além do controle biolégico e como promotor do crescimento
vegetal, direcionado para uso de inoculantes para a regido do Cerrado em culturas
estratégicas, em fungdo dos resultados desta pesquisa, e para novas areas em

potencial para o uso dos produtos gerados como inoculantes.
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