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Impacto esperado: Na busca de uma agricultura sustentavel, o
desenvolvimento de praticas agricolas eficientes e benéficas ao meio ambiente
€ de grande importancia. O uso de microrganismos promotores do crescimento
de plantas, pode, de forma significativa, reduzir o uso de fertilizantes minerais
em campo, mantendo a produtividade e o rendimento de diferentes culturas.
Muitos microrganismos ja possuem e sua eficacia comprovada para diferentes
espécies vegetais, porém, poucos sdo os trabalhos envolvendo o seu uso na
cultura do amendoim. Com isso, espera-se que os dados obtidos nesta pesquisa,
possam contribuir para o desenvolvimento de um inoculante para a cultura do
amendoim, além de, possibilitar, uma maior compreensdo dos mecanismos

associados ao processo de promocdo de crescimento de plantas.

Expected impact: In the pursuit of sustainable agriculture, the development of
efficient and environmentally beneficial farming practices is of great importance.
The use of plant growth-promoting microorganisms can significantly reduce the
use of mineral fertilizers in the field, maintaining the productivity and yield of
different crops. Many microorganisms already have and their proven
effectiveness for different plant species, however, there are few studies involving
its use in peanut culture. Thus, it is expected that the data obtained in this
research can contribute to the development of an inoculant for the peanut crop,
in addition to enabling a greater understanding of the mechanisms associated

with the process of promoting plant growth.
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CAPACIDADE ENDOFITICA E PROMOCAO DO CRESCIMENTO DE
AMENDOIM POR MICRORGANISMOS

RESUMO - Estima-se que a area plantada com amendoim no Brasil
incluindo 12 e 22 safra 2022/23 chegue a 192,3 mil hectares, com uma
expectativa de producdo de 725,5 mil toneladas, mas apesar da elevada
producgéo ainda ndo existe nenhum inoculante para esta cultura. Somado a isso,
nao é comum a utilizacdo de microrganismos promotores de crescimento de
plantas e a cultura é muito dependente de fertilizantes minerais. Uma alternativa
para diminuir a utilizacdo destes fertilizantes na cultura do amendoim diminuindo
também o custo de producdo e o impacto ambiental é a utilizacdo de
microrganismos promotores do crescimento de plantas. Estes microrganismos
podem ser encontrados em associa¢des simbidticas com plantas ou serem de
vida livre no solo. Promovem o crescimento de plantas de diferentes formas,
como fixando nitrogénio, solubilizando fosfatos, produzindo fitohormonios ou
mesmo indiretamente suprimindo patégenos. O objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos na promocdo do crescimento e na produtividade da cultura do
amendoim, nas condicfes de casa-de-vegetacdo e campo inoculados com os
microrganismos Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Bradyrhizobium
japonicum e Trichoderma harzianum e em como estes microrganismos
introduzidos no ambiente influenciam a microbiota endofitica destas plantas. Os
resultados mostraram que de modo geral, todos os microrganismos avaliados no
presente estudo promoveram incrementos nos diversos parametros analisados,
massa seca de raiz e de parte aérea, concentracdes de fosforo e de nitrogénio
e altura das plantas, em condicbes de campo e de casa de vegetacéo,
comparados com o0s tratamentos controle, que ndo receberam inoculacéo
microbiana. Também mostraram que € possivel obter incrementos na cultura do
amendoim com a inoculacédo de microrganismos promotores de crescimento de
plantas sem grandes mudangcas no manejo e na conducdo da cultura.
Interessante notar que as misturas de microrganismos inoculados nas plantas
de amendoim n&o promoveram maiores crescimento e desenvolvimento vegetal
comparado com as inoculac¢des dos microrganismos de forma separada. A maior
produtividade foi encontrada na inoculagcéo do B. japonicum isolado e a menor
produtividade foi encontrada na mistura de A. brasilense com T. harzianum.
Esses resultados indicam que a mistura de microrganismos com diferentes
habilidades ndo garante, necessariamente, uma vantagem para a cultura. De
todos os tratamentos realizados, a inoculagdo da bactéria B. japonicum se
Mostrou a mais promissora para a cultura do amendoim.

Palavras-chave: Arachis hypogaea, endofiticos, fosfatase acida, urease.

ENDOPHYTIC CAPACITY AND PROMOTION OF PEANUT GROWTH BY
MICROORGANISMS



ABSTRACT - It is estimated that the area planted with peanuts in Brazil
including 1st and 2nd crop 2022/23 reaches 192,3 thousand hectares, with an
expected production of 725,5 thousand tons, but despite the high production
there is still no inoculant for this crop. Added to this, it is not common to use plant
growth-promoting microorganisms and the crop is very dependent on mineral
fertilizers. An alternative to reduce the use of these fertilizers in peanut cultivation
also reducing the cost of production and environmental impact is the use of
microorganisms that promote plant growth. These microorganisms can be found
in symbiotic associations with plants or be free-living in the soil. They promote
plant growth in different ways, such as fixing nitrogen, solubilizing phosphates,
producing phytohormones or even indirectly suppressing pathogens. The
objective of this study was to evaluate the effects on the promotion of growth and
productivity of peanut crops, in the conditions of greenhouse and field inoculated
with  the microorganisms Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis,
Bradyrhizobium japonicum and Trichoderma harzianum and on how these
microorganisms introduced into the environment influence the endophytic
microbiota of these plants. The results showed that in general, all microorganisms
evaluated in the present study promoted increments in the various parameters
analyzed, root and shoot dry mass, phosphorus and nitrogen concentrations and
plant height, under field and greenhouse conditions, compared to the control
treatments, which did not receive microbial inoculation. They also showed that it
is possible to obtain increments in peanut culture with the inoculation of plant
growth-promoting microorganisms without major changes in crop management
and conduction. It is interesting to note that the mixtures of microorganisms
inoculated in peanut plants did not promote greater plant growth and
development compared to the inoculations of microorganisms separately. The
highest yield was found in the inoculation of B. japonicum isolate and the lowest
productivity was found in the mixture of A. brasilense with T. harzianum. These
results indicate that the mixture of microorganisms with different abilities does not
necessarily guarantee an advantage for the culture. Of all the treatments
performed, the inoculation of the bacterium B. japonicum proved to be the most
promising for peanut culture.

Keywords: Arachis hypogaea, endophotics, acid phosphatase, urease.



1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma herbacea de ciclo anual
originaria da América do Sul (Correia, 2014), pertencente a familia Fabaceae,
ordem Fabales. E utilizado principalmente na alimentacdo humana, seja pelo
consumo direto ou na producao de 6leo. Seus graos e o0 bagaco na forma de
torta gerado na extracédo do 6leo sdo também utilizados na alimentacao animal
(Rao et al., 2014).

A cultura do amendoim apresenta grande importancia econdémica e social
no Brasil. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2022), estima-se que a area plantada com amendoim no Brasil, incluindo 1° e 2°
safra 2022/23, chegue a 192,3 mil hectares, com uma expectativa de producéo
de 725,5 mil toneladas. Deste total, 0 estado de S&o Paulo contribui com mais
de 90% de toda a producédo nacional (CONAB, 2022), em Ribeirdo Preto, o
amendoim assume especial importancia, pois em funcdo do seu ciclo curto,
constitui a principal alternativa na reforma de canaviais como cultura de rotacéo
(Correia, 2014).

Apesar do amendoim ser uma cultura agricola rentavel, existem muitas
perdas econdmicas relacionadas a diminuicdo da produtividade provocadas por
estresses bibticos e/ou abidticos. Os fatores bidticos que mais afetam a cultura
do amendoim sdo insetos-pragas ou doencas provocadas por microrganismos
patogénicos; os fatores abidticos envolvem estresses provocados pela seca,
salinidade, temperaturas extremas ou alagamentos (Krishna et al., 2015).

Por ser uma espécie leguminosa, o amendoim apresenta a caracteristica
de associacao com bactérias fixadoras de nitrogénio, o que lhe permite eficiéncia
no processo de absorcao deste nutriente (Santos et al., 2017). O nitrogénio € o
elemento que mais limita o crescimento vegetal seguido pelo fésforo (Moreira et
al., 2010). A utilizagcdo de microrganismos solubilizadores de fosfato € uma
alternativa para melhorar a disponibilidade de fosforo para as plantas devido a

capacidade destes microrganismos em extrair ou solubilizar fésforo de fracdes



insolUveis no solo e de fosfatos inorganicos naturais pouco soluveis (Guimaraes
et al., 2017).

O uso de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) de
maneira geral, € uma alternativa promissora e de baixo impacto ambiental que
aumenta a eficiéncia dos fertilizantes minerais, elevando a produtividade em uma
melhor relacdo custo-beneficio (Spolaor, 2016). Estes microrganismos
promovem o crescimento através de mecanismos diretos e indiretos (Ribeiro,
2019). Dentre os géneros com potencial j& conhecido como promotores do
crescimento em algumas espécies de plantas, temos o Azospirillum, o Bacillus,
o Bradyrhizobium e o Trichoderma.

Estes microrganismos podem ser encontrados em associacoes
simbibticas com plantas ou serem de vida livre no solo (Esposito-Polesi, 2020).
Sdo denominados endofiticos os microrganismos que habitam o interior das
plantas, seja, em partes ou em todo o seu ciclo de vida. Este tipo de relacdo
recebe importancia, pois, em situacdes de estresse, seja hidrico, motivado por
substancias toxicas ou mesmo pelo ataque de insetos-praga, 0S microrganismos
atuam protegendo e auxiliando o desenvolvimento da planta (Barbosa, 2005),
por esse motivo, ha um interesse biotecnolégico acerca do potencial dos
microrganismos endofiticos e o estudo de seu microbioma se torna relevante.
Contudo, sdo escassos 0s estudos sobre inoculagéao e, principalmente, sobre
coinoculacédo de microrganismos em plantas de amendoim e os seus efeitos na
promocao do crescimento na cultura (Gerico, 2019).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos na promocdo do
crescimento e na produtividade da cultura do amendoim quando inoculada com
microrganismos promotores do crescimento de plantas, identificar se ocorre o
endofitismo dos microrganismos inoculados e aferir em como estes

microrganismos influenciam a microbiota endofitica destas plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Culturado amendoim

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma espécie originaria da América
do Sul (Correia, 2014). Seu género, Arachis, compreende cerca de 80 espécies,
gue podem ser encontradas em uma grande variedade de ambientes (Bertioli et
al., 2011). A cultura possui grande importancia econdmica no cendrio agricola
mundial, sendo uma das oleaginosas mais cultivadas no mundo (FAO, 2020).
Seus graos podem ser consumidos “in natura” ou serem processados
industrialmente, para a producdo de Oleo e/ou farelo, também podem ser
utilizados na fabricagdo de produtos alimenticios, na industria farmacéutica
(Pezzopane, 2009) e na producgéo de biodiesel (Goes et al., 2021). Atualmente,
seu maior produtor é a China, seguido por india, Nigéria e Estados Unidos
(USDA, 2022).

No Brasil, a ampla adaptabilidade da cultura a diferentes condigbes
climaticas permite, que o amendoim, seja cultivado de norte a sul (Peixoto et al.,
2008). Porém, mais de 90% de toda a producéao brasileira restringe-se ao estado
de Sao Paulo (CONAB, 2022). A producdo, concentra-se principalmente na
regido de Ribeirdo Preto, em areas arrendadas, em esquemas de rotacao de
cultura, especialmente, para reforma de canaviais (Barbosa et al., 2014). E é
justamente essa consolidacdo do amendoim como leguminosa utilizada para a
reforma de canaviais, que possibilitou 0 aumento da area cultivada e da
produtividade da cultura no Brasil, que se encontrava em declinio desde meados
da década de 70, onde, dentre muitos fatores envolvidos, estava a substituicdo
das éareas cultivadas por lavouras de soja (Montovani et al., 2013).

Por produzir frutos abaixo da superficie do solo, a cultura do amendoim
necessita de um ambiente que lhe proporcione um bom crescimento radicular,
para isto, por vezes, é importante realizar o preparo do solo (Brito Filho et al.,
2019). O preparo convencional consiste na mobilizagdo do solo com o objetivo
de nivela-lo e destorroa-lo. O modo e 0s equipamentos para a sua realizagdo
variam de acordo com as condicbes do solo (Brito Filho et al.,, 2019). A

semeadura da cultura no Brasil acontece, principalmente, de forma mecanizada,



por meio de semeadoras de precisdo, porém, semeadoras manuais também sao
utilizadas por pequenos produtores (da Costa et al., 2017).

E uma planta herbacea, ereta ou prostrada, anual. Seu ciclo varia entre
90 e 160 dias e podem atingir uma altura de 15 a 50 cm, de acordo com o habito
de crescimento do cultivar (dos Santos et al., 2021). O estadio fenologico do
amendoinzeiro pode ser dividido em duas fases distintas: vegetativa e
reprodutiva (Boote, 1982). No aspecto fenoldgico, as fases de crescimento e
desenvolvimento s&o particularmente definidas, mas mudam de acordo com o
genatipo utilizado e sofrem interferéncias quanto ao local, condicdes climaticas
e principalmente da temperatura (Ferreira, 2015).

Solos bem drenados, férteis e arenosos favorecem a penetracdo dos
gindforos ou “espordes” no solo (Beltrdo et al., 2011). Temperaturas entre 25°C
e 35°C sédo consideradas 6timas para o crescimento vegetativo do amendoim
(Nogueira & Tavora, 2005). O consumo de agua é relativamente baixo até o inicio
da floracdo do amendoinzeiro, posterior a este periodo, a demanda por agua
cresce proporcionalmente ao desenvolvimento da cultura até o momento em que
as vagens sdo formadas, onde, entdo, o consumo permanece estavel até a
maturacdo das sementes (Silva & Rao, 2006). A irrigacdo quando necessaria
viabiliza uma seguranca na producado, fornecendo a cultura condi¢des ideais
para o seu desenvolvimento (Goes et al., 2021). Outro fator importante,
diretamente relacionado com a produtividade do amendoim, é a nutricdo das
plantas. Dentre os macronutrientes, o nitrogénio, o fésforo e o potassio sdo os
mais expressivos para o desenvolvimento da cultura (da Costa et al., 2017).

Parte aérea e raizes das plantas de amendoim podem ser atacadas por
diferentes insetos e acaros ao longo do ciclo fenoldgico da cultura, contudo, o
qgue indica, se a ocorréncia desses organismos representa um risco ou nao a
produtividade e ao desenvolvimento das plantas, é o nivel populacional da praga
e os danos por ela provocados (Fernandes & Albuquerque, 2014). O tripes-do-
prateamento e a lagarta-do-pescoco-vermelho sao atualmente, as principais
pragas gque acometem as plantas de amendoim, com alta ocorréncia e elevados
niveis populacionais, trazendo prejuizos aos produtores (Di Bello, 2019). O

controle quimico (Marasigan et al., 2015) e o uso de cultivares resistentes (Di



Bello, 2019) estdo entre os principais métodos de controle de pragas para a
cultura.

Doencas ligadas ao ataque de fungos fitopatogénicos séo consideradas o
principal problema da cultura no Brasil (Favero, 2004). A mancha castanha, a
mancha preta e a ferrugem séao as doencas de maior importancia no estado de
Séo Paulo, seus danos, além de, afetar a qualidade do produto, podem reduzir
a producdo em até 70% se ndo controladas (Michelotto et al., 2013). Dentre os
métodos de controle e prevencédo, estdo a incorporacdo de restos culturais, a
rotacdo de culturas, o uso de cultivares resistentes e o uso de fungicidas
(Barreto, 1997).

A presenca de plantas daninhas € um outro fator que pode gerar prejuizos
econOdmicos ao produtor de amendoim, reduzindo a produtividade, interferindo
negativamente no arranquio e inversao das plantas, além de, desfavorecer a
secagem da cultura pos-colheita (Suassuna et al., 2008). No estado de S&o
Paulo, as principais espécies de plantas daninhas em éareas de cultivo de
amendoim, s&o: picado-preto (Bidens pilosa), tiririca (Cyperus rotundus),
guanxuma (Sida rhombifolia), caruru-de-mancha (Amaranthus viridis), fedegoso
(Sena macranthera), apaga-fogo (Alternanthera tenella), capim colchéo (Digitaria
sanguinalis) e braquiaria (Urochloa spp.) (Kasai & Deuber 2011). Entre os
métodos de controle estao o controle cultural, 0 mecéanico e o quimico (Suassuna
et al., 2008).

Como as vagens sdo formadas abaixo da superficie do solo, a colheita
ndo é feita em apenas uma Unica operacdo como em outras culturas. O
arranquio, enleiramento, cura e recolhimento das vagens podem ser realizados
de forma totalmente mecanizada, semimecanizada, ou mesmo, manualmente.
(Silva & Sofiatti, 2014). A secagem pode ser realizada de forma natural, ou
através de equipamentos de secagem artificial. O armazenamento ocorre

geralmente em ambiente controlado (Sampaio & Fredo, 2021).

2.2.  Microrganismos promotores do crescimento de plantas
O uso de microrganismos promotores do crescimento de plantas, de

maneira geral, € um método econémico e benéfico ao meio ambiente, pois, reduz



0s custos de producéo, bem como, o uso de fertilizantes minerais, sem decair a
produtividade da cultura (Sangoi et al., 2015).

A promocdo do crescimento pode acontecer através de mecanismos
diretos e indiretos. O controle de um fitopatdgeno por microrganismos, por
exemplo, pode promover o crescimento da cultura de forma indireta, controlando
e reduzindo os danos que seriam gerados por esses organismos na planta
(Correa et al., 2008). Como exemplos de mecanismos que favorecem de forma
direta o crescimento e o desenvolvimento de plantas, temos a fixacdo bioldgica
de nitrogénio (Sangoi et al., 2015), a solubilizacéo de fosfatos organicos (Souchie
et al., 2005) e a producéo de fitohormonios (Aioub et al., 2022).

A fixacao bioldgica de nitrogénio é promovida por bactérias que possuem
uma enzima denominada nitrogenase. Esta enzima € responsavel por converter
o nitrogénio atmosférico (N2) em amonia (NHs), forma em que a planta consegue
absorvé-lo (Altaf, 2021). Fungos ndao possuem essa habilidade, porém, sdo
capazes de sintetizar enzimas, como a urease, que faz parte do ciclo do
nitrogénio, além de, disponibilizar o nitrogénio proveniente da mineralizacao da
matéria organica (Duff et al., 2022). Alguns microrganismos possuem também a
capacidade de producdo de diferentes acidos organicos e enzimas, como as
fitases e as fosfatases, que solubilizam o fésforo inorgéanico e o fésforo adsorvido
no solo, aumentando sua disponibilidade para as plantas e para os
microrganismos do solo (Huang et al., 2021).

A sintese de fitohorménios promovida por alguns microrganismos
possibilitam um maior desenvolvimento radicular, aumentando a absorcéo de
agua e nutrientes pela planta, bem como, tornando possivel a exploracao de um
maior volume de solo (Chandran et al.,, 2021). Os fitohormbnios também
promovem um maior desenvolvimento de parte aérea aumentando a eficiéncia
fotossintética (Aioub et al., 2022).

Alguns géneros bacterianos e fangicos sdo conhecidos por tais
habilidades em diferentes culturas, dentre eles o Azospirillum, o Bacillus, o

Bradyrhizobium e o Trichoderma.



2.2.1. Azospirillum

E um género bacteriano, composto por microrganismos Gram-negativos,
em formato de haste, que podem ser levemente curvadas ou retas, com
locomocéao flagelar (Rosenberg et al., 2014). Promovem o crescimento através
de diferentes mecanismos, aos quais se incluem a biossintese de compostos e
a fixacdo biolégica do nitrogénio (Zeffa et al., 2019). S&o denominados
diazotroficos endofiticos facultativos, pois, colonizam tanto o interior quanto a
superficie das raizes (Dartora et al., 2013), favorecendo o crescimento radicular,
0 que consequentemente, aumenta a absorcao de agua e nutrientes pela planta
(Zeffa et al., 2019). Também atuam na producéo de antioxidantes, que protegem
as raizes das plantas de estresses abidticos como a seca e as inundacdes, além
de, controlar ou mesmo competir com fitopatbgenos presentes no ambiente
(Fukami et al., 2018).

2.2.2. Bacillus

Bacillus € um género bacteriano composto por microrganismos Gram-
positivos, em formato de bastonetes. Estdo incluidas espécies independentes,
ou mesmo, simbibnticas (Silva et al., 2021). Muitas sdo as estratégias de
promocao de crescimento dentre as bactérias do género Bacillus. Estas podem
atuar no controle e na producao de fitohorménios (Miranda et al., 2020) e outros
metabolicos que estimulam o desenvolvimento das plantas. Além disso, geram
tolerancia a planta a estresses bidticos e abidticos e fazem um trabalho de
prevencdo e inibicdo de infec¢des ocasionadas por patdogenos (Hashem et al.,
2019). Também facilitam a absorcéo de nutrientes por processos como a fixacao
biolégica de nitrogénio, e apresentam, potencial de biorremediacdo em solos

contaminados (Mattei et al., 2022).

2.2.3. Bradyrhizobium
O género Bradyrhizobium abrange os chamados rizobios de crescimento
lento. S&o bactérias Gram-negativas em formato de bastonete que possuem a
capacidade de nodular e fixar o nitrogénio atmosférico em simbiose com
leguminosas (Avontuur et al., 2019) e em associagdo com nao leguminosas,

como arroz, milho e pinheiros (Ormefio-Orrillo & Martinez-romero, 2019). Séo



endossimbiontes (Costa, 2011) e devido a ciclagem de nutrientes, ha a
possibilidade de uso como adubo verde, das plantas que receberam a inoculacéo
com este microrganismo, trazendo beneficios a culturas subsequentes (Ferreira
et al., 2012).

2.2.4. Trichoderma

Trichoderma € um género de fungo filamentoso encontrado tanto em
associacdo com as raizes quanto no interior dos tecidos vegetais (Manganiello
et al., 2018) € muito utilizado na agricultura devido ao seu potencial como agente
de biocontrole, atuando por antibiose, micoparasitismo ou por competicdo com
nematoides e fitopatégenos (Poveda et al., 2019), podem produzir auxinas e
outros compostos que trazem beneficios ao crescimento e ao desenvolvimento
das plantas (Saravanakumar et al., 2017). Porém, os mecanismos de acao desse
fungo, séo influenciados por fatores bidticos e abidticos especificos, como
temperatura, pH, umidade e disponibilidade de nutrientes (Nieto-Jacobo et al.,
2017), a espécie vegetal, assim como, 0S componentes genéticos
intraespecificos, também estdo diretamente relacionados com as respostas

apresentadas por Trichoderma em campo (de Medeiros et al., 2019).

2.3. Interagéo Planta-Microrganismo

Os microrganismos estao presentes nos mais variados ambientes, muitos
conseguem até mesmo, se adaptar e sobreviver em areas consideradas hostis.
Interagem com diversas formas de vida e desempenham papel fundamental na
manutencdo de ecossistemas (da Silva, 2021). Podem ser encontrados em
praticamente todas as plantas da Terra e possuem uma variedade de relagbes
gue vao de simbidticas a patogénicas (Franco et al., 2022).

A habilidade de algumas bactérias e fungos em produzir substancias que
promovem o crescimento de plantas € altamente especifica, influenciada por
fatores como a propria espécie vegetal, o cultivar da espécie utilizado e o
ambiente onde estéo inseridos (Bergamaschi, 2006).

A maior parte dos microrganismos promotores de crescimento séo de vida
livre, outros formam associacdes simbidticas com as plantas, fornecendo
compostos quimicos, como enzimas, alcaloides e antibidticos, além do nitrogénio

fixado em troca de outros nutrientes e carboidratos da planta hospedeira (Taiz &



Zeiger, 2006). Fungos endofiticos sdo uma rica fonte de bioativos, que vao de
agentes antimicrobianos, hormonios, até enzimas hidroliticas (Eid et al., 2019).

O termo endofitico foi inicialmente descrito por De Bary em 1866 como
qualquer microrganismo que vive no interior das plantas. Diferenciando-se
assim, dos epifiticos, grupo de microrganismos que vivem na superficie dos
orgaos e tecidos vegetais (da Silva, 2021).

E um grupo composto por fungos e bactérias que nio causam
aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros, diferenciando-se também dos
microrganismos patogénicos (Bogas et al., 2020). Porém, essa diviséo, € apenas
didatica, pois, € natural a sobreposicdo entre 0s grupos, que sofrem
interferéncias do estado fisiol6gico do hospedeiro, bem como, das condi¢cdes
ambientais (Santos, 2019).

Um microrganismo de vida livre pode se tornar endofitico através de
diferentes mecanismos, seja por meio de aberturas naturais, como estébmatos,
hidatodios, ferimentos, via raizes e sementes, ou mesmo ativamente, pela
producdo de enzimas ou estruturas que facilitem a sua penetracao (Assumpcao,
2008). Estes microrganismos interagem mais intimamente com a planta, e assim
como 0s microrganismos encontrados na rizosfera favorecem o crescimento e o
desenvolvimento vegetal, promovendo resisténcia a planta a estresses abiéticos
e atuando na biorremediagéo (Bashan et al., 2012).

Os endofiticos podem ser isolados dos tecidos vegetais por desinfestacao
superficial (Esposito-Polesi, 2020). Tal isolamento pode ser realizado de forma
direta ou indireta, utilizando meios de cultura ou via técnicas moleculares
(Lacava et al., 2006). Diferentes grupos de microrganismos podem ser isolados
de um Unico hospedeiro (Sobral et al., 2014).

Araujo et al (2002), indicou que os microrganismos endofiticos colonizam
nichos ecoldgicos semelhantes aos ocupados por fitopatdgenos, sendo
importantes para o controle destes. Contudo, a relagdo entre microrganismo
endofitico e a planta hospedeira, € determinada pelo equilibrio entre os
mecanismos de defesa da planta e a viruléncia dos microrganismo a ela
associados. Em caso de quebra desse equilibrio, desenvolve-se a patogenia
(Oliveira et al., 2019).
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De maneira geral, os trabalhos envolvendo endofiticos se dividem entre
estudos de aplicacdes biotecnologicas e estudos de diversidade (Nisa et al.,
2015). Os endofiticos sdo muito utilizados na agricultura, como agentes do
controle biolodgico de doencgas ou ha promogdo do crescimento de plantas (Torres
et al., 2022), mas podem ser utilizados também, na producédo de farmacos, ou
mesmo, na recuperacdo de areas contaminadas através da biorremediacao
(Oliveira et al., 2019). E de suma importancia o aprofundamento de estudos
envolvendo o uso de endofiticos, entender sua base bioldgica, assim como,

expandir o conhecimento acerca de seus beneficios (Santos, 2019).

2.4. Enzimas
Enzimas, de maneira geral, séo proteinas que aceleram a velocidade das
reacfes quimicas em sistemas biologicos (Singh et al.,, 2019). Muitas estédo
envolvidas na quebra da matéria organica do solo em compostos menores, de
forma que, para entender a funcionalidade dos solos, por vezes, também é
necessario avaliar a presente atividade de algumas enzimas (Cordero et al.,
2019). Dentre as enzimas encontradas em solo, com elevada importancia

agricola estdo a urease e a fosfatase acida.

2.4.1. Atividade enzimética da urease

A urease é uma enzima chave do ciclo global do nitrogénio, produzida por
bactérias, fungos, leveduras e plantas (Kafarski & Talma, 2018). Atua na
transformacdo de pequenos substratos organicos contendo nitrogénio em
compostos inorganicos de nitrogénio (Cordero et al., 2019).

O nitrogénio participa ativamente de funcdes metabdlicas e esta presente
em diferentes compostos na planta (Barros et al., 2013). Para suprir sua
demanda, a ureia tem sido o fertilizante quimico mais utilizado na agricultura nos
altimos anos (Silva et al., 2017). Posterior a sua aplicacdo, a urease presente no
solo catalisa a hidrolise da ureia, a transformando em CO2 e NHs (Lanna et al.,
2010), a ambnia em solo é transformada em ion amonio e dessa forma, pode ser
absorvida pelas plantas, nitrificada, ou perdida por volatilizacdo (Melo et al.,
2012). Como boa parte do nitrogénio aplicado em campo € perdido, alguns

compostos quimicos tém sido misturados a ureia com o objetivo de inibir a
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atividade da urease, reduzindo a velocidade de hidrdlise, e como consequéncia,
as perdas por volatilizacédo (Tasca et al., 2011). Contudo, a analise da atividade
da urease no solo é muito importante, pois, fornece uma indica¢do do potencial

do solo em converter nitrogénio organico em mineral (Lanna et al., 2010).

2.4.2. Atividade enzimética da fosfatase acida

As fosfatases acida e alcalina sdo enzimas produzidas por raizes de
plantas, fungos ou bactérias micorrizicas e saprotréficas (Margalef et al., 2021)
capazes de transformar o fosforo insoltvel presente no solo (Duarte, 2015).

O fosforo € um macronutriente essencial encontrado no solo nas formas
organica e inorganica. Desempenha um papel fundamental na producdo
agricola, porém, apresenta baixa disponibilidade em solos tropicais (Withers et
al., 2018). A adubacdo com este nutriente € uma pratica comum em solos
agricolas, porém, grande parte do fésforo aplicado acaba se tornando
indisponivel para as plantas, por ser rapidamente imobilizado por ions de ferro e
aluminio em solos &cidos e por ions de calcio em solos alcalinos (Moreira et al.,
2010).

Esta enzima atua catalisando a hidrélise de ésteres de fosfatos, os
transformando em fosfato soltvel (Silva et al., 2013). Normalmente, pesquisas
envolvendo a fosfatase &cida sdo mais frequentes, pois, a maior parte dos solos
utilizados pela agricultura sdo acidos (Navroski et al., 2016).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido inicialmente em casa de vegetacdo na
UNESP — Campus de Jaboticabal, sob condicbes controladas de agua e
temperatura. O cultivar utilizado foi o IAC-503, variedade com habito de
crescimento rasteiro. Ao todo, foram 45 dias de experimento, que teve inicio com
a semeadura dos vasos e fim no inicio do florescimento da cultura. O clima da
regido de Jaboticabal é do tipo Cwa, de acordo com a classificagéo de Kdppen,
com verdo umido e inverno seco. A unidade da UNESP esté localizada na regido
noroeste do Estado de Sédo Paulo (21° 15' 22" S, 48° 18' 58" W e altitude de
605m). Posteriormente, o estudo foi também desenvolvido em condi¢bes de
campo, com os tratamentos que mostraram os melhores resultados na primeira
etapa do estudo em termos de altura e matéria seca. A area agricola é
pertencente ao municipio de Taiuva-SP (21° 18' 52" S, 48° 37' 63" W e altitude
de 608m) e o clima dessa regiao € também do tipo Cwa. Dessa vez, utilizou-se
o cultivar IAC-OL3, variedade também com hébito de crescimento rasteiro e o

periodo de permanéncia da cultura em campo foi de 120 dias.

3.1. Montagem dos vasos em casa de vegetacao

Foram utilizados vasos de 5 dm?3 preenchidos com solo do tipo latossolo.
Este solo foi peneirado e adubado de acordo com uma analise quimica do solo
realizada previamente. Seguindo as recomendacdes de Malavolta et al. (1989),
porém, com reducdo de 20% da adubacdo necessaria para a cultura, os
macronutrientes calcio, enxofre, fésforo, magnésio e nitrogénio foram fornecidos,
assim como 0s micronutrientes boro, cobre, molibdénio e zinco. Apds o
preenchimento dos vasos com o solo adubado foi realizada a semeadura do

amendoim a uma profundidade de 5 cm.

3.2. Montagem do experimento em campo
Foram determinadas vinte parcelas de 15m2 (5m x 3m), correspondentes
a cinco tratamentos que foram selecionados com quatro repeticdes cada
tratamento, o espacamento entre as plantas foi de 0,5m x 0,2m. O solo da
propriedade € também do tipo latossolo e a profundidade de semeadura do

amendoim foi a mesma do experimento em vasos (5cm). Os micronutrientes e
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os macronutrientes primarios (N, P e K) foram fornecidos por adubac&o mineral
de acordo com a analise quimica do solo, também com reducédo de 20%. Os
macronutrientes secundarios (Ca, Mg e S) foram fornecidos via calagem e
gessagem (Quaggio et al., 2022).

3.3. Preparo dos indculos e aplicacdes

As cepas utilizadas no presente estudo séo pertencentes a colecao de
microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Solo (LSM) da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias — UNESP de Jaboticabal.

O inoculante B. subtilis foi preparado em caldo nutriente, o fungo T.
harzianum em extrato de malte, A. brasilense em meio de cultura DIGs com o
pH ajustado em 6,8 e o B. japonicum em meio Yeast Manitol (YM). Todos
cresceram em camara BOD durante 72 horas e foram aplicados em uma
concentracgédo final de 1 x 108 unidades formadoras de col6nia (CFU) mL2. Com
excecdo do B. japonicum que foi utilizado apenas no tratamento das sementes,
0os demais microrganismos foram aplicados diretamente sobre o solo num total
de quatro aplicac6es em casa de vegetacdo e uma Unica aplicacdo em campo.
Em casa de vegetacdo, a primeira aplicacao foi realizada no sétimo dia apos a
semeadura e posteriormente a cada dez dias, em campo a aplicacdo foi

realizada no trigésimo dia apés a semeadura.

3.4. Delineamento experimental
Em casa de vegetacdo, os vasos foram dispostos em blocos
casualizados, com doze tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos podem

ser visualizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Inoculantes microbiolégicos, com inclusdo do grupo controle utilizados

em casa de vegetagao.

Tratamentos* Inoculantes

1 Controle (Sem inoculante)

© 00 NOoO 0o WDN

(e
= O

Azospirillum brasilense
Bacillus subtilis
Bradyrhizobium japonicum
Trichoderma harzianum

A. brasilense + B. subtilis

A. brasilense + B. japonicum
A. brasilense + T. harzianum
B. subtilis + B. japonicum

B. subtilis + T. harzianum

B. japonicum + T. harzianum

Consorcio (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum + T.

12 harzianum)

* Ao todo doze tratamentos,

com seis repeticdes cada.

O experimento em casa de vegetacdao foi concluido e o grupo controle e

outros quatro tratamentos avaliados foram selecionados para serem testados em

campo. Os resultados considerados para o processo de selecéo foram a altura

e a matéria seca encontrados em parte aérea e raizes das plantas. As parcelas

foram divididas em blocos casualizados, com 4 repeticdes. A lista de tratamentos

selecionados pode ser observada na tabela 2.

Tabela 2. Inoculantes microbiolégicos selecionados, com inclusdo do grupo
controle utilizados em campo.

TRATAMENTOS* INOCULANTES
1 Controle — Sem inoculante
2 Azospirillum brasilense
4 Bradyrhizobium japonicum
7 A. brasilense + B. japonicum
8 A. brasilense + Trichoderma harzianum

*Ao todo cinco tratamentos,

com quatro repeticdes cada.
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3.5. Avaliacdes

3.5.1. Altura

A altura (cm) foi determinada medindo da base da planta até o seu apice
utilizando régua graduada. Em casa de vegetacéo, a altura de todas as plantas
foi determinada, em campo, cinco plantas foram escolhidas aleatoriamente em

cada parcela.

3.5.2. Matéria seca

Parte aérea e raizes foram coletadas ao final de ambos 0s experimentos:
casa de vegetacdo e campo (5 plantas/parcela escolhidas aleatoriamente). Foi
necessario lavagem em agua corrente das raizes para a remocao do solo ainda
presente. Todo o material foi colocado em estufa com circulagéo forgcada de ar a
uma temperatura de 65°C por 72 horas. Apos esse periodo, o0 material foi pesado
em balanca semi-analitica para a determinacdo de matéria seca de raiz (MSR)

e matéria seca de parte aérea (MSPA).

3.5.3. Concentracéo de nitrogénio e fésforo

Raizes e parte aérea apos secas foram moidas em moinho tipo wiley. A
concentracdo de nitrogénio foi determinada através da digestdo sulfarica do
material e posterior titulometria. Para determinar a concentracdo de fosforo foi
realizado a digestdo nitrico-perclérica do material, seguido por

espectrofotometria, ambas as analises de acordo com Malavolta (1989).

3.5.4. Atividade enzimética da urease e da fosfatase acida
A atividade enziméatica da fosfatase acida foi determinada de acordo com
Silveira et al. (2022). Para a determinacao da atividade enzimatica da urease,
seguiu-se o método de McGaraty & Myers (1967). Ambas foram realizadas

utilizando-se amostras de solo coletadas do experimento em casa de vegetacao.

3.5.5. Producéo e Produtividade
Ao final do experimento em campo, o amendoim foi colhido de forma
mecanizada e pesado ainda em vagens em balanca semi-analitica para
determinacdo da producdo total de vagens. A produtividade em Kg/ha

relacionando a producéo por unidade de area também foi determinada.
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3.6. Obtencédo das comunidades microbianas endofiticas

Em casa de vegetacéo, raizes foram coletadas e parte deste material foi
destinado a identificacdo da comunidade endofitica presente nos tecidos
vegetais. O intuito foi avaliar a ocorréncia de uma possivel transferéncia dos
microrganismos inoculados do solo para o interior dos tecidos vegetais e em
como estes microrganismos influenciam na microbiota endofitica da planta. Para
isso foi realizado uma desinfestacdo superficial do material vegetal seguindo o
método de Pereira et al. (1993) e Araujo et al. (2001) com modificacdes, para a
remocao das comunidades epifiticas. Este método consiste na imersao das
raizes em alcool 70% durante 1 minuto, seguido pela imersdo do material em
hipoclorito de sodio a 2,5% por 4 minutos e, por fim, novamente em solucdo de
alcool 70% durante 30 segundos. ApGs as imersdes as raizes foram enxaguadas
em agua destilada e corrente.

Raizes foram picadas em por¢cBes de até 10g. O material picado foi,
individualmente, triturado e homogeneizado, junto a solucédo fosfato-salina (PBS)
gelada sem adicdo de Tween-20, por liquidificagdo mecanica. O resultado do
processamento foi filtrado e centrifugado (6000 x g por 40 min. a 4°C), para a
obtencdo de pellets enriguecidos com as comunidades endofiticas. Apés a
obtencado dos pellets, o liquido sobrenadante foi descartado, deixando apenas
quantidades minimas para a ressuspensao e transferéncia das comunidades
para microtubos de 1,5 ml contendo PBS. Esses tubos foram centrifugados
(12000 x g) para concentrar as amostras. Esse processo se repetiu até a
obtencéo de pellets de 500 mg. As amostras dos pellets definitivos foram entéo
resfriadas em nitrogénio liquido e acondicionadas em freezer a -80 °C até o

momento da extracdo de DNA.

3.7. Extracdo do DNA metagendmico e sequenciamento
A extracdo do DNA microbiano das amostras foi realizada utilizando o kit
DNAeasy PowerSoil (Qiagen©) de acordo com as recomendacbes dos
fabricantes e implementando as modificacbes de Souza et al. (2016), que
incluem o aquecimento da solucdo de extracdo a 65°C por 10 minutos apos a
adicdo do reagente “C1”, e uma lavagem dupla com etanol apés a adigao da

solucao “C5”.
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A regido V4 do gene codificador da subunidade ribossomal — 16 rRNA foi
utilizada para a avaliacéo da fracdo bacteriana das comunidades. Foram usados
os primers 515F (5°-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’) e 806R (5-
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’). Para as reacdes do gene 16S, foram
adicionadas sequéncias de PNA clamp (PNA Bio), com o objetivo de minimizar
a amplificacdo de regides 16S de mitocondrias e cloroplastos. Para a fracdo
fungica, foi utilizado o segundo Espacador Interno Transcrito (ITS2), por meio
dos primers 28 ITS9F (5-GAACGCAGCRAAIIGYGA-3’) e ITS4R (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC3’), regidao com média de 310 £ 67 pares de base
(Porras-Alfaro et al., 2014).

O sequenciamento foi realizado no equipamento lllumina© HiSeq2500,
em modo “Rapid Run”, configurado para a producéao leituras (Reads) em layout
paired-end de 2x250pb (pares de base). As leituras foram obtidas com o
programa CASAVA (v.1.8.2; lllumina®) de acordo com Carvalho (2021).

3.8. Analise dos dados de amplicons

O programa bcl2fastq (v.2.20.0.422; lllumina©) de acordo com o0s
parametros default estabelecidos pelos autores, foi utilizado para realizar o
processo de demultiplexacdo das bibliotecas de amplicons. Com isso, foram
obtidas sequéncias de reads em formato FASTQ, que foram submetidas as
funcdes do pacote USEARCH (v.11.0; Edgar, 2010) para controle de qualidade.

O processo de fusdo das reads pareadas foi realizado de forma distinta
para os conjuntos de dados de 16S rRNA e ITS, de acordo com Carvalho (2021).
Os dados de amplicons de 16S e ITS foram introduzidos entdo no pipeline de
deteccdo de Variantes de Sequéncias de Amplicons (ASVs), seguindo também
as recomendacg0des de Carvalho (2021).

Para a obtencdo das ASVs, foi utilizado o pacote R: DADA2 (v.1.14.1;
Callahan et al., 2016). A atribuicdo taxondmica das ASVs ocorreu de forma
integrada ao pipeline do DADAZ2 (tépico 3.8.4), pela fungao “assignTaxonomy”.
Para isto, foram utilizados bancos de dados contendo conjuntos de sequéncias-
referéncia. Contudo, sequéncias espurias e contaminantes de ASVs néo

classificadas a nivel taxondmico de Reino (16S — Bactéria e ITS — Fungi) foram
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removidas através de filtros, obtendo-se com isso as ASVs utilizadas para a

analise comparativa dos microbiomas.

3.9. Analises descritivas e estatisticas do microbioma

A avaliacao da efetividade da amostragem foi inferida pela obtencéo das
curvas de rarefacdo, pela analise "amp_rarecurve" do pacote R "ampvis2"
(v.2.7.17; Andersen et al.,, 2018). A alfa diversidade foi estimada através da
averiguacdo da riqueza observada e de medidas de diversidade (indice de
Shannon e Gini-Simpson), obtidas com a funcdo "alpha" do pacote R
"microbiome" (v.1.16.0; Lahti & Shetty, 2012). As medidas obtidas foram
comparadas estatisticamente através do teste de Kruskal-Wallis (p-valor < 0,05),
através funcdo "kruskal" do pacote R "agricolae" (v.1.3.5; Mendiburu, 2021),
levando em consideracao dois ambientes distintos (Solo e Raiz).

A analise de beta diversidade se deu pelo calculo das dissimilaridades de
Bray-Curtis entre as amostras, obtidas pela fungcdo "distance"” do pacote R
"phyloseq" (v.1.32.0; McMurdie & Holmes, 2013). Realizou-se uma andlise
PERMANOVA (funcdo "adonis" do pacote R "vegan"; v.2.6.2; Oksanen et al.,
2019) para avaliar se houve diferenca entre os ambientes (p-valor < 0,05). A fim
de reduzir a multidimensionalidade das distancias, realizou-se uma Andlise de
Coordenadas Principais (PCoA), da qual utilizou-se posteriormente para a
plotagem do gréfico.

A avaliacdo dos taxons diferencialmente abundantes permitiu identificar
agueles cuja presenca foi significativamente distinta entre os ambientes. Para
isso, utilizamos a abordagem do "DESeq2" (pacote R v.1.34.0; Love et al., 2014),
a qual compara as médias com base em um modelo binomial-negativo, por meio
do teste Wald (p-valor ajustado < 0,05). As representacdes gréficas das analises
supracitadas e dos perfis taxondmicos foram feitas no "R" (v.4.1.2; R Core Team,
2020), por meio do pacote "ggplot2" (v.3.3.6; Kassambara, 2020).

3.10. Analise dos resultados
Os dados obtidos foram submetidos para a analise de variancia, com
aplicacao do teste F, utilizando o programa AgroEstat (Barbosa & Maldonado
Junior, 2011). Quando houve significancia foi realizada comparagdo de médias

pelo teste Duncan ao nivel de 5 a 10% de probabilidade.
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4. RESULTADOS
4.1. Altura
O tratamento 7 (A. brasilense + B. japonicum) foi o que obteve a maior
meédia de altura em casa de vegetacao (46 cm) (p<0,05), valor 9,78% maior do
que o encontrado nas plantas do grupo controle (41,5cm), do qual, diferiu-se
estatisticamente. Os demais tratamentos nao diferiram do controle (Figura 1).

Fig. 1 Altura em centimetros das plantas de amendoim tratadas com diferentes

inoculantes bacterianos e fingico em casa de vegetacéo.

T1= controle; T2= Azospirillum brasilense; T3 = Bacillus subtilis; T4 = Bradyrhizobium japonicum;
T5 = Trichoderma harzianum; T6= A. brasilense + B. subtilis; T7= A. brasilense + B. japonicum,;
T8= A. brasilense + T. harzianum; T9= B. subtilis + B. japonicum; T10= B. subtilis + T. harzianum,;
T11= B. japonicum + T. harzianum; T12= consadrcio (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum +
T. harzianum).

Médias seguidas de letras iguais nao diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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Em condicbes de campo, as plantas de amendoim tratadas com
Azospirillum brasilense + Bradyrhizobium japonicum (T4) apresentaram também
a maior meédia de altura (68,42cm) (p<0,05), resultado 9,38% maior que o obtido
pelo grupo controle (62cm), do qual, diferiu-se estatisticamente. Os demais

tratamentos néo diferiram do controle (p>0,05), conforme Figura 2.
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Fig. 2 Altura em centimetros das plantas de amendoim tratadas com diferentes
inoculantes bacterianos e fungico em campo.

T1 — controle; T2 = Azospirillum brasilense; T3 = Bradyrhizobium japonicum; T4 = A. brasilense
+ B. japonicum e T5 = A. brasilense + T. harzianum.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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4.2. Matéria seca

Em casa de vegetacdo, as plantas de amendoim tratadas com
Azospirillum brasilense + Bradyrhizobium japonicum (T7) apresentaram a maior
média de matéria seca de raiz (0,225g), resultado 32,44% maior que o obtido
pelo grupo controle (0,152g), ao qual, diferiu-se estatisticamente. Os demais
tratamentos ndo diferiram para a matéria seca de raiz (MSR) em relagdo ao
grupo controle (p>0,05). Esses resultados podem ser observados na Figura 3.
Fig. 3 Matéria seca em gramas das raizes de plantas de amendoim tratadas com
diferentes inoculantes bacterianos e fangico em condicbes de casa de
vegetacao.

T1= controle; T2= Azospirillum brasilense; T3 = Bacillus subtilis; T4 = Bradyrhizobium japonicum;
T5 = Trichoderma harzianum; T6= A. brasilense + B. subtilis; T7= A. brasilense + B. japonicum;
T8= A. brasilense + T. harzianum; T9= B. subtilis + B. japonicum; T10= B. subtilis + T. harzianum;
T11= B. japonicum + T. harzianum; T12= consdrcio (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum +

T. harzianum).
Médias seguidas de letras iguais néo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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B. japonicum (T7) foi também o que apresentou maior meédia (2,578g) (p<0,05),
valor 24,94% maior do que o encontrado no grupo controle (1,935g). Os demais

tratamentos néo diferiram do grupo controle (p<0,05), conforme Figura 4.
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Fig. 4 Matéria seca em gramas da parte aérea de plantas de amendoim tratadas

com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.

T1= controle; T2= Azospirillum brasilense; T3 = Bacillus subtilis; T4 = Bradyrhizobium japonicum;
T5 = Trichoderma harzianum; T6= A. brasilense + B. subtilis; T7= A. brasilense + B. japonicum,;
T8= A. brasilense + T. harzianum; T9= B. subtilis + B. japonicum; T10= B. subtilis + T. harzianum;
T11= B. japonicum + T. harzianum; T12= consorcio (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum +

T. harzianum).
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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Dentre os tratamentos realizados em condi¢c6es de campo a mistura de A.
brasilense + T. harzianum (T5) foi a que obteve maior média de matéria seca de
parte aérea (30,349) (p<0,05), valor 40,57% maior que o encontrado no grupo

controle (18,03g), diferindo-se estatisticamente, esta relacio pode ser observada

na Figura 5.
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Fig. 5 Matéria seca em gramas da parte aérea de plantas de amendoim tratadas

com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em campo.
T1 — controle; T2 = Azospirillum brasilense; T3 = Bradyrhizobium japonicum; T4 = A. brasilense

+ B. japonicum e T5 = A. brasilense + T. harzianum.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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4.3. Urease e concentracdo de nitrogénio

O tratamento 10 (B. subtilis + T. harzianum) apresentou maior valor de
atividade da enzima urease encontrada no solo com 231,175ug NH,*/grama de
solo seco durante o periodo de incubacéo que foi de trés horas, valor 21,56%
maior que o encontrado pelo grupo controle (181,340ug NH,* - N/3h g SS). Os
tratamentos que receberam A. brasilense (125.513ug NH,* - N/3h . g SS) e B.
subtilis (124.043ug NH,* - N/3h . g SS) apresentaram valores menores do que o
tratamento 10 (p>0,05), porém, ndo diferiram do controle. Esses dados podem
ser visualizados na Figura 6.

Fig. 6 Urease em pug NH,* - N/3h . g SS das plantas de amendoim tratadas com

diferentes inoculantes bacterianos e fangico em casa de vegetacao.

T1= controle; T2= Azospirillum brasilense; T3 = Bacillus subtilis; T4 = Bradyrhizobium japonicum;
T5 = Trichoderma harzianum; T6= A. brasilense + B. subtilis; T7= A. brasilense + B. japonicum,;
T8= A. brasilense + T. harzianum; T9= B. subtilis + B. japonicum; T10= B. subtilis + T. harzianum,;
T11= B. japonicum + T. harzianum; T12= consoércio (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum +
T. harzianum).

Médias seguidas de letras iguais néo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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Em casa de vegetacao, plantas tratadas com A. brasilense + B. japonicum
foram as que apresentaram maior concentracdo de nitrogénio em suas raizes
(23,633 gramas de nitrogénio Kg? de raiz), valor 11,70% maior do que o
encontrado no grupo controle (20,867g Kg?). O tratamento 6 contendo A.
brasilense + B. subtilis apresentou o menor valor (18,9679 Kg), seguido pelo
tratamento 8 contendo A. brasilense + T. harzianum (19,4g Kg?) e pelo
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tratamento 2 com A. brasilense (19,69 Kg'). Porém, os demais tratamentos néo
diferiram entre si (p>0,05).

Em relagdo a concentragdo do nitrogénio na parte aérea das plantas, B.
subtilis (T3) foi o inoculante que promoveu maior concentracao dentre os demais
tratamentos com 31.15g de nitrogénio Kg* de parte aérea, valor 15,46% maior
que o encontrado pelo grupo controle (T1) (26,333g Kgt). O tratamento contendo
B. subtilis + T. harzianum (T10) obteve uma concentracédo de apenas 24,7g Kg*
inferior ao controle, porém, néo diferiram entre si. O tratamento 7 (A. brasilense
+ B. japonicum) também obteve uma concentracéo de nitrogénio bem acima que
a encontrada pelo tratamento sem inoculante (controle). Os dados podem ser
observados na Figura 7.

Fig. 7 Concentracdo de nitrogénio em gramas por quilo das plantas de

amendoim tratadas com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa

de vegetacéao.

T1= controle; T2= Azospirillum brasilense; T3 = Bacillus subtilis; T4 = Bradyrhizobium japonicum;
T5 = Trichoderma harzianum; T6= A. brasilense + B. subtilis; T7= A. brasilense + B. japonicum;
T8= A. brasilense + T. harzianum; T9= B. subtilis + B. japonicum; T10= B. subtilis + T. harzianum;
T11= B. japonicum + T. harzianum; T12= consoércio (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum +
T. harzianum).

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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Em campo n&o houve diferenca significativa quanto a concentracédo de
nitrogénio nas raizes e na parte aérea das plantas de amendoim, todos os
tratamentos foram equivalentes ao controle. O que indica que a quantidade de
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nitrogénio absorvido estava proporcional ao crescimento obtido pela matéria

seca das raizes (Figura 8).

Fig. 8 Concentragdo de nitrogénio em gramas por quilo das plantas de
amendoim tratadas com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em campo.
T1 - controle; T2 = Azospirillum brasilense; T3 = Bradyrhizobium japonicum; T4 = A. brasilense
+ B. japonicum e T5 = A. brasilense + T. harzianum.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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4.4. Fosfatase acida e concentracao de fésforo
Em todos os solos que receberam inoculantes a atividade encontrada da
enzima fosfatase acida foi superior ao do grupo controle, diferenciando-se
estatisticamente. O resultado encontrado em Bradyrhizobium japonicum +
Trichoderma harzianum (T11), por exemplo, (1449,365ug pNF gth1), foi 33,93%
maior que o encontrado no grupo controle (957,586 pg pNF g*h?t), os dados
podem ser visualizados na Figura 9.

Fig. 9 Fosfatase acida em pg pNF g*h* das plantas de amendoim tratadas com

diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.

T1= controle; T2= Azospirillum brasilense; T3 = Bacillus subtilis; T4 = Bradyrhizobium japonicum;
T5 = Trichoderma harzianum; T6= A. brasilense + B. subtilis; T7= A. brasilense + B. japonicum;
T8= A. brasilense + T. harzianum; T9= B. subtilis + B. japonicum; T10= B. subtilis + T. harzianum;
T11= B. japonicum + T. harzianum; T12= consdrcio (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum +
T. harzianum).

Médias seguidas de letras iguais nédo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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Em casa de vegetacdo, a maior concentracdo de fésforo em raizes de
amendoim foi encontrada em plantas que receberam apenas B. subtilis (T3)
como inoculante (2,467 g de P Kg* de parte aérea), valor 22,98% maior que o
encontrado no grupo controle (1,9 g Kg?), porém, equivalente estatisticamente,
assim como, os demais tratamentos. Na parte aérea B. subtilis (T3) (2,133 g Kg
1) apresentou o maior valor comparado com o grupo controle (T1) (1,633 g Kg™),
todavia, com excec¢édo do tratamento 5 (T. harzianum) e do consorcio (T12), todos

os demais tratamentos foram considerados superiores ao controle.
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Fig. 10 Concentracao de fésforo em gramas por quilo das plantas de amendoim
tratadas com diferentes inoculantes bacterianos e flungico em casa de
vegetacao.

T1= controle; T2= Azospirillum brasilense; T3 = Bacillus subtilis; T4 = Bradyrhizobium japonicum;
T5 = Trichoderma harzianum; T6= A. brasilense + B. subtilis; T7= A. brasilense + B. japonicum;
T8= A. brasilense + T. harzianum; T9= B. subtilis + B. japonicum; T10= B. subtilis + T. harzianum,;
T11= B. japonicum + T. harzianum; T12= consdércio (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum +
T. harzianum).

Médias seguidas de letras iguais nado diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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Dos tratamentos selecionados e levados a campo, A. brasilense + B.
japonicum foi o que obteve maior concentracdo de fésforo nas raizes (1,1 g Kg-
1), valor 26,36% maior que o encontrado pelo grupo controle (0,81 g KgW),
diferindo-se estatisticamente. Os demais tratamentos ndo diferiram do controle.
N&o houve diferenca estatistica quanto a concentracdo de fésforo na parte aérea
das plantas de amendoim (Figura 11).
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Fig. 11 Concentracao de fosforo em gramas por quilo das plantas de amendoim
tratadas com diferentes inoculantes bacterianos e fangico em campo.

T1 — controle; T2 = Azospirillum brasilense; T3 = Bradyrhizobium japonicum; T4 = A. brasilense
+ B. japonicum e T5 = A. brasilense + T. harzianum.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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4.5. Produtividade
B. japonicum foi o tratamento que promoveu maior produtividade
(12623,63Kg ha), valor 18,52% maior que o encontrado pelo grupo controle
(10285,2Kg ha), do qual diferiu-se estatisticamente. Em contrapartida, o
tratamento contendo A. brasilense + T. harzianum ndo obteve um bom
desenvolvimento em termos de produtividade (9300,68 Kg ha'), resultado menor
que o encontrado no grupo controle (T1), porém, ainda assim, ndo diferiram

estatisticamente, conforme Figura 12.

Fig. 12 Produtividade em quilos por hectare das vagens de amendoim tratadas

com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em campo.

T1 — controle; T2 = Azospirillum brasilense; T3 = Bradyrhizobium japonicum; T4 = A. brasilense
+ B. japonicum e T5 = A. brasilense + T. harzianum.

Médias seguidas de letras iguais nédo diferem pelo teste de Duncan, a 10% de probabilidade.
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4.6. Endofiticos — Abundancia relativa (Bactérias)

Proteobactérias foram dominantes dentre os filos encontrados no grupo
controle (T1). Este € um dos maiores e mais verséteis filos no dominio Bacteria,
ao qual, se inclui bactérias responsaveis pela fixacdo biolégica de nitrogénio,
porém, também estdo inclusos agentes patogénicos, como Escherichia,
Salmonella, Vibrio e Helicobacter. Esta dominancia prevaleceu entre os filos
encontrados nos demais tratamentos, onde, foi realizada a inoculagédo de
microrganismos promotores do crescimento de plantas. Vale ressaltar, que a
abundancia relativa de microrganismos pertencentes a este filo, foi maior quando
houve a inoculacdo de A. brasilense (T2), a associacdo de B. japonicum + T.
harzianum (T11) e no consorcio envolvendo todos os microrganismos (T12).
Além de proteobactérias, destacam-se também, o filo Firmicutes e o filo
Bacteroidota, presentes tanto no controle (T1), quanto na maioria dos demais
tratamentos. Outros filos estiveram presentes, porém, em baixa abundancia. A
relacéo dos filos bacterianos presentes endofiticamente, pode ser visualizada na
Figura 13.

Fig. 13 Abundéancia relativa (%) dos filos de bactérias encontradas no interior

dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.
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As proteobactérias dividiram-se em duas classes de microrganismos,
Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria. Foram abundantemente
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dominantes em relacdo ao controle (T1), assim como, nos demais tratamentos.
Destaque também, para classes como Bacilli e Clostridia, pertencentes ao filo
Firmicutes. Microrganismos pertencentes a estas classes, foram encontrados no
grupo controle e permaneceram em grande parte dos tratamentos, porém, com
menor abundancia relativa. Outras classes também podem ser visualizadas,

porém, em menor nimero, conforme Figura 14.

Fig. 14 Abundéancia relativa (%) das classes de bactérias encontradas no interior
dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.
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Quanto a abundéancia relativa das ordens bacterianas encontradas,
podemos observar uma dominéancia de Enterobacterales e de Rhizobiales. Esta
dominancia pode ser observada no controle (T1), assim como, em grande parte
dos tratamentos. Porém, podemos observar também, que alguns tratamentos
promoveram um aumento na abundancia relativa de Sphingomonadales, isso é
valido, para plantas tratadas com B. subtilis (T3), B. japonicum (T4), A. brasilense
+ B. subitilis (T6), A. brasilense + T. harzianum (T8) e B. subtilis + B. japonicum
(T9). Muitas outras ordens foram encontradas, havendo oscila¢des entre os
tratamentos, porém, em baixa abundéancia. A relacdo das ordens bacterianas

presentes endofiticamente, pode ser visualizada na Figura 15.
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Fig. 15 Abundancia relativa (%) das ordens de bactérias encontradas no interior
dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.
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Enterobacteriaceae e Xanthobacteraceae sdo as Familias com maior
abundancia relativa no grupo controle (T1), valor que corresponde a cerca de
50% de toda a microbiota presente endofiticamente nas plantas de amendoim
deste tratamento. A outra metade corresponde a uma grande quantidade de
familias, presentes em menor nimero. De uma maneira geral, estende-se a
dominancia destas duas familias aos demais tratamentos, porém, podemos
observar um aumento de Sphingomonadaceae nos tratamentos 3 (B. subtilis), 4
(B. japonicum), 6 (A. brasilense + B. subtilis), 8 (A. brasilense + T. harzianum) e
9 (B. subtilis + B. japonicum) e de Vibrionaceae nos tratamentos 11 (B. japonicum
+ T. harzianum) e 12 (consoércio). As familias bacterianas obtidas podem ser

visualizadas na Figura 16.

Fig. 16 Abundancia relativa (%) das familias de bactérias encontradas no interior
dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.

100% Family
W p:F ia; C: ia; 0: Ei f: Ei
W p:F ia; c: Alphap. o: Rhi: f:
M p: P ia; c: Alphap. o: Sphi f:
M p:f ie ia; o: El f:
= 5% B p: Firmicutes; c: Clostridia; o: Pep P f: Pep
= p:f ia; c: ia; 0: i i
8 p: idota; c: idia; o: B: i i, i
£ p: Fir c: Bacilli; o: L il f:L
B p: Firmicutes; c: Bacilli; o: L f;
3 5% P ia; c: b ia; 0: Er T
© F ia; c: ia; o: i f:B
s p: Fi c: Negativi o: Vei f: Vei
= p: Fil c: Bacilli; o: 3 icil
& p: Flrmlcutes c: Closmdla o: Lachnosplmles f: Lachnospiraceae
25% p: Fir c: Bacilli; o: ! Ente
p:F ;e i iales; f: F
p: Firmicutes; c: Closmdra o Closlnd/ales f C/ostndlaceae
I p: Firmicutes; c: Clostridia; o: Oscil f
W p: Firmicutes; c: Clostridia; o: Oscillospil f: Oscillosp
0%+ . Othel

16S-EDTO1
16S-EDT02
16S-EDT03
16S-EDT04
16S-EDT05
16S-EDT10
16S-EDT11

16S-EDT12



34

Muitos foram os géneros evidenciados como endofiticos presentes em
plantas de amendoim. No grupo controle (T1l) podemos observar uma
abundéancia relativamente superior de Bradyrhizobium (32%) aos demais
géneros encontrados, destaque também, para a presenca de Vibrio (10%) e de
Cronobacter (9%). O tratamento 2 (Azospirillum brasilense) se diferenciou de
todos os outros tratamentos, havendo a presenca de apenas dois géneros,
sendo o Bradyrhizobium predominantemente abundante (75%) e o Cronobacter
(25%). No terceiro tratamento (Bacillus subtilis), observa-se um aumento
expressivo de Escherichia (31%) e de Novosphingobium (17%) e uma reducéo
do Bradyrhizobium presente (11%).

No tratamento 4 (Bradyrhizobium japonicum), Escherichia (24%) e
Novosphingobium (17%) também se destacaram, o fato curioso é que a
abundancia relativa de microrganismos do género Bradyrhizobium foi reduzida
(10%). O uso de T. harzianum (T5) por outro lado, favoreceu a presenca de
Bradyrhizobium no interior da planta (41%) e manteve Cronobacter (12%) e
Vibrio (11%) em uma abundancia proxima ao controle (T1).

O tratamento envolvendo a associagao de A. brasilense + B. subtilis (T6)
nao gerou nenhuma dominancia de género entre os encontrados, apresentando
dados relativamente préximos de Cronobacter (16%), Bradyrhizobium (14%),
Novosphingobium (12%) e Escherichia (11%). O mesmo € valido para o
tratamento 7 (A. brasilense + B. japonicum), onde a abundéancia relativa de
Cronobacter (20%), Bradyrhizobium (14%) e Vibrio (14%) também foram
proximas.

Escherichia e Novosphingobium foram abundantemente encontrados nos
tratamentos 8 (A. brasilense + T. harzianum) e 9 (B. subtilis + B. japonicum).
Enquanto, a presenca endofitica de Bradyrhizobium foi destaque no tratamento
10 (48%).

Plantas tratadas com B. japonicum + T. harzianum (T11) e o consorcio
(T12) apresentaram abundancia relativa diferenciada dos demais tratamentos,
onde, quase todos 0s microrganismos encontrados se concentraram em trés
géneros, sendo eles o Bradyrhizobium, o Cronobacter e o Vibrio. A relacédo dos
géneros bacterianos presentes endofiticamente, pode ser visualizada na Figura
17.
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Fig. 17 Abundancia relativa (%) dos géneros de bactérias encontradas no interior
dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.
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4.7. Endofiticos — Abundancia relativa (Fungos)

Fungos endofiticos encontrados nos tratamentos 11 (B. japonicum + T.
harzianum) e 12 (A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum + T. harzianum) foram
avaliados, porém, ndo conclusivos. Os demais tratamentos, foram identificados
de filo a género e podem ser visualizados a seguir.

Ascomicetos foram dominantes entre os filos encontrados no grupo
controle (T1). Ascomycota € um grupo monofilético e compreende cerca de
32.300 espécies, dentre as quais, fungos responsaveis pela decomposicdo de
moléculas organicas complexas, que, apés reduzidas, podem ser utilizadas por
plantas. Porém, também estdo inclusos neste filo, uma grande quantidade de
fitopatdgenos. Esta dominancia prevaleceu entre os filos encontrados nos
demais tratamentos, onde, foi realizada a inoculacdo de microrganismos
promotores do crescimento de plantas. Vale ressaltar, que a abundancia relativa
de microrganismos pertencentes a este filo, foi maior quando houve a inoculagéo
de B. japonicum (T4), T. harzianum (T5) e na associacdo de A. brasilense + B.
japonicum (T7). Além de ascomicetos, destaca-se também, o filo Basidiomycota,

presente em quase todos os tratamentos, porém, em menor numero, conforme
Figura 18.
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Fig. 18 Abundancia relativa (%) dos filos de fungos encontrados no interior dos
tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas com
diferentes inoculantes bacterianos e fingico em casa de vegetacao.
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Os ascomicetos dividiram-se em seis classes de microrganismos, sendo

Sordariomycetes e Dothideomycetes as principais. Sordariomycetes foi
abundantemente dominante no grupo controle (T1), assim como, nos demais
tratamentos. Destaque também, para Eurotiomycetes, também pertencente ao
filo Ascomycota. Microrganismos pertencentes a esta classe, foram encontrados
no grupo controle e permaneceram em grande parte dos tratamentos, porém,
com menor abundancia relativa. Outras classes também podem ser visualizadas,

porém, em menor nimero (Figura 19).
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Fig. 19 Abundancia relativa (%) das classes de fungos encontrados no interior
dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.
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Trés ordens foram mais abundantemente frequentes no grupo controle

(T1), Xylariales, Pleosporales e Hypocreales. Esse padréao, relativamente se
manteve nos demais tratamentos, com excecao do tratamento 10 (B. subtilis +
T. harzianum), onde Pleosporales esteve ausente. Além disso, outras ordens
gue ndo haviam se destacado no controle, aumentaram sua abundancia em
outros tratamentos. Isso é valido para Eurotiales em plantas tratadas com B.
japonicum (T4), na associacdo de A. brasilense + B. subtilis (T6) e na unido de
B. subtilis + T. harzianum (T10). Destaque também para 0 aumento expressivo
de Glomerellales em plantas tratadas com A. brasilense + B. japonicum (T7) e
no tratamento 10 (B. subtilis + T. harzianum). Outro aumento interessante foi o
de Capnodiales somente no tratamento 7 (A brasilense + B japonicum). A relacéo
das ordens fangicas presentes endofiticamente, pode ser visualizada na Figura
20.
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Fig. 20 Abundancia relativa (%) das ordens de fungos encontrados no interior
dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.
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Muitas familias foram encontradas no tratamento controle (T1), as mais
abundantes sendo Sporocadaceae, Pleosporaceae, Hypocreaceae e
Cladosporiaceae. O padrdo sofreu algumas alteracbes ao longo dos
tratamentos, Pleosporaceae esteve ausente no tratamento 10 (B. subtilis + T.
harzianum) e a incidéncia de Cladosporiaceae foi drasticamente reduzida com
as inoculagdes. Houve também o aumento de algumas familias em plantas que
receberam algum tratamento, exemplos disso foi o0 aumento de Aspergillaceae
em plantas tratadas com B. japonicum (T4), A. brasilense + B. subtilis (T6) e B.
subtilis + T. harzianum (T10) e o aumento de Glomerellaceae nos tratamentos 7
(A. brasilense + B. japonicum) e 10 (B. subtilis + T. harzianum). As familias
fungicas encontradas podem ser visualizadas na Figura 21.

Fig. 21 Abundancia relativa (%) das familias de fungos encontrados no interior

dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.
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Muitos foram os géneros fangicos evidenciados como endofiticos nas
plantas de amendoim. No grupo controle (T1l) podemos observar uma
abundéncia relativamente superior de Neopestalotiopsis (21%) e de Bipolaris
(18%) aos demais géneros encontrados, destaque também, para a presenca de
Trichoderma (11%) e de Fusarium (10%). Plantas que receberam Azospirillum
brasilense (T2) mantiveram uma abundéancia relativa de Bipolaris (16%) e de
Trichoderma (9%) proximas ao controle, porém, houve um aumento de
Neopestalotiopsis para 32% e 0S microrganismos pertencentes ao género
Fusarium foram perdidos. No terceiro tratamento (Bacillus subtilis), observa-se
um aumento expressivo de Neopestalotiopsis (37%) e de Aspergillus (10%),
Trichoderma se manteve constante (12%).

No tratamento 4 (Bradyrhizobium japonicum), Neopestalotiopsis (35%),
Bipolaris (16%) e Aspergillus (10%) também se destacaram. E o uso de T.
harzianum (T5) promoveu o aumento de Neopestalotiopsis (39%), Trichoderma
(18%) e de Alternaria (16%) nas plantas de amendoim.

Os dados referentes ao tratamento envolvendo a associagcdo de A.
brasilense + B. subtilis (T6) foram préximos aos encontrados no grupo controle
(T1) para Neopestalotiopsis (22%), Bipolares (18%) e Trichoderma (10%), a
diferenca entre eles se da, pelo aumento de microrganismos do género
Aspergillus presentes nas amostras (12%) e pela auséncia do género Fusarium
neste tratamento. Em plantas tratadas com A. brasilense + B. japonicum (T7), a
abundancia relativa do género Neopestalotiopsis nas amostras foi semelhante
ao encontrado pelo controle (T1), porém, géneros como Colletotrichum (17%) e
Cladosporium (15%) tiveram um alto crescimento neste tratamento.

O tratamento 8 (A. brasilense + T. harzianum) ndo obteve diferencas
significativas comparado ao grupo controle (T1). Por outro lado, o tratamento 9
(B. subtilis + B. japonicum) proporcionou um aumento na abundéancia relativa de
Neopestalotiopsis (31%), Bipolares (21%) e Trichoderma (14%) nas plantas. Por
fim, o tratamento 10 (B. subtilis + T. harzianum) gerou um aumento na
abundéancia de Neopestalotiopsis (29%), de Colletotrichum (15%) e de
Aspergillus (13%). A relagdo dos géneros fungicos presentes endofiticamente,

pode ser visualizada na Figura 22.
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Fig. 22 Abundancia relativa (%) dos géneros de fungos encontrados no interior
dos tecidos vegetais (endofiticos), de raizes de plantas de amendoim tratadas
com diferentes inoculantes bacterianos e fungico em casa de vegetacao.
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5. DISCUSSAO

Embora o amendoim tenha enorme importancia econémica e social para
a regiao e para o pais, essa cultura ainda ndo possui nenhum tipo de inoculante
biolégico para aumentar seu crescimento e desenvolvimento vegetal. Além
disso, as pesquisas nas quais se utilizam inoculantes biolégicos para a cultura
do amendoim no mundo sé&o escassas e, especificamente, nas condigbes
brasileiras e nas condi¢Oes regionais do Brasil, sdo praticamente incipientes
(Johnson, 2019). Nossos dados mostram que € possivel obter incrementos na
cultura do amendoim com a inoculacdo de microrganismos promotores de
crescimento de plantas sem grandes mudancas no manejo e na conducao da
cultura.

Em condi¢cdes controladas (casa de vegetacdo), nossos resultados
proporcionaram uma selecédo de microrganismos mais promissores e adaptados
para a sua utilizacdo em condicbes de campo, reduzindo gastos, esforcos e
tempo na execucdo dos experimentos. Nesse sentido, 0s microrganismos A.
brasilense e B. japonicum e as misturas A. brasilense + B. japonicum e A.
brasilense + T. harzianum foram mais promissores na promoc¢ao de incrementos
vegetais nos diversos parametros analisados e por isso foram estudados
também em condicbes de campo. O experimento avaliado em condicbes nao
controladas (campo), por sua vez, permitiu uma melhor avaliacdo do potencial
dos microrganismos testados em promover o crescimento e o desenvolvimento
vegetal.

De modo geral, todos os microrganismos avaliados no presente estudo
promoveram incrementos nos diferentes parametros analisados, altura das
plantas, massa seca de raiz e de parte aérea e concentracdes de fosforo e de
nitrogénio, em ambas as condicbes, casa de vegetacdo e campo. Essa
diversidade em habilidades de promocéao de crescimento por microrganismos ja
havia sido antes relatada em trabalhos como o de Basu et al. (2021) e o de
Santos et al. (2022).

Correia et al. (2012), por sua vez, constatou a grande influéncia do
nitrogénio na altura e na massa seca das plantas. Essa influéncia, pode ser

observada também em nosso trabalho, onde a alta concentragéo de nitrogénio
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em plantas tratadas com a unido de A. brasilense + B. japonicum resultou nas
maiores médias de massa seca (raiz e parte aérea) em casa de vegetacao,
assim como, na maior média de altura, encontrada em ambas as condi¢cbes
(casa de vegetacdo e campo). A fixacao bioldgica do nitrogénio exige gastos de
ATP e por isso ha a necessidade de uma elevada concentracdo de fosforo
(Mathesius, 2022).

Interessante notar que, embora, na condicdo de casa de vegetagao, o
tratamento que recebeu a mistura B. subtilis + T. harzianum tenha apresentado
maior valor para a enzima urease, nenhum microrganismo avaliado promoveu
incrementos na concentracao de nitrogénio nas plantas em campo. O nitrogénio
faz parte da composicdo de diferentes compostos organicos, incluindo
aminoacidos e &cidos nucleicos, e como relatado por Melo (2013), é de suma
importancia, que este nutriente seja disponibilizado para a planta em
gquantidades suficientes para o seu pleno desenvolvimento. Por outro lado, todos
0S microrganismos avaliados promoveram aumentos nos teores de fosfatase no
solo comparados com o tratamento controle. Entretanto, as concentragdes de
fésforo na parte aérea foram aumentadas apenas nas plantas que receberam a
inoculacao da bactéria B. subtilis em casa de vegetacéao.

A diferenca entre as concentracdes de fosforo nas raizes deste trabalho,
foi obtida apenas em campo, com destaque positivo para o tratamento 7 (A.
brasilense + B. japonicum). Plantas tratadas com a unido desses dois
microrganismos foram as que também apresentaram a maior massa seca de
raiz. Essa relacdo, corrobora com os resultados obtidos por Marques et al.
(2014), que indicou o fésforo como sendo um macronutriente importante no
crescimento inicial de raizes, bem como, crucial para o metabolismo das plantas.
O fosforo, também atua na produtividade da cultura, aumentando a eficiéncia
reprodutiva e o enchimento dos frutos (dos Santos et al., 2021).

Quanto a produtividade, principal fator esperado pelo produtor de
amendoim, a inoculag&o da bactéria B. japonicum se mostrou a mais promissora
para a cultura. Microrganismos pertencentes ao género sdo muito utilizados em
praticas agricolas, com o intuito de aumentar a produtividade e o crescimento de
leguminosas (Khaitov et al.,, 2016). Neste estudo, além de aumentar a

produtividade, o inoculante também gerou, em condicdes de campo, um
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aumento da concentracdo de fosforo nas raizes das plantas. Interessante que
essa espécie é muito adaptada para a cultura da soja e menos adaptada para a
cultura do feijdo, ambas leguminosas, mostrando que o0 sucesso da interacao
planta B. japonicum é dependente de especificidade.

Entretanto, alguns incrementos ou efeitos benéficos ocorridos em
condicBes controladas (casa de vegetacao) ndo se repetiram em condi¢cdes de
campo. Os microrganismos promotores de crescimento de plantas possuem
diversas habilidades de promocdo de crescimento como foi mencionada.
Entretanto, algumas inoculacbes com esses microrganismos falham nesse
propésito. Essa falha na promocéo de crescimento € resultado da interferéncia
de diversos fatores nesse efeito de promocao de crescimento provocando uma
variacao na intensidade da promocao de crescimento das plantas e até mesmo
prejudicando o desenvolvimento vegetal (Lobo et al., 2022). Esses fatores que
podem interferir nesses efeitos de promocéo de crescimento sdo as condicdes
de temperatura do ambiente, pH do solo, estado fenolégico da planta, fatores
edafocliméticos entre outros. Entretanto, o fator que mais afeta a interacdo dos
microrganismos e consequentemente 0 sucessO nha interagdo e na acao
microbiana € o gendtipo vegetal (Lopes et al., 2021).

Nesse sentido, uma estratégia para aumentar as chances de uma
interagcdo positiva entre o microrganismo do inoculante com a planta € utilizar
formulacbes com mais de um microrganismo ou até mesmo um consorcio
microbiano. Além disso, existe a possibilidade de sinergismo entre 0s
microrganismos da formulacdo e o efeito promotor de crescimento de plantas
seria aumentado (Mitter et al., 2019). Todavia, o presente estudo avaliou
misturas de microrganismos como A. brasilense + B. subtilis; A. brasilense + B.
japonicum; A. brasilense + T. harzianum; B. subtilis + B. japonicum; B. subtilis +
T. harzianum; B. japonicum + T. harzianum e do consorcio dos microrganismos
sendo a mistura de A. brasilense + B. subtilis + B. japonicum e T. harzianum.
Interessante notar que as misturas de microrganismos inoculados nas plantas
de amendoim n&o promoveram maiores crescimento e desenvolvimento vegetal
comparado com as inoculagbes dos mesmos microrganismos de forma
separada. Especificamente, na condicdo de campo a maior produtividade foi
encontrada na inoculacdo do B. japonicum isolado e a menor produtividade foi
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encontrada na mistura de A. brasilense com T. harzianum. Esses resultados
mostram que a mistura de microrganismos com diferentes habilidades nao
garante, necessariamente, uma vantagem para a cultura.

Contudo, este experimento, assim como o de Santos et al. (2022) e o de
Diaz et al. (2021), evidenciou que, a utilizacdo de microrganismos promotores do
crescimento de plantas € uma excelente estratégia, que pode ser utilizada para
reduzir os custos de producéo, a dose de fertilizantes minerais, além de, reduzir
Impactos ambientais sem o detrimento da produtividade, desta vez, tendo como
foco a cultura do amendoim.

Em relacéo a diversidade microbiana endofitica, fungos e bactérias foram
isolados das raizes de plantas de amendoim sob duas diferentes condicdes,
sendo, sem o recebimento de inoculagées microbiolégicas (controle) e apos a
interferéncia de microrganismos dos géneros Azospirillum, Bacillus,
Bradyrhizobium e Trichoderma. Eles foram também, subdivididos de acordo com
a abundancia relativa e identificados de filo até género.

Proteobacteria foi o filo de bactérias mais abundante em ambas as
situacdes, no grupo controle e nos tratamentos que receberam os inoculantes.
Como descrito por Janssen (2006), € um dos maiores e mais versateis filos do
dominio Bacteria, presente em diferentes ambientes, além, de ser o filo mais
abundante na maioria dos solos ja estudados. Véarios de seus géneros sdo
simbiontes de plantas, e como relatado por Kersters et al. (2006) e Spain et al.
(2009), possuem grande diversidade morfoldgica, fisiolégica e metabdlica,
incluindo microrganismos importantes para o ciclo global do carbono, nitrogénio
e enxofre. Houve diferencas significativas em relagcdo a abundancia relativa de
microrganismos pertencentes ao filo nos diferentes tratamentos, em especial no
tratamento 2 (A. brasilense), 11 (B. japonicum + T. harzianum) e 12 (consorcio),
onde houve um aumento da presenca de proteobactérias. Esse aumento &
justificado por Chiarini et al. (1998) e por Hallmann et al. (1997), que evidenciam
que a colonizacdo microbiana de raizes de plantas € afetada por fatores biéticos
e abidticos, dentre os quais, a competicdo entre microrganismos.

A maioria dos representantes endofiticos fingicos encontrados pertencem
ao filo Ascomycota. Isso ocorreu tanto para o controle (sem inoculagéo), quanto

para os demais tratamentos (com inoculacdo). Esse resultado esta de acordo
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com os de Pianco et al. (2022), cujo, isolamento e identificacdo de endofiticos de
uma variedade de espécies vegetais, indicou em uma maioria, a presenca de
microrganismos pertencentes a este mesmo filo. A reproducdo em Ascomycota
acontece de forma assexuada e sexuada, seus esporos sao facilmente
espalhados por vento, agua ou mesmo insetos. E segundo Hyde et al. (2019)
sdo muito bem adaptados ao modo de vida sapréfito, parasitario e mutualista, ao
qual, justifica tamanha abundancia dentre os demais filos encontrados.

Dezoito géneros bacterianos foram identificados e encontrados em maior
abundéancia relativa. Microrganismos do género Bacillus e Azospirillum,
utilizados em parte dos tratamentos ndo estavam entre 0s géneros encontrados,
porém, influenciaram na abundéncia relativa dos endofiticos presentes na planta.
Além disso, tratamentos contendo Bradyrhizobium japonicum, ndo promoveram
aumentos na abundancia relativa do género. Segundo Rosenblueth & Martinez-
Romero (2006), a densidade populacional de endofiticos é variavel, pois,
depende das espécies bacterianas presentes no ambiente, do genotipo e estadio
de desenvolvimento do hospedeiro, além, das condi¢cdes do ambiente. Esse fato,
pode nos ajudar a compreender a dindmica ocorrida na microbiota endofitica das
plantas de amendoim. Além disso, a auséncia de géneros endofiticos mais
comumente isolados como Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Pseudomonas e Xanthomonas (Hallmann et al., 1997), pode também estar
relacionada com a parte da planta utilizada (Magnani et al., 2010).

Dezoito géneros fungicos também foram identificados e encontrados em
maior abundancia relativa. Neopestalotiopsis, Bipolaris e o Trichoderma estéo
entre os mais abundantes, porém, com oscilacées entre os tratamentos. De
acordo com Bezerra et al. (2013), toda a diversidade e abundancia de fungos
endofiticos sofrem variacdes, relacionados a diferentes fatores do ambiente e da
planta. O autor também relatou, que normalmente, uma ou duas espécies
predominam endofiticamente na plantas, enquanto outras aparecem em menor
frequéncia. Essas afirmacdes, concordam com os resultados encontrados em
nosso trabalho. Outro resultado interessante foi 0 aumento de microrganismos
endofiticos do género Trichoderma no tratamento 5 (T. harzianum), indicando
uma possivel interferéncia do inoculante na microbiota da planta. Essa

capacidade endofitica do género, assim como sua importancia na agricultura, foi
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relatado por Azevedo et al. (2017), onde, dentre os beneficios gerados, estdo a

promocao do crescimento e a protecao contra fitopatdogenos.
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6. CONCLUSOES

A combinacao de A. brasilense + B. japonicum se mostrou eficaz para o
crescimento e desenvolvimento da cultura do amendoim, apresentando maiores

resultados em casa de vegetacdo e em campo.

Por apresentar altas concentragfes de nitrogénio e fosforo na parte aérea
e raizes das plantas de amendoim, Bacillus subtilis apresentou um potencial a

ser explorado em campo como promotor do crescimento da cultura.

Solos que receberam microrganismos como inoculantes apresentaram
maior atividade enzimatica da fosfatase acida, fator que pode ter influenciado
nas concentracdes de fésforo encontradas nos diferentes tratamentos.

Bradyrhizobium japonicum foi o tratamento mais promissor para a cultura
do amendoim em termos de produtividade.

A inoculag&o de microrganismos promotores do crescimento influenciou a
microbiota presente endofiticamente nas plantas de amendoim, alterando a

abundancia relativa dos microrganismos presentes nos tecidos vegetais.
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