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RESUMO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) ocupa posi¢cdo importante no setor de
olericultura, tem demanda frequente e mundial e retorno econdmico
consideravel. Também existe a busca dos consumidores por produtos mais
saudaveis, ou seja, cultivados em sistemas sustentaveis sem ou com 0 minimo
residuo quimico possivel. Como opc¢do para atender a esses requisitos
associam-se as bactérias como métodos alternativos aos agroquimicos e
nesse estudo, especificamente, a espécie Bacillus subtilis que ja mostrou
resultados promissores em sistema de producdo organica. Foram conduzidos
dois experimentos na Area de Olericultura Organica da Universidade Federal
do Parana (UFPR), no municipio de Pinhais — PR em duas safras 2013/2014 e
2014/2015. Utilizou - se duas cultivares de tomate tipo italiano, Cardyna e
Trinidade, em ambos o0s experimentos. O primeiro experimento teve com
objetivo avaliar a influéncia de B.subtilis em crescimento inicial e o
delineamento experimental foi totalmente casualizado em arranjo fatorial com 3
formas de aplicacdo da bactéria: semente; rega; testemunha que nao recebeu
aplicacdo; nas duas cultivares de tomate tipo italiano. Foram avaliadas as
variaveis massa fresca e seca de folhas, caules e raizes também parte area. O
segundo experimento teve como objetivo avaliar a influencia da bactéria na
producdo e as alteracbes bioquimicas no tomateiro, o delineamento
experimental foi totalmente casualizado em arranjo fatorial em 4 formas de
aplicacdo da bactéria: rega; pulverizacdo foliar; rega + pulverizacao foliar;
testemunha sem aplicacdo; nas duas cultivares de tomate tipo italiano. As
variaveis de producdo analisadas das plantas adultas foram: diametros
equatorial e longitudinal dos frutos, massa média de frutos e producdo média
por planta. As andlises bioquimicas foram: clorofila, aclcares, aminoacidos,
compostos fendlicos, flavonoides, proteinas, fenilalanina amadnia-liase,
quitinase e pB-1,3-glucanases. Os resultados demonstram que B.subtilis
estimulou o crescimento inicial de plantas de tomateiro incrementando valores
de massa fresca, seca e parte aérea quando aplicado como rega,
apresentando interagcdes com o genoétipo de cultivares utilizadas. A bactéria
B.subtilis, ndo influenciou a produgao das cultivares ‘Cardyna’ e ‘Trinidade’ em
safras sucessivas. Entretanto estimulou a producdo de pigmentos relacionados
com a fotossintese, clorofila a, b, total e carotenoides, apresentando interacdes
com 0s genaotipos quanto ao acumulo de acUcares redutores e ndo redutores e
proporcionou o incremento das enzimas fenilalanina amonia-liase, quitinase e
B-1,3-glucanases, relacionadas a defesa das plantas sem que houvesse custos
na producdo. As formas de aplicacdo apresentaram interagdo com o genétipo
e com a variavel analisada.

Palavras chave: Solanum lycopersicum L, bactérias promotoras do crescimento
de plantas, biofertilizantes, sustentabilidade.



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) occupies an important position in the horticulture
industry, has frequent and global demand and considerable economic returns. There
is also the search consumers for healthier products, cultivated in organic systems
without or with minimum chemical residue. As an option to meet these requirements
there are bacterias as alternative methods to pesticides and this study specifically,
the Bacillus subtilis species that has shown promising results in organic production
system. Two experiments were conducted in the Organic Vegetable Crops Area of
the Federal University of Parana (UFPR), in the city of Pinhais - PR in two seasons
2013/2014 and 2014/2015. It used two Italian type tomato cultivars, Cardyna and
Trinidade, in both experiments. The first experiment was to evaluate the influence of
B. subtilis in initial growth and the experimental design was completely randomized in
a factorial arrangement with 3 application forms of bacteria: seed; irrigation; control
who did not receive the application; the two Italian type tomato cultivars. The
variables fresh and dry weight of leaves, stems and roots also aerial parts were
evaluated. The second experiment was to evaluate the influence of bacteria in the
production and biochemical changes in the tomato, the experimental design was
completely randomized in a factorial arrangement 4 application forms of bacteria:
irrigation; foliar spray; Irrigation + foliar spray; control without application; the two
italian type tomato cultivars. Production variables of adult plants were equatorial and
longitudinal diameters of fruit, average fruit weight and average yield per plant.
Biochemical analyzes were chlorophyll, sugars, amino acids, phenolic compounds,
flavonoids, proteins, phenylalanine ammonia-lyase, chitinase and B-1,3-glucanases.
The results showed that B. subtilis stimulated the initial growth of tomato plants
increasing values of fresh, dried weight when applied as irrigation, showing
interactions with the genotype used cultivars. The B. subtilis bacteria did not
influence the production of the cultivars 'Cardyna’ and 'Trinidade' in successive
seasons. However it stimulated the production of related pigments with
photosynthesis, chlorophyll b, and total carotenoid, showing interactions with the
genotypes for the accumulation of reducing sugars and non-reducing and provided
increased enzyme phenylalanine ammonia-lyase, chitinase and p-1 , 3-glucanases,
related to the protection of plants without there costs in production. The forms of
application presented interaction with the genotype and the variable analyzed.

Keywords: Solanum lycopersicum L, plant growth promoting bacteria biofertilizers,
sustainability.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados do CEASA — PR (2013) no grupo de hortalicas fruto, o
tomate ocupa 51,6 % do volume comercializado e est4 entre as hortalicas mais
comercializadas. A producdo de hortalicas no Brasil chegou a 25 milhdes de
toneladas/ano, em uma area de 656.730 mil hectares e tem movimentado
aproximadamente 100 bilhdes de reais em valor de producédo que agregou custos e
receitas no ano de 2013 (ABCSEM, 2014).

Quanto ao volume de exportacdo, 0 tomate ocupa a sexta posi¢cao
apresentando 4.911.812 kg enviados para fora do Brasil no ano de 2014 e essa
soma abrange um valor em doélares de 6 milhdes (SANTOS, 2015). Em 2015 foram
produzidas 7.439.917 toneladas do fruto, apresentando um aumento de 20,4% em
relacdo ao ano anterior (IBGE, 2015).

O tomateiro é uma cultura considerada cosmopolita por ser cultivada em
muitos paises, essa solanacea chegou ao Brasil no final do século XIX trazida pelos
imigrantes europeus e ocupa a posicdo de segundo lugar em termos de importancia
econOmica (FILGUEIRA, 2008).

A maior conscientizagdo dos consumidores tem levado ao crescimento do
mercado de produtos organicos de aproximadamente 30% ao ano, e esse publico
demanda alimentos saudaveis e seguros, além disso, existe a preocupacao pelo
meio ambiente (MELO et al., 2009).

O foco da producé@o organica € maximizar o uso dos recursos naturais e
também socioeconémicos tendo como objetivo a sustentabilidade tanto econémica
guanto ecoldgica, trazendo consigo beneficios sociais e também a independéncia de
fontes de energia ndo renovaveis e a protecdo da natureza (BRASIL, 2003).

Através da utilizacdo de BPCP em cultivos organicos obtém-se produtos
finais mais saudaveis, pois além de favorecerem o desenvolvimento das plantas
através de promocao de crescimento e ativagdo de defesa das plantas, as bactérias
nao produzem residuos quimicos ou contaminantes que possam de alguma forma
prejudicar a natureza.

Bacillus e Pseudomonas sédo géneros de bactérias que fazem parte de um
grupo nomeado de BPCP (Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas) que

exercem um efeito direto no crescimento de plantas através da producédo de
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fitormbnios e também agem na indugdo de resisténcia sistémica contra grande
espectro de patdgenos de raizes e foliares (PODILE e KISHORE, 2006).

Entre os varios microrganismos benéficos estdo as cepas do género Bacillus
que tém grande importancia. Essas bactérias sdo do tipo gram-positivas e
comumente encontradas no solo com capacidade de formar endésporos de protecédo
gue permitem tolerar condicoes ambientais extremas (ERRINGTON, 1993).

O sucesso de Bacillus subtilis na promog¢éo do crescimento de plantas esta
relacionado com as caracteristicas biolégicas deste microrganismo que apresenta
também acdo na reducdo de doencas e incremento de produtividade ja
comprovados (LANNA et al., 2010). As comunidades bacterianas endofiticas nas
plantas de tomateiro tém um grande impacto sobre a qualidade do fruto e
rendimento de diferentes variedades (XU et al., 2014).

Por ser um alimento amplamente consumido mundialmente e ter essa
grande importancia econémica, as pesquisas estdo voltadas a producao aliada com
alternativas sustentaveis na qual o resultado final € um produto com melhor
caracteristicas para ser oferecido ao consumidor e também um sistema de producéo
menos agressivo ao meio ambiente.

Diante desse cenario que busca boa produtividade de tomate com qualidade
e sustentabilidade, objetivou-se avaliar os efeitos da bactéria Bacillus subtilis no
crescimento inicial e em plantas adultas de tomateiro, avaliando seus aspectos

fenoldgicos, biométricos, bioquimicos e de producéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TOMATEIRO

O tomate € uma hortalica amplamente cultivada nas regiées tropicais e
subtropicais do mundo. Seu cultivo tornou-se cada vez mais popular desde meados
do século XIX, por causa da sua tolerancia climéatica e bons valores nutritivos.
Atualmente o cultivo de tomate é o foco da horticultura e tem um lugar distinto no
grupo das hortalicas (WALIA et al.,2014).

Originario do México, o tomate adaptou-se ao clima temperado do Centro -
Sul do Brasil produzindo boas safras (KHATOUNIAN, 2001).

A taxonomia botanica do tomateiro mudou por diversas vezes ao longo do
tempo. Inicialmente, foi classificado por TOURNEFORT como sendo do género
Lycopersicon, Carl Van Linnaeus o reclassificou como Solanum, MILLER em 1754 o
definiu como sendo do Lycopersicon e novamente, anos mais tarde, em 1768
descreveu a espécie cultivada definindo-a como L.esculentum (MILLER 1754 citado
por PERALTA et al., 2006).

Estudos realizados apresentaram grande similaridade genética entre
Lycopersicon esculentum e espécies pertencentes ao género Solanum e, através de
resultados baseados em mapeamento genético, o tomate foi reclassificado como
Solanum lycopersicum que € a nomenclatura aceita e utlizada atualmente
(SPOONER et al., 2005).

Por ter boa aceitacdo no mercado e também precos compensadores, 0
tomate € uma das hortalicas de fruto de maior interesse pelos produtores
(RODRIGUES et al., 2010). O mercado consumidor de tomate situa-se nos grandes
centros em que o varejo tem a funcao de ofertar novidades no setor.

A pressdo exercida pela demanda dos consumidores faz com que os
varejistas passem a exigir qualidade de fruto, tipos diferente do produto, seguranca
alimentar e frequéncia da oferta para atender a essa demanda (ABCSEM, 2010).

A comercializacdo do tomate compreende dois segmentos, o de mesa
destinado para consumo in natura e também o mercado de industria com frutos

direcionados para o processamento. O tipo do tomate € classificado pelo formato e
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tamanho de frutos, podendo ser do tipo santa cruz, salada, caqui, italiano e cereja
(NASCIMENTO, 2011).

E considerado uma hortalica do tipo fruto com habito de crescimento
determinado para tomates para processamento industrial ou em geral indeterminado
para tomates de consumo in natura. E classificado como baga podendo ter dois, trés
ou varios léculos alcangcando massa entre 5 e 500 g por fruto (ALVARENGA, 2004).

O grupo de tomate tipo Saladete, também chamado tomate italiano é o mais
novo no mercado e apresenta dupla aptiddo sendo recomendado para consumo in
natura ou processamento (MACHADO et al., 2007). As cultivares pertencentes a
este grupo em geral sdo hibridas, apresentam sabor adocicado, textura e aroma
agradaveis (ANDRADE, 2012).As caracteristicas dos frutos sédo: alongados com 7 a
10 cm de comprimento, diametro transversal de 3 a 5 cm; biloculares; polpa espessa
de coloracdo vermelha intensa; firmes e saborosos (FILGUEIRA, 2008). A massa
média dos frutos dessa categoria varia entre 80 a 200 g que € o padréo exigido pelo
mercado (ALVARENGA, 2000).

As cultivares do tipo hibrido simples sdo as favoritas pelo potencial
produtivo, precocidade, estabilidade genética, resisténcia a pragas e doencas, maior
proporcdo de frutos comerciais e boa conservacdo e qualidade pdés-colheita
(NASCIMENTO, 2011). Quando comparados com os frutos do tipo longa vida
apresentam qualidades sensoriais superiores, tornando-se mais atrativos, possuem
boa uniformidade e exibem coloragéo intensa (SHIRAHIGE et al., 2010).

O tomate tipo italiano/saladete destaca-se pelo sabor suave devido a
correlacdo entre aclUcares e acidos. Tal caracteristica favorece a utilizacdo deste
fruto pela industria alimenticia e quando esta em coloracdo vermelha intensa é
utilizado pela industria por ter boa quantidade de polpa e ricos teores nutricionais
(MONTEIRO et al., 2008)

2.2 CULTIVO ORGANICO

O foco da producdo organica € maximizar o uso dos recursos naturais e

também socioeconémicos tendo como objetivo a sustentabilidade tanto econémica
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quanto ecoldgica, trazendo consigo beneficios sociais e também a independéncia de
fontes de energia ndo renovéaveis e a protecdo da natureza (BRASIL, 2003).

A pratica da agricultura organica ocorre em 170 paises totalizando area de
43,1 milhdes de hectares em 2012. As regides que ocupam maior propor¢cao sao
Oceania (40%), Europa (27%), América Latina (15%), Asia (8%), América do Norte
(3%) e Africa (3%). O cenério latino é dominado pela Argentina com 3,6 milhdes ha,
Uruguai com 0,9 milhdes ha e em terceiro lugar Brasil com 0,7 milhées ha (FIBL e
IFOAN, 2015).

Em 1999 a area organica mundial era de 11 milhdes de hectares e quando
comparada com os dados atuais, essa area praticamente quadriplicou. O grupo das
olericolas compreende 4% do total da area organica mundial e, dentro desse grupo,
esta o tomate (FIBL e IFOAM, 2015).

O Parana é o segundo estado brasileiro em nimero de atividades organicas
certificadas do Brasil, ficando atrds apenas do Rio Grande do Sul (Governo do
Estado do Parana, 2016). Dentre os grupos de produtos organicos, as hortalicas
apresentam o maior numero de produtores envolvidos. Esse cultivo é feito
geralmente nos municipios que comp&em a regido metropolitana de Curitiba, 0
chamado “cinturdo verde” (SALVADOR, 2011).

Em grande parte, os biofertilizantes sdo baseados nos microrganismos do
grupo das BPCP que exercem efeitos benéficos no desenvolvimento da planta
muitas vezes relacionados com o aumento da disponibilidade de nutrientes para a
mesma (VESSEY, 2003). Existem também outros mecanismos dessas bactérias que
favorecem o desenvolvimento da planta que envolve a supressédo de doencgas, e
também a producdo de fitormbnios e peptideos que agem como bioestimulantes
(JIMENEZ-DELGADILLO, 2004).

Biofertilizante € o produto, que contém componentes ativos ou agentes
bioldgicos, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das
plantas cultivadas, melhorando o desempenho do sistema de produgéo e que seja
isento de substancias proibidas pela regulamentacdo de orgéanicos (BRASIL, 2011).

Os consumidores vém dando maior importancia para a saude, assim
buscando alimentos mais saudaveis. Nessa mesma via 0s produtores notam a
necessidade de fornecer produtos que atendam as exigéncias do mercado. A

conscientizacdo das mudancas climaticas e seu impacto no cultivo levam os
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produtores a buscarem novas saidas para técnicas de manejo que tragam
beneficios para eles e para os consumidores (SALVADOR, 2011).

No conceito organico esta implicito um modelo ideal onde a propriedade é
produtiva, tenta minimizar a dependéncia de recursos externos, preserva 0S
recursos naturais e € economicamente viavel (KHATOUNIAN, 2001). Nesse
panorama o0s produtores rurais devem se adequar nesses novos sistemas de
producdo com a gradativa eliminacdo de agroquimicos e quaisquer outros insumos
quimicos (DAROLT, 2002).

Uma nova geracdo de consumidores tém surgido, conhecidos como
“‘consumidores ecoldgicos” estdo dispostos a pagar um preco extra por adquirir
alimentos obtidos através de sistema orgéanico de cultivo (LAZARO et al., 2010). A
pressdo exercida por esse novo perfil de consumidores fez com que o crescimento
do cultivo organico nos ultimos anos fosse de ritmo acelerado (KISS, 2009).

O aumento no consumo de produtos organicos ndo estd somente
relacionado com a melhor qualidade nutricional, mas também com o sistema de
producdo, sustentabilidade e conceitos sociais (SOUZA e ALCANTARA, 2003).

A filosofia que da origem a esse sistema de producéo privilegia o objetivo de
produzir alimentos in6cuos e de alta qualidade procurando a saude ecol6gica em
longo prazo (HERNANDEZ et al., 2010).

Esse novo perfil de consumidores que estdo dispostos a comprar hortalicas
livres de residuos de agroquimicos abre um novo espaco de mercado para que 0S
produtores possam explora-lo (MADAIL et al., 2007).

Em busca de um meio de producao agricola mais sustentavel, sem agredir a
natureza e suprindo a demanda dos consumidores por produtos mais saudaveis, a
agricultura organica € uma opcao prioritaria para a producédo de tomate (NASSUR,
2009).

2.3 Bacillus subtilis

O cientista alemé&o Christian Gottfried Ehrenberg foi o primeiro a descrever a
bactéria em 1835 que inicialmente foi chamada de Vibrio subtilis (EHRENBERG
1835 citado por RASMUSSEN et al., 2009, p 1043). Anos mais tarde, em 1872 outro

cientista alemao Ferdinand Julius Cohn a rebatizou como Bacillus subtilis e também
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apresentou a capacidade dessa espécie de sobreviver em ambientes hostis (COHN,
1872 citado por RASMUSSEN et al., 2009, p 1043). Em 1930 o bacteriologista
americano Harold Joel Conn publicou uma descricdo da estirpe B. subtilis Marbug
(CONN, 1930 citado por RASMUSSEN et al., 2009, p 1043). O primeiro
sequenciamento genético foi realizado por Kunst et al. (1997) e novamente
sequenciado por Barbe et al. (2009).

A exposicdo a células vivas de B. subtilis pode proporcionar efeito de
crescimento e/ou protecdo, sendo este Ultimo gerado por mecanismos de
competicdo entre o patdégeno e a bactéria por espaco e nutrientes na planta
(HAMMAMI et al., 2009). Bacillus subtilis é o organanismo mais bem caracterizado
de bactérias gram-positivas, possui alta capacidade de secretar grandes
guantidades de enzimas que tem importancia industrial que estdo envolvidos na
sintese de metabdlitos secundarios incluindo antibiéticos (KUNST et al., 1997).

Os metabdlitos produzidos por estirpes de B. subtilis apresentam efeito
antibiotico relacionado com compostos do grupo das iturinas e promocdo de
crescimento relacionado com a producdo de &cido indolacético demonstrando
potencial resultado para utilizacdo no controle de patégenos e promocdo de
crescimento de plantas (ARAUJO et al., 2008).

Kai et al. (2007) afirmaram que a bactéria B. subtilis produz varias
substancias volateis que apresentam funcdo antifingica, porém boa parte dessas
substancias ainda sdo desconhecidas. A Iturina A é considerada antibi6tico e possui
atividades antifingicas e surfactina possui efeito sinérgico antifingico quando em
companhia de iturina A. Ambos séo lipopeptideos extraidos de cepa de B. subtilis
(MAGET-DANA et al., 1992).

A relacao de associacao de B. subtilis é do tipo endofitica, muitos estirpes
dessa bactéria sdo conhecidos por fixar nitrogénio, formar endosporos, resistir a
dessecacao e a sobreviver em condi¢des adversas. Produzem um amplo nimero de
substancias induzindo a resisténcia sistémica da planta aumentando o nivel de
peroxidase e polifenoloxidase (RAMYABHARATHI e RAGUCHANDER, 2014).
Plantas inoculadas com B. subtilis no solo apresentaram concentrages maiores de
peroxidase em seus tecidos do que plantas pulverizadas com a bactéria na parte
aérea (ARAUJO e MENEZES, 2009).

Essa mesma bactéria apresenta acdo antimicrobiana e surfactante nos

lipopeptideos que produz, esse efeito ocasiona redugdo da bactéria Xanthomonas
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campestris pv. campestris que causam podriddo negra, podendo portanto ser
utilizado como agente de controle biologico (MONTEIRO et al., 2005).

A cepa B. subtilis C-RB14 demonstrou claramente ter efeito supressor sobre
a incidéncia de murchamento causado por Rhizoctonia solani na cultura do tomate,
embora essa bactéria ndo seja considerada uma representante das espécies da
rizosfera assim como Pseudomonas spp., devido a sua densidade de populacéo e
permanéncia no solo € um importante fator de supressdo da doenca (ASAKA e
SHODA, 1996).

A bactéria B. subtilis abrange atua na resisténcia sistémica das plantas na
planta hospedeira, competicdo por espacgo e nutricdo e sintetizacdo de antibibticos.
Quando ndo ha presenca de fitopatdgenos na planta essa bactéria promove o
crescimento da planta (OWNLEY e WINDHAM, 2010). De acordo com RYU et al.
(2004) as BPCP em associacao com raizes das plantas podem desencadear o efeito
de resisténcia sistémica induzida (ISR), em que o patégeno desencadeia a inducdo
de acido salicilico e em contra partida a bactéria produz acido jasmdnico e etileno.

As BPCP podem influenciar no crescimento da planta através da sintese de
fitormbnios e vitaminas, inibindo a sintese de etileno na planta, aumentando a
resisténcia a estresses e melhorando a absorgédo de nutrientes (DOBBELAERE et
al., 2003).

No tomateiro a aplicacao de B. subtilis aumentou a biomassa da parte aérea
e também atuou interferindo no crescimento de populacdo do nematdide causador
de galha na raiz, o que demonstra ser uma op¢do para manejo integrado de
doengas na cultura (ARAUJO e MARCHESI, 2009). O controle de nematoide
também é observado em cana-de-acUcar apoOs utilizacdo de suspensao aquosa de
Bacillus subtilis e além do efeito sobre as galhas, a bactéria promoveu crescimento
da planta (CARDOZO e ARAUJO, 2011).

A alteracdo na atividade de determinadas enzimas como a fenilalanina
amonia-liase, as pB-1,3-glucanases e as quitinases podem permitir o
acompanhamento do estado de resisténcia da planta quando exposta a patdégenos
(BAYSAL et al., 2003). A determinacdo das proteinas permite averiguar essas
alteracOes e associa-las ou ndo como efeito de B. subtilis.

O sucesso de B. subtilis na promo¢do do crescimento de plantas esta
relacionado com as caracteristicas bioldégicas deste microrganismo que apresenta

também acdo na reducdo de doencas e incremento de produtividade ja
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comprovados em varios trabalhos (LANNA et al., 2010). Aumento de fixacdo de
nitrogénio, melhor aproveitamento de nutrientes através da maior sensibilidade das
raizes e também sintese de fitormbnios favorecem a promocdo de crescimento
mediada pela bactéria B. subtilis (MANJULA e PODILE, 2005).

A adicao de B. subtilis na solucéo nutritivas de alface hidropdnica aumentou
a massa das plantas em 6%, numero de folhas em 4% e também o teor de clorofila
das plantas do experimento (CORREA et al., 2010). Aplicacdo de B. subtilis no solo
promoveu incremento de biomassa fresca em plantas de pepino através do aumento
do seu crescimento, e também reduziu significativamente a incidéncia de CMV
(Cucumber mosaic virus) (CRUZ et al., 2008).

A bactéria B. subtilis também mostrou resultados positivos quanto & sua
utilizacdo como inoculante em leguminosas, apresentando aumento na quantidade
de nddulos o que representa maior fixacdo de nitrogénio e potencial para aumentar o
crescimento das plantas (ARAUJO et al., 2009). Sementes de milho, algod&o e soja
inoculadas com B. subtilis apresentaram aumento na emergéncia e também
incremento na massa seca, além de que os teores de fosforo e nitrogénio foram
maiores no tecido foliar do milho tratado com a bactéria, isso demonstra o efeito
positivo sobre crescimento de plantas (ARAUJO, 2008).

Atualmente produtos a base de B. subtilis se mostram eficientes na reducao
da intensidade de doencas e também promovem o crescimento de plantas, além de
serem menos agressivos ao meio ambiente, pois ndo geram residuos quimicos ou
contaminantes, o que é um fator positivo para a diminui¢cao de utilizacdo de produtos
guimicos que causam danos ambientais (LANNA et al., 2010).

Neste estudo, o objetivo foi determinar os efeitos da aplicagdo de B. subtilis
em tomateiro conduzido no sistema organico, investigando a influencia no
crescimento inicial de plantas e também em plantas adultas averiguando os efeitos

na produtividade e alteracdes bioquimicas.
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CRESCIMENTO INICIAL DE DUAS CULTIVARES DE TOMATEIRO EM
FUNCAO DA APLICACAO DE Bacillus subtilis EM SEMENTES E MUDAS

3.1 Resumo

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) se destaca entre os cultivos olericolas, tem uma
demanda frequente e mundial com um retorno econdmico consideravel, especialmente se
obtidos em sistemas de producdo sustentaveis. No sistema de produgdo orgénica a utilizaco
de bactérias promotoras do crescimento de plantas é uma alternativa. Nesse estudo o objetivo
foi avaliar os efeitos da aplicacdo da bactéria Bacillus subtilis, no crescimento inicial de
plantas de tomateiro de duas cultivares do tipo italiano, Cardyna e Trinidade. O delineamento
foi inteiramente casualizado com 3 métodos de aplicacdo sendo: inoculacdo da semente; rega
da muda no transplante; testemunha sem aplicacdo; nas duas cultivares de tomate italiano.
Aos 60 dias apds o semeio foram avaliadas as massas fresca e seca de folhas, caules e raizes e
também parte aérea das plantas. A rega em mudas de tomate com Bacillus subtilis promoveu
incrementos nos valores médios de massa fresca das plantas. A cultivar ‘Trinidade’
apresentou maior acumulo de massa fresca. Bacillus subtilis ndo apresentou interacdo com 0s
genotipos quanto a massa seca de folhas e a cultivar ‘Trinidade” acumulou maior massa seca
de folhas. Trinidade acumulou maior massa seca de caules e raizes através da rega com
bactéria, ja a cultivar Cardyna ndo apresentou incremento.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L, biofertilizantes, agricultura organica,
olericultura, bactérias promotoras do crescimento de plantas.

Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum L.) stands out among the vegetable crops, has a frequent and
world demand with a considerable economic return, especially if obtained from sustainable
production systems. In the organic production system can be to use bacterial promoters plant
growth is an alternative. In this study the objective was evaluate the effects of the application
of Bacillus subtilis, the initial growth of tomato plants of two italian type cultivars, Cardyna
and Trinidade. The statistic was completely randomized with 3 methods of application are:
seed inoculation; watering the seedling transplantation; control without application; in two
italian tomato cultivars. 60 days after sowing were evaluated fresh and weight of sheets, stems
and roots and also the aerial parts. Irrigation in tomato seedlings with Bacillus subtilis
promoted increases in average values of fresh weight of plants. The cultivar Trinidade'
presented higher fresh mass accumulation. Bacillus subtilis showed no interaction with
genotypes for dry weight of leaves and the cultivar ‘Trinidade' accumulated greater dry weight
of leaves. Trinidad accumulated greater dry weight of stems and roots by watering with
bacteria already growing Cardyna showed no increase.

Key words: Solanum lycopersicum L, biofertilizers, organic, horticulture, bacteria promote
plant growth.
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3.2 Introducéo

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas mais importantes e
amplamente cultivadas de regides tropicais e subtropicais do mundo. Seu cultivo tornou-se
cada vez mais popular desde meados do século XIX, por causa da sua tolerancia climatica e
bons valores nutritivos. Atualmente o cultivo de tomate é prioritario na horticultura industrial
no mundo e tem um lugar distinto no grupo das hortalicas (Walia et al., 2014).

Bacillus e Pseudomonas sdo géneros de bactérias que fazem parte de um grupo
nomeado de BPCP (Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas) que exercem um efeito
direto no crescimento de plantas através da producdo de fitorm6nios e também agem na
inducdo de resisténcia sistémica contra grande espectro de patdgenos de raizes e foliares
(Podile & Kishore, 2006).

Mudas de tomateiro tratadas com B. subtilis apresentaram incrementos nas raizes e
também na parte aérea através da sintese de hormonios relacionados ao crescimento
(Chowdappa et al., 2013).

Nesta pesquisa inédita objetivou-se avaliar os efeitos no crescimento inicial das
plantas, com aplicacdo de Bacillus subtilis em mudas de tomateiro de duas cultivares do tipo
italiano, Cardyna e Trinidade, através da inoculacdo das sementes e rega das mudas no

momento do transplante.

3.3 Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Area Experimental de Olericultura Organica da
Universidade Federal do Parand (UFPR), no municipio de Pinhais — PR. O clima segundo a
classificacdo de Kdppen é temperado, tmido mesotérmico (Cfb).

Foram utilizadas sementes de duas cultivares de tomate tipo italiano, ‘Cardyna’ e
‘Trinidade’, da empresa HM. Clause. Cultivar Cardyna descrita como tendo bom vigor de
planta, habito indeterminado, direcionada para cultivo protegido, frutos ovalados com peso de
160-180 gramas, alta resisténcia a ToMV, V, F 1,2,3, Ff (AB,C,D,E) M. e resisténcia
intermediaria a8 TSWV, TYLCV. Cultivar Trinidade também com bom vigor de planta, boa

cobertura foliar e protecdo de frutos, para cultivos protegidos e de campo aberto, frutos
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ovalados com peso de 160-180 gramas alta resisténcia a V., Fol. 1,2,3 e TOMV e resisténcia
intermediéria a TSWV.,

A semeadura foi realizada em bandejas de poliestireno expandido, com 200 células,
com volume unitario da célula correspondente a 18 cm?. Estas foram preenchidas com
composto a base de esterco de galinha (Provaso®) e composto a base de casca de Pinus
(Tropstrato HT®) na proporcdo de 1:2. Distribuiu-se uma semente por célula com
profundidade de 1 cm. As mudas foram mantidas em cultivo protegido do tipo casa de
vegetacdo com teto e paredes plasticas transparentes a luz visivel e com irrigacdo temporizada
com frequéncia diaria através de micro aspersao.

A fonte utilizada para prover a bactéria Bacillus subtilis foi o produto comercial
Serenade® pertencente & Bayer S.A.®, o qual possui suspensdo concentrada aquosa na
concentracdo maxima de enddsporos de 13,68 g/L do produto formulado (1,34 % p/v) com o
méximo de 1,76 x 10'° UFC viéveis/g do produto.

O delineamento da pesquisa foi composto por 3 métodos de aplica¢do nas 2 cultivares
de tomate, sendo estes: inoculagdo das sementes com 50 pl de Serenade® para cada semente,
deixadas para secar a sombra em papel toalha e logo apos semeadas; e rega das plantas 100
mL de calda por planta (8 mL Serenade®/litro de calda) aos 30 DAS (dias apds a semeadura)
que receberam a calda logo ap6s o seu transplante da bandeja para aos vasos e testemunha que
ndo recebeu aplicacdo com a bactéria. As mudas foram transplantadas para vasos de 3,6 litros
preenchidos com 0s mesmos substratos e proporc¢do utilizada na producao das mudas.

Ao todo foram 180 plantas de cada cultivar, cada tratamento foi composto por 60
plantas com 4 repeticGes de 15 plantas, sendo 10 plantas utilizadas para as avaliagdes.

Aos 60 DAS (dias ap6s semeio) avaliou-se a massa fresca e seca de folhas, caules e
raizes e apos estes mesmos foram armazenados em sacos de papel Kraft e levados a estufa
com circulacdo de ar forcada, a temperatura de 65°C por 72 horas e em seguida pesados em
balanga de precisao analitica.

A parte aérea que foi determinada pelo software Win-rhizo® v. 4.0, acoplado a um
Scanner LA1600 (Regent Systems, Quebec, Canada) na resolucéo de 150 dpi (Dots Per Inch
ou Pontos Por Polegada).

O delineamento foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3 x 2 (3 métodos de
aplicagdo x 2 cultivares) os resultados foram avaliados quanto a normalidade e entdo,
submetidos a analise de variancia e quando significativas as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, a 95% de confiabilidade no programa Assistat® 7.7 Beta (Silva & Azevedo,
2002).
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3.4 Resultados e Discussao

Né&o se verificou interacdo entre os métodos de aplicacéo e cultivares quanto a massa
fresca das folhas, caules e raizes das plantas de tomateiro. Comparando-se 0s métodos de
aplicacdo, a rega das mudas promoveu maiores valores médios, e comparando-se as

cultivares, ‘Trinidade’ apresentou maior acumulo de massa fresca (Tabela 1).

Tabela 1. Massa fresca das folhas, caules e raizes de tomateiro das cultivares Cardyna e
Trinidade submetidas aos métodos de aplicacdo de Bacillus subtilis na forma de inoculagéo de
sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacdo aos 60 DAS.

Aplicacdes

Inoculagao Rega Testemunha Cultivares
Massa fresca das folhas (g)
Cardyna 49,82 62,67 45,22 52,57 b
Trinidade 59,55 74,20 66,95 66,90 a
Meédia (T) 54,68 B 68,43 A 56,08 B
C.V (%) 14,10
Massa fresca dos caules (g)
Cardyna 41,45 56,87 37,85 45,39 b
Trinidade 53,80 75,00 58,40 62,40 a
Média (T) 47,62 B 65,93 A 48,12 B
C.V (%) 16,44
Massa fresca das raizes (g)
Cardyna 13,40 15,56 11,99 13,65b
Trinidade 16,14 21,38 16,67 18,06 a
Média (T) 14,77 B 18,47 A 14,33 B
C.V (%) 17,69

Médias seguidas da mesma letra minGscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 95% de confiabilidade.

Os resultados indicam que a rega com B. subtilis estimulou o0 acimulo de massa fresca
durante o crescimento inicial das plantas de tomate, enquanto a aplicacdo as sementes, apesar
de Kumar et al. (2013) terem relatado a eficiéncia desta técnica, ndo apresentou efeito, sem
diferir da testemunha.

Babu et al. (2015) observaram ganhos em massa fresca e seca de plantas de tomate

tratadas com bactérias promotoras do crescimento das plantas (BPCP) no periodo de
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crescimento inicial, atribuindo esses resultados a melhor eficiéncia na fotossintese. Além
disso, alguns estudos demonstram que Bacillus produtores de auxina trazem beneficios para o
tomateiro, inclusive aumentando a massa fresco de parte aérea das plantas (Domenech et al.,
2006).

Szilagyi-Zecchin et al. (2015) encontraram resultados positivos no crescimento de
mudas de tomateiro quando tratadas com bactéria do género Bacillus. O incremento no
desenvolvimento vegetativo das plantas tratadas com BPCP pode ter relacdo com o
alongamento celular promovido pelas auxinas, que proporciona maior plasticidade e
elongacéo celulares, refletindo também em maior crescimento de raizes (Taiz & Ziger, 2009).
Segundo Walia et al. (2014) auxina é quantitativamente o horménio mais abundante secretado
pelas BPCP e geralmente esse € o principal fator responsavel pelo maior desenvolvimento
radicular.

A massa seca (Tabela 2) € resultado da atividade fotossintética (Benincasa, 2003) e
acumulo de nutrientes (Oliveira et al., 2002), e expressa também a particdo de fotoassimilados
nas diferentes partes das plantas (Taiz & Ziger, 2009). Adesemoye et al. (2008) relatam que
apos 60 DAS, mesmo periodo decorrido na presente pesquisa, a massa seca de plantas de
tomate tratadas com B. subtilis aumentou significativamente. Entretanto, verifica-se na Tabela
2 que a aplicagdo com B. subtilis ndo apresentou incremento quanto a massa seca das folhas,
enquanto a inoculacdo das sementes reduziu o valor médio da massa, nesse caso sugerindo
interacdes que implicaram no menor acumulo de fotoassimilados. Ao se comparar as
cultivares, ‘Trinidade’ apresentou maior acimulo de massa seca nas folhas.

As BPCP podem proporcionar efeito benéfico, neutro ou reduzir o crescimento vegetal
(Mafia et al., 2007). Segundo Ferreira et al. (2014) as auxinas produzidas por bactérias
podem interagir com as plantas e também interferir em processos fisiologicos através da
alteracdo de concentracdo nas varias partes da planta. Os efeitos do AIA (acido indol acético)
produzido por bactérias pode gerar resultados positivos ou negativos sendo influenciado pela
suscetibilidade a alteracdo de concentracdo nas varias partes da planta e gendtipos (Spaepen et
al., 2007). Patten & Glick (1996) também afirmaram que uma quantidade extra de compostos
inddlicos produzidos pelas bactérias podem modificar as quantidades enddgenas na planta e
assim induzir um nivel 6timo ou acima do mesmo que resulta em inducdo ou inibi¢cdo do

crescimento vegetal.



29

Tabela 2. Massa seca das folhas, caules e raizes de tomateiro das cultivares Cardyna e
Trinidade submetidas aos métodos de aplicacdo de Bacillus subtilis na forma de inoculagdo de
sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacdo aos 60 DAS.

Aplicacgdes

Inoculacao Rega Testemunha Cultivares
Massa seca das folhas (Q)
Cardyna 4,80 5,43 5,45 523b
Trinidade 5,92 6,84 6,59 6,45 a
Meédia (T) 5,36 B 6,13 A 6,02 A
C.V (%) 2,71
Massa seca dos caules (g)
Cardyna 2,99 Cb 5,10 Ab 4,18 Bb
Trinidade 4,48 Ba 5,89 Aa 4,63 Ba
Meédia (T)
C.V (%) 2,73
Massa seca das raizes (g)
Cardyna 0,88 Bb 1,03 Ab 0,80 Bb
Trinidade 1,01 Ba 1,21 Aa 1,11 ABa
Média (T)
C.V (%) 5,85

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas e maiusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 95% de confiabilidade.

As interacdes entre cultivares e métodos de aplicacdo quanto a massa seca dos caules
e raizes indica que o efeito do B. subtilis nessas variaveis, pode diferir em funcéo do genotipo.
Nota-se essa variagdo que para a cultivar Trinidade houve incremento de massa seca de caules
e raizes através da rega com a bactéria, ja para a cultivar Cardyna ndo houve esse mesmo
incremento ndo apresentando influencia da aplicagéo da bactéria.

Lazzareti & Bettiol (1997) realizaram testes de inoculagdo com formulados de B.
subtilis em varias espécies e encontraram respostas positivas apenas no arroz. Isso remete a
existéncia de interacdo especifica entre a bactéria e os genotipos testados, possivelmente
relacionados a presenca de compostos indolicos e interagdes com a expressao génica das
cutivares. O método de aplicacdo de rega com B. subtilis proporcionou maior acimulo de

massa seca de raizes. Em outro estudo, o peso seco de raizes de plantas de tomate tratadas
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com B. subtilis demonstrou incremento de 18% quando comparado com plantas ndo tratadas
com a bactéria (Mena-Violante e Olalde-Portugal, 2007).

Entre cultivares, ‘Cardyna’ ndo apresentou influencia massa seca de raizes quando
tratada com Bacillus subtilis, ‘Trinidade’ s6 apresentou esse mesmo estimulo no método de
aplicacdo de rega.

Uma parte aérea (Tabela 3) maior possibilita eficiéncia fotossintética que resulta em
mais fotoassimilados translocados para 6rgdos de crescimento ou de reserva nos estadios
subsequentes (Taiz & Ziger, 2009).

Tabela 3. Parte aérea (cm?) média por planta de tomateiro das cultivares Cardyna e Trinidade
submetidas aos métodos de aplicacdo de inoculacdo de sementes, rega das mudas e
testemunha sem aplicagdo aos 60 DAS.

Parte aérea (cm?)

Inoculagéo Rega Testemunha
Cardyna 2.314Bb 3.279 Ab 2.428 Ba
Trinidade 3.568 Ba 4.247 Aa 2.034 Ca
C.V (%) 12,51

Médias seguidas da mesma letra minudscula nas colunas e maiusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 95% de confiabilidade.

Assim como a massa fresca e massa seca foram estimuladas pelo método de
aplicacdo rega com Bacillus subtilis a parte aérea apresentada na tabela acima indica que esse
mesmo metodo de aplicacdo proporcionou maior parte aérea para ambos 0s genotipos,
‘Cardyna’ e ‘Trinidade’. Esse aumento de parte aérea também foi registrado na cultura do
milho quando tratado com formulado a base de B. subtilis (Araujo, 2008). Zhang et al. (2008)
destacaram que bactérias promotoras do crescimento de plantas propiciam o aumento da
eficiéncia fotossintética e do conteddo de clorofilas favorecendo o acumulo energético da
planta. Pode se entdo afirmar que esse € um dos mecanismos que justifica 0 aumento da parte
aérea proporcionado pela aplicacdo com Bacillus subtilis.

O aumento da parte aérea no método de aplicacdo de rega também pode justificar as
alteracOes observadas em outras variaveis, como 0 aumento da massa seca de caules e raizes,
relacionados a maior &rea fotossintética e consequente maior acimulo e translocacdo de

fotoassimilados (Szilagyi-Zecchin et al., 2015).
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3.5 Conclusbes

A aplicacdo de Bacillus subtilis estimula o crescimento inicial de plantas de
tomateiro quando aplicado as mudas na forma de rega.
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PRODUCAO EM ANOS SUCESSIVOS E ALTERAQC)ES BIOQUIMICAS EM
CULTIVARES DE TOMATEIRO EM SISTEMA ORGANICO COM APLICACOES
DE Bacillus subtilis

Resumo

Este estudo verificou os efeitos da aplicagdo da bactéria B. subtilis, na producéo e alteracdes
bioquimicas do tomateiro. As plantas foram conduzidas sob cultivo protegido por duas safras,
em sistema organico e receberam aplicagdes com suspensdo concentrada contendo a bactéria
B. subtilis, produto comercial Serenade® na dose de 4 L/ha, a partir dos 21 dias apds o
transplante até o final do ciclo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 4 x 2 (4 formas de aplicacdo x 2 cultivares) em 4 repeticdes contendo 5 plantas
por parcela. As formas de aplicagdo foram: rega no colo da planta; pulverizagéo foliar; rega +
pulverizacdo foliar e testemunha que néo recebeu aplicacdo, em duas cultivares de tomate do
tipo italiano, ‘Cardyna’ e ‘Trinidade’. A aplicacdo de B. subtilis ndo influenciou na produgéo
de tomate das cultivares ‘Cardyna’ e ‘Trinidade’ em safras sucessivas, no entanto estimulou a
producdo de clorofila a, b, total e carotenoides, apresentou interacbes com 0s genotipos das
cultivares utilizadas para o acimulo de agucares redutores e ndo redutores e proporcionou
incrementos das enzimas, fenilalanina aménia-liase, quitinase e [-1,3-glucanases,
relacionadas com a defesa das plantas. As diferentes formas de aplicacdo apresentaram
interacdo com 0s gen6tipos e com as variaveis.

Palavras-chave: tomate; crescimento; enzimas; Solanum lycopersicum L;

produtividade.

Abstract

This study evaluated the effects of B. subtilis application, at the production and biochemical
changes of tomato plants. Plants were cultivated in greenhouse for two crops, in an organic
system receinving applications with concentrated suspension containing B. subtilis,
commercial product Serenade®, from 21 days after transplantation until the end of the cycle. .
The experimental design was completely randomized in a factorial arrangement 4 x 2 (4 x 2
application forms cultivars) in 4 replicates and 5 plants per plot. The application forms were:
irrigation in plant lap, foliar spraying, irrigation and foliar spray and control without
application, in two italian-type tomato cultivars '‘Cardyna’ and Trinidade'. The application of
B. subtilis did not influence at the production of both tomato cultivars 'Cardyna’ and
‘Trinidade' in successive crops. Stimulated the production of chlorophyll a, b, and total
carotenoid presented interactions with genotypes of the cultivars used for the accumulation of
reducing sugars and not reducers and provided increments enzyme, phenylalanine ammonia
lyase, chitinase and B-1,3-glucanases, relating to the protection of plants. The application
forms have different interaction with genotypes and variables.

Keywords: tomato; growth; enzymes; Solanum lycopersicum L; productivity.
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4.1 Introducgéo

O uso de microrganismos endofiticos como bactérias promotoras do crescimento de
plantas € uma opc¢do que atende aos critérios de sustentabilidade na producdo de alimentos,
sendo uma op¢do para a reducdo no uso de produtos quimicos (SHAHAROONA et al., 2008).

Bacillus compGe um género de bactérias que é conhecido por promover o crescimento
vegetal e também por ser utilizado mundialmente em formulacbes de biofertilizantes e
inoculantes (BASHAN & BASHAN, 2005).

Adesemoye et al. (2008) afirmaram que o género Bacillus é um dos mais amplamente
reportados como sendo do grupo das bactérias BPCP (Bactérias Promotoras de Crescimento
de Plantas). O impacto dessas mesmas sobre o crescimento ou a sanidade das plantas pode ser
classificado como neutro, deletério ou benéfico (KLOEPPER et al., 1989).

A fim de tornar o cultivo de tomate sustentdvel e menos dependente de fertilizantes
quimicos, é importante saber como utilizar as BPCP que podem contribuir atraves de varios
sitios de acédo para a melhoria do crescimento do tomateiro (WALIA et al., 2014).

Atualmente, produtos a base de B. subtilis se mostram eficientes na fitossanidade e
também promovem o crescimento das mesmas (LANNA et al., 2010). A inducdo da sintese
das PR- proteinas quitinases e B-1,3-glucanases em tomateiro foram observadas com rega e
pulverizacdo foliar com B. subtilis indicando potencial ativacdo de defesa das plantas
(RAMYABHARHATHI et al., 2012).

Plantas tratadas com Bacillus spp. apresentam folhas com maiores concentragdes de
clorofila (GROVER et al., 2014). Bacillus subtilis tem demonstrado agdo na indugdo de
resisténcia de plantas. A promocdo de crescimento e também a potencial inducdo da
resisténcia sistémica tém sido demonstrada em mudas de tomateiro tratadas com B. subtilis
apresentando maiores niveis de enzimas relacionadas a defesa (CHOWDAPPA et al, 2013).

Os indutores ou elicitores sdo produtos de origem bidtica ou abiotica que, quando
aplicados em plantas, induzem respostas de defesa de diversas enzimas (BORSATTI et al.,
2015) incluindo sintese de proteinas, alteracdes nas enzimas fenilalanina amonia-liase,
glucanase e quitinases (DURRANT & DONG, 2004) que podem resultar em ganhos ou
perdas na producéo.

Nesse contexto, o trabalho objetivou avaliar os efeitos da aplicacdo da bactéria B.

subtilis na producéo e altera¢des bioquimicas nas plantas de tomateiro.
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4.2 Material e métodos

Implantacdo do experimento

O experimento foi conduzido na Area Experimental de Olericultura Organica da
Universidade Federal do Parana (UFPR), no municipio de Pinhais — PR.

Antes da implantacdo do experimento foi realizada analise de solo da &rea para
profundidade de 0-20 cm apresentando os seguintes resultados, pH (CaCl,) =5,5; pH SMP =
6,6 Al ™=0;H+Al=22cmolcdm?; Ca* =8,0cmolc dm?; Mg **= 4,1 cmolc dm™; K
*2=1,45 cmolc dm™; P = 38,3 cmolc dm™; C =38 g dm™; V% =86 ; CTC = 15,75 cmolc dm"
¥ (Unithal Tecnologia e Comércio de Produtos Agropecuérios Ltda). Antes do plantio foi
aplicado ao solo a quantidade equivalente a 5 t ha™ de composto organico apresentando os
seguintes teores: pH 7,1; P= 14,00 g Kg*; K= 11,3 g Kg*; Ca= 31,7 g Kg*; Mg= 6,8 g Kg™;
e relacdo C:N = 27,6. O resultado da andlise de solo de acordo com os pardmetros citados a
cima indica um solo de boa fertilidade para cultivo.

O cultivo foi feito em ambiente protegido em estufa do tipo tanel alto, com 200
plantas utilizando o espagamento de 0, 65 m entre plantas e 1,20 m entre linhas, resultando em
uma populagéo de 12.820 plantas por hectare. A semeadura ocorreu em setembro de 2013 e 0
transplantio das mudas em outubro de 2013 aos 45 dias ap6s a semeadura. O experimento foi
repetido no ano subsequente no mesmo local, periodo e manejo. Foi realizada a retirada das
folhas abaixo das raquis colhidas como manejo fitossanitario preventivo.

Em cada experimento foram implantadas 32 parcelas com 5 plantas. Implantou-se
também uma linha de plantas como bordadura em cada lateral da estufa agricola.

Foram utilizadas sementes de duas cultivares de tomate tipo italiano, ‘Cardyna’ e
‘Trinidade’, pertencentes a empresa HM. Clause. Cultivar Cardyna descrita como tendo bom
vigor de planta, habito indeterminado, direcionada para cultivo protegido, frutos ovalados
com peso de 160-180 gramas, alta resisténcia a ToMV, V, F 1,2,3, Ff (AB,C,D,E) M. e
resisténcia intermediaria @ TSWV, TYLCV. Cultivar Trinidade também com bom vigor de
planta, boa cobertura foliar e protecdo de frutos, para cultivos protegidos e de campo aberto,
frutos ovalados com peso de 160-180 gramas alta resisténcia a V., Fol. 1,2,3 e ToMV e

resisténcia intermediaria a TSWV.
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Tratamentos e delineamento experimental

O produto Serenade® (Bayer S.A.®) é uma suspensdo concentrada aquosa na
concentracdo maxima de enddsporos de 13,68 g/L do produto formulado (1,34 % p/v) com o
méximo de 1,76 x 10'° UFC viaveis/g do produto (SEAB, 2016).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4 x 2
(4 formas de aplicacdo x 2 cultivares) em 4 repeticdes contendo 5 plantas por parcela. As
formas de aplicacdo: (T1) aplicacdo na forma de rega no colo da planta (soil drench); (T2)
pulverizacdo foliar da planta; (T3) rega + pulverizacao foliar da planta; (T4) testemunha que
ndo recebeu aplicacdo. A dose que foi utilizada do produto Serenade® foi de 4 litros por
hectare, ou seja, 4 mL Serenade/L de calda , que é a dose maxima recomendada pelo
fabricante.

As aplicacgdes tiveram inicio aos 21 dias apds a semeadura com frequéncia semanal, se

estendendo até o fim do cultivo em marco do ano posterior, totalizando 16 aplicagdes.
Utilizou-se pulverizador pressurizado por CO,, com pressdo constante de 3,16 kgf cm?,

proporcionando cobertura uniforme de pulverizacédo e evitando o escorrimento e deriva.

AvaliacOes de producéo

A colheita iniciou-se aos 106 dias ap6s a semeadura na safra de 2013/2014 e aos 109
dias ap6s a semeadura na safra de 2014/2015. Foram colhidos e avaliados todos os frutos de
10 racimos e apoés este realizado o desponte como forma de determinar o crescimento da
planta. Cada fruto foi colhido e avaliado quando apresentava 2/3 de sua coloracdo
avermelhada, foi medido o didmetro equatorial e longitudinal e também sua massa fresca em

gramas.

AvaliacGes bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas no segundo ano de cultivo com a folha
coletada no primeiro horario da manha, entre 7 e 8 horas, aos 116 dias apds a semeadura,
imediatamente acima do 7° racimo, referente ao terco mediano da planta. Foram retirados os
foliolos das extremidades e recortados os foliolos medianos, que foram congelados e depois
macerados com nitrogénio liquido e armazenados sob congelamento para as posteriores
analises. Foram utilizadas triplicatas para obtencdo de médias.

Para extracdo de clorofila a (663nm), clorofila b (647 nm) e carotenoides (470 nm)
utilizou-se a metodologia descrita por POMPELLI et al. (2012) usando acetona e carbonato

de calcio realizando a leitura em espectrofotdmetro (BEL 2000 UV-Vis).
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A determinacdo de acucares redutores e ndo redutores foi feita pelo método DNS que
é baseado na reagdo entre o0 agucar redutor e o &cido 2,5-dinitrosalicilico , o acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, oxidando o agucar redutor (MALDONADE et al., 2013).

Os compostos fenolicos foram determinados pela adaptacdo do método Azul da
Prussia descrito por LUCAS et al. (2000), em que a mistura de ferrocianeto e cloreto férrico
na reacdo colorimétrica proporciona uma coloracéo azul que é proporcional a quantidade de
compostos fenolicos presentes na amostra (PRICE & BUTLER, 1977).

Os teores de flavonoides foram determinados a partir do método adaptado de Eghdami
& Sadeghi (2010) que se baseia na formacéo de complexos que reagem com o aluminio.

Na UTFPR campus de Dois Vizinhos — PR foi realizada a determinacgdo de proteinas,
e a atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (FAL), quitinase e 3-1,3-glucanases.

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais, utilizou-se a adaptacdo do
método descrito por Bradford (1976) em que a leitura de proteinas totais foi realizada em
espectrofotdbmetro a 590 nm, utilizando soro albumina bovina como padréo.

A determinacdo da atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) foi realizada com
base na diferenca de absorbancia resultante da conversdo da fenilalanina em &cido trans-
cinamico (KUHN, 2007). Para a determinacéo das atividades de qutinases e R-1,3-glucanasese
seguiu se os procedimentos descritos por Wirth & Wolf (1992) com adaptacBes. Sendo que a
atividade enzimatica da quitinase foi avaliada através da liberacdo de oligbmeros sollveis de
“chitin-azure”, a partir de quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta 5R -
RBV (Sigma Aldrich®) (BUSSO & MAZARO, 2015). Para determinacédo
espectrofotométrica das atividades de [-1,3-glucanase nos extratos foi utilizado como

substrato curdlan-remazol azul brilhante (Sigma Aldrich® - 4 mg ml™)

Analises estatisticas

A anélise estatistica da parte de producdo foi inteiramente casualizada em arranjo
fatorial 2 x 2 (2 anos de producdo x 2 cultivares) com 4 repeti¢fes por tratamento.

O delineamento experimental da parte bioguimica foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 4 x 2 (4 formas de aplicacdo x 2 cultivares) sendo 4 repeti¢Oes por tratamento.

Procedeu-se a analise de variancia tanto para a parte de produgdo como para parte
bioquimica, e quando significativa as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 95%
de confiabilidade utilizando-se o programa Assistat® 7.7 Beta (Silva & Azevedo, 2002).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-29452015000200318&lang=pt#B27

4.3 Resultados

Né&o se verificou interagdo entre cultivares e formas de aplicacdo. As aplicagcbes com
Bacillus subtilis ndo promoveram alteracbes nas varidveis biométricas dos frutos e de

producdo das cultivares, entretanto diferencas entre as cultivares foram observadas (Tabela 1).

Tabela 1. Quadro resumo da analise de variancia

Significancias (valores de F) das varidveis de producdo diametros equatorial e longitudinal,
peso médio de frutos, nimero de frutos total e producédo por planta de tomate tipo italiano das
cultivares Cardyna e Trinidade medias das duas cultivares em dois anos de cultivo, safra

2013/2014 e safra 2014/2015.

Tratamentos Cultivares Interacéo
Safra 2013\14
Diametro equatorial 0,2902 " 5,9239 * 0,1833 ™
Diametro longitudinal 0,2051 "™ 0,2049 "™ 0,2855 "™
Massa média de frutos 0,2150 ™ 3,1537 "™ 0,2468 "™
Numero de frutos 1.0523 ™ 0,4542 ™ 1,0673 ™
Produc&o por planta 0,2413 ™ 3,7422 ™ 0,3170 ™
Safra 2014\15
Diametro equatorial 0,4544 " 40,3763 ** 0,5160 "™
Diametro longitudinal 0,2855 "™ 22,7567 ** 0,3471 "™
Peso médio de frutos 0,1317 ™ 31,7506 ** 0,2032 ™
Numero de frutos 0,6492 "™ 41,5798 ** 0,2388 "™
Produc&o por planta 0,2637 "™ 0,0164 " 0,0454 "

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns ndo significativo
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As médias dos diametros equatorial e longitudinal (Tabela 2) ndo sofreram influéncia
da aplicacdo de Bacillus subtilis, entretanto houve diferenca entre cultivares.

Tabela 2. Diametros equatorial e longitudinal em mm dos frutos de tomate tipo italiano das
cultivares Cardyna e Trinidade. Médias das duas cultivares em dois anos de cultivo, safra
2013/2014 e safra 2014/2015.

Cultivares
Safra 2013/14 Cardyna Trinidade C.V (%)
Diametro Equatorial 53,35 Db 55,69 a 4,98
Didmetro Longitudinal 66,75 a 67,25 a 4,69
Safra 2014/15
Diametro Equatorial 52,99 b 55,64 a 2,17
Didmetro Longitudinal 64,63 b 67,19 a 2,30

Médias seguidas da mesma letra minGscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
95% de confiabilidade.

Na primeira safra (2013-2014) a massa média dos frutos (Tabela 3) de ambas as
cultivares ndo apresentou diferenca significativa entre cultivares ou sequer interagdo com as
formas de aplicacdo da bactéria. Na safra posterior (2014-2015) a cultivar ‘Cardyna’

apresentou massa media de frutos menores do que os frutos da cultivar ‘Trinidade’.

Tabela 3. Massa média e numero de frutos de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e
Trinidade. Médias das duas cultivares em dois anos de cultivo, safra 2013/2014 e safra
2014/2015.

Cultivares
Massa média (Q) Cardyna Trinidade C.V (%)
Safra 2013/14 107,52 a 115,61 a 11,55
Safra 2014/15 98,32 b 113,06 a 7,00
NuUmero de frutos
Safra 2013/14 52,22 a 52,04 a 5,51
Safra 2014/15 55,33 a 48,02 b 6,21

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
95% de confiabilidade.

O numero de frutos (Tabela 3) da primeira safra foi estatisticamente igual, ja na
segunda safra o nimero de frutos da cultivar ‘Cardyna’ se mostrou superior a cultivar

‘Trinidade’.
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A média de producéo por planta na primeira safra 2013/2014 foi de 4,8 kg/planta para
cultivar ‘Cardyna’ e 5,4 kg/planta para cultivar ‘Trinidade’, no segundo ano de safra
2014/2015 a média foi de 5,4 kg/planta ‘Cardyna’ e 5,4 kg/planta ‘Trinidade. A comparagao
de médias ndo identificou diferencas na producéo total nos dois anos entre cultivares e entre

anos.

Variaveis Bioquimicas

Tabela 4. Quadro resumo da andlise de variancia (valores de F) das variaveis de clorofila a, b e
total e carotenoides (mg por grama de material vegetal) de folhas de tomate tipo italiano das cultivares
Cardyna e Trinidade.

Tratamentos Cultivares Interacédo
Clorofila a 15,7579 ** 26,3499 * 0,1299 ™
Clorofilab 4,818 * 9,4240 ** 0,1294 ™
Clorofila total 90,2533 ** 18,4068 ** 0,1247 ™
Carotenoides 24,9458 ** 30,3259 ** 1,2482 ™

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo

N&o se verificou interacdo entre formas de aplicagdo e cultivares quanto aos
pigmentos foliares testados (Tabela 4), entretanto ocorreram diferencas entre formas de
aplicacdo e cultivares (Tabela 5).

Os valores apresentados na Tabela 5 demonstram que a aplicacdo foliar de Bacillus
subtilis estimulou a sintese de clorofila a, b, total e também carotenoides. Quanto as
cultivares, ‘Cardyna’ se comparada com ‘Trinidade’, apresentou maior teor dos pigmentos
relacionados na tabela anterior.

A quantidade de acUcares totais ndo foi influenciada pelas formas de aplicacdo e
também ndo apresentou diferenca significativa entre as cultivares, suas médias foram de 7352
ug/g ‘Cardyna’ e 6961 ng/g ‘Trinidade’. Os acgucares redutores (Tabela 6) da cultivar
‘Cardyna’ ndo apresentaram incremento pela aplicacdo bactéria, porém quando aplicado em
rega + pulverizagdo foliar induziu maior acumulo de aclcares redutores na cultivar

‘Trinidade’.
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Tabela 5. Valores médios de Clorofila a, b, total e carotenoides (mg por grama de material
vegetal) de folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e Trinidade.

Clorofilaa  Clorofilab Clorofila Total Carotenoides

Formas de aplicacao

Testemunha 0,225b 0,135b 0,360 b 0,140 b
Pulverizacéo foliar 0,274 a 0,170 a 0,444 a 0,183 a
Rega + pulverizacéo foliar 0,207 b 0144ab  0,352b 0,140 b
Rega 0,218 b 0,156 ab 0,375 b 0,149 b
Cultivares

Cardyna 0,250 a 0,162 a 0,421 a 0,164 a
Trinidade 0,212 b 0,135b 0,353 b 0,141 b
CV% 7,82 11,03 8,78 6,57

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
95% de confiabilidade.

Tabela 6. Valores de acucares redutores e ndo redutores em pg por grama de material vegetal,
de folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e Trinidade.

Formas de aplicacdo

Rega Pulverizacdo foliar Rega + Pulverizacdo Testemunha

foliar
Acucares redutores (ug/g)
Cardyna 5803 Aa 4420 Ba 5341 ABb 5930 Aa
Trinidade 4329 Bb 5083 Ba 6810 Aa 5223 Ba
Média (T)
CV% 9,03
Acucares ndo redutores (1g/g)
Cardyna 1619 Bb 2100 ABa 1666 Ba 2259 Aa
Trinidade 2483 Aa 1747 Ba 896 Cb 1768 Bb
Média (T)
CV% 12,57

Médias seguidas da mesma letra minGscula nas colunas e maiusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 95% de confiabilidade.
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O actimulo de actcares ndo redutores da cultivar ‘Cardyna’ ndo foi estimulado pela
aplicacdo de B. subtilis enquanto que para ‘Trinidade’ a aplicagdo na forma de rega
proporcionou aumento desses agucares e o tratamento de rega + pulverizacao foliar ocasionou
a diminuicdo dos aclcares ndo redutores.

O acumulo de compostos fendlicos ndo apresentou diferenca ou interacdo entre as
vias de aplicacdo ou cultivares, ‘Cardyna’ apresentou valor médio 3990 e ‘Trinidade’ 4127
mg de compostos fendlicos por grama de material vegetal.

Da mesma forma, os teores de flavonoides ndo expressaram diferencas entre as
formas de aplicacdo ou cultivares, com ‘Cardyna’ apresentando 1875 mg e ‘Trinidade’ 1873
mg de flavonoides por grama de material vegetal.

A quantidade de proteinas (Tabela 7) ndo foi influenciada pela aplicacdo de B.
subtilis, porém, comparando-se as cultivares, ‘Cardyna’ apresentou valor superior ao de

‘Trinidade’.

Tabela 7. Valores de proteinas livres totais em folhas de tomate tipo italiano das cultivares
Cardyna e Trinidade.

Cultivares

Cardyna Trinidade C.V (%)
Proteinas (mg/g) 1,70 a 1,46 b 11,82

Médias seguidas da mesma letra minGscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
95% de confiabilidade.

Foi apontada a maior atividade (Tabela 8) de FAL em diferentes formas de aplicacéo
para cada cultivar. ‘Cardyna’ obteve o resultado superior com pulverizacdo foliar enquanto
‘Trinidade’ apresentou superioridade na aplicacdo de rega + pulverizagdo foliar, nota-se que

em ambos 0s resultados a pulverizacdo foliar esta presente.

Tabela 8. Valores de fenilalanina aménia-liase (FAL) em UAbs/min/mg proteina de folhas de
tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e Trinidade.

Tratamentos
Rega Pulverizacdo foliar Rega + Pulverizagéo foliar  Testemunha
Cardyna 0,0504 ABa 0,0611 Aa 0,0470 Bb 0,0436 Ba
Trinidade 0,0515 Ba 0,0533 Ba 0,0757 Aa 0,0466 Ba

CV% 11,43

Médias seguidas da mesma letra minGscula nas colunas e maidsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 95% de confiabilidade.
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A atividade das quitinases quando rega com B. subtilis na cultivar ‘Cardyna’ ¢
superior estatisticamente as demais vias de aplicagdo, enquanto que para ‘Trinidade’ a

pulverizacdo foliar obteve essa mesma superioridade (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de quitinase em U.E.mg.proteina de folhas de tomate tipo italiano das
cultivares Cardyna e Trinidade.

Tratamentos
Rega Pulverizacdo foliar Rega + Pulverizacdo foliar Testemunha
Cardyna 1,2478 Aa 0,9770 Bb 0,9558 Ba 0,6646 Cb
Trinidade 1,2824 Ba 1,9855 Aa 1,0490 Ca 1,0092 Ca

CV% 6,21

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 95% de confiabilidade.

Os valores médios da glucanase (Tabela 10) indicaram interacdo, com a cultivar
‘Cardyna’ exibindo maior valor para aplicacdo na forma de rega, e ‘Trinidade’ mostrou maior

média com a pulverizacéo foliar.

Tabela 10. Valores de B-1,3-glucanases em U.E/mg.proteina de folhas de tomate tipo italiano
das cultivares Cardyna e Trinidade.

Tratamentos
Rega Pulverizacdo foliar Rega + Pulverizacdo foliar Testemunha
Cardyna 0,0134 Aa 0,0127 ABb 0,0110 Ba 0,0083 Cb
Trinidade 0,0129 Ba 0,0165 Aa 0,0122 Ba 0,0123 Ba

CV% 8,97

Médias seguidas da mesma letra minUscula nas colunas e maiusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 95% de confiabilidade.

4.4 Discussao

Producdo e variaveis biométricas dos frutos

A aplicacdo de B. subtilis ndo alterou o tamanho de frutos de tomate. Ao se comparar

as cultivares, os da ‘Trinidade’ sdo maiores do que os frutos da cultivar ‘Cardyna’. O trabalho
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de Shirahige et al. (2010) também confirma que o tamanho dos frutos de tomate italiano é
influenciado pelo gendtipo de cultivar em questdo e que os valores encontrados em doze
cultivares testadas variaram de 49 a 64 mm de didmetro equatorial e de 61 a 99 mm para
diametro longitudinal, admitindo os valores médios encontrados nesta atual pesquisa.

No trabalho de Rosa et al. (2011) a massa média dos frutos de tomate tipo italiano
variou entre 83 g e 160 g entre diferentes cultivares, valores proximos aos encontrados nessa
pesquisa.

Olivares et al. (2015) e Babu et al. (2015) verificaram ganhos em biomassa de frutos
de tomate tratados com bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), observacéao
que ndo se repetiu no presente trabalho.

Verificou-se que a cultivar ‘Cardyna’ apresentou maior nimero de frutos na segunda
safra, justificando o menor massa media dos frutos obtidos nessa mesma safra.

A producdo obtida por planta nessa pesquisa variou de 4,8 a 5,4 Kg planta, sendo
superior ao valor citado por Luz et al. (2007), no sistema convencional, de trés a cinco quilos
por planta, e no sistema organico a producdo de quatro quilos por planta, sem muita variacéo.

Realizando um célculo de extrapolacdo considerando a média de producéo obtida por
planta nessa pesquisa resulta-se em produtividade de 65 t/ha de tomate orgéanico, comparando-
se com a média citada acima no sistema convencional essa produtividade é de 51 t/ha, ou seja,
destaca-se a superior producdo com excedente de 14 t/ha alcangado nesse trabalho.

N&o houve influéncia das diferentes formas de aplicacdo realizadas com B. subtilis
no nimero de frutos, didmetros equatorial e longitudinal, massa de frutos e producdo por
planta, indicando que a bactéria ndo influenciou na produtividade.

A ndo alteragdo dos parametros relacionados a produtividade sdo muito importantes,
pois demonstrou ndo haver perdas metabolicas o que poderiam resultar na reducdo de
produtividade. Haja vista que os mesmos substratos do metabolismo priméario que ativam
rotas de crescimento e desenvolvimento vegetal como o fosfoenolpirvato da rota da glicolise
ou eritrose-4-fosfato das pentoses séo responsaveis para suprirem de energia 0 metabolismo
secundario como no caso a rota dos fenilpropanois cuja enzima chave é a fenilalanina aménia-

liase.

Variaveis bioquimicas

A aplicacdo de B. subtilis na forma de pulverizacéo foliar estimulou a producéo de

clorofila a, b e total. O aumento do teor de clorofila em plantas de tomate também foi relatado
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por Szilagyi-Zecchin et al. (2015), relacionado ao uso bactérias do género Bacillus. As
clorofilas estdo nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos, a clorofila a, mais abundante,
realiza a fase fotoquimica da fotossintese e a clorofila b é responsavel por absorver a luz e
transportar energia para centros de reacdo (STREIT et al., 2005).

Assim como as clorofilas, os carotenoides também apresentaram maior concentragdo
com a aplicacao foliar de B. subtilis, resultado também obtido por Majdah & Tuwaijri (2009),
em que plantas tratadas com Bacillus subtilis apresentaram maiores niveis de clorofila e
carotenoides. Yoshida et al. (2009) afirmam que B. subtilis pode estimular o aumento dos
teores de pigmentos foliares, como observado no presente trabalho.

O aumento dos teores dos pigmentos acima discutidos remete a melhor eficiéncia da
fotossintese, favorecendo maior aproveitamento de recursos energéticos direcionados para a
planta.

Entre as cultivares, ‘Cardyna’ apresentou maior acimulo dos pigmentos quando
comparada com ‘Trinidade’, isso indica uma caracteristica do genotipo, ja que ndo houve
influencia das formas de aplicacao.

Os acucares possuem funcdo essencial em todos os estagios do ciclo de vida da
planta, participando de processos moleculares, bioquimicos e fisiolégicos (SMEEKENS,
2000). A associacdo planta-bactéria pode proporcionar a ativacdo de varias vias metabdlicas
de sacarose que é o principal acucar ndo redutor, glicose e frutose sendo essa uma das razdes
para o estimulo ao crescimento das plantas segundo Kang et al. (2014). Os autores relataram
que plantas tratadas com bactérias do grupo de BPCP obtiveram aumento nos niveis de
clorofila, agUcares totais e aglcares redutores.

Os acUcares redutores sdo os primeiros produtos fotossintéticos que estdo envolvidos
na resposta ao estresse, sao sintetizados fora do cloroplasto via redutase ou redutase e
fosfatase (MOING, 2000).

Entretanto, nesta pesquisa as alterac@es nas clorofilas promovida pelo aplicacao de B.
subtilis néo foi suficiente para também promover o aumento da quantidade de agUcares totais,
que ndo foi influenciada pelas vias de aplicacdo ou cultivares. J& quanto aos agucares
redutores, B. subtilis ndo estimulou a produgdo destes na cultivar ‘Cardyna’, porém quando
aplicado em rega + pulverizagdo foliar induziu maior acumulo de agUcares redutores na
cultivar ‘Trinidade’, indicando assim a interagdo com o genotipo.

Bacillus subtilis ndo exerceu influencia quanto aos actcares ndo redutores na cultivar
‘Cardyna’, ao mesmo tempo em que para ‘Trinidade’, a aplicagdo na forma de rega estimulou

0 acumulo desses, enquanto a rega + pulverizacdo, por outro lado, provocou diminui¢do do
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acumulo de aglcares ndo redutores. Assim, da quantidade total de aglUcares nas formas de
aplicacdo e cultivares, a maior fragdo foi de redutores.

O aumento de acucares redutores em relacdo aos ndo redutores indica uma inversdo
no processo de armazenamento e, portanto, um aumento da respiracdo (KUHN, 2007).
Mazaro et al. (2009) afirmam que o aumento dos agucares redutores pode estar relacionado
com o0 aumento da atividade metabolica pela indugdo a produgdo de compostos relacionados
a expressdo da resisténcia as doencas.

De acordo com RANDHIR et al. (2004), os compostos fendlicos sdo originados no
metabolismo secundario das plantas, importantes para o crescimento, sendo também
sintetizados em resposta a patdgenos. Portanto, pelos resultados obtidos pode-se inferir que
as plantas de tomate ndo receberam estimulos para 0 aumento dos compostos fendlicos com a
aplicacdo de Bacillus subtilis. Esse mesmo resultado se repete com os flavonoides que
possuem funcdo antioxidante por sequestrar radicais livres, e também protecdo contra
patégenos (HEIM et al., 2002).

Verifica-se que a maior sintese de compostos fendlicos e flavonoides ndo foi
estimulada. Portanto B. subtilis ndo exerceu efeito sinalizador/ promotor da sintese dos
compostos nas formas como foi aplicado, apesar desse efeito ter sido relatado por Ownley &
Windham (2010). A estrutura dos flavonoides € baseada em anéis fenolicos, indicando
associacdo entre os compostos (CAMPBELL & FARREL, 2007), ambos atuam na rota do
acido chiquimico relacionado a resisténcia sistémica induzida.

A fenilalanina aménia-liase (FAL) faz parte do metabolismo secundério das plantas,
influencia na sintese de acido salicilico, fenilpropanodis, flavonoides e fitoalexinas
(GERASIMOVA et al., 2005). Apesar de sua atuacdo na rota de compostos fendlicos e
flavonoides, ambos ndo apresentaram diferenca como discutido anteriormente.

A inducdo de defesa aciona mecanismos que ja existem na planta, e sdo ativados em
resposta a tratamentos com agentes bidticos e abidticos (CARVALHO, 2012). Esses
mecanismos podem envolver compostos fendlicos, 3-1,3-glucanases, quitinase, fenilalanina
amonia-liase e polifenoloxidase (CAVALCANTI et al., 2006).

Esse resultado também se repete para as proteinas livres totais, que ndo foram
afetadas pelas formas de aplicacdo, e que estdo associadas com resisténcia atraves de
producdo de izoenzimas (LAWRENCE et al., 2000). Todavia houve diferenca entre as
cultivares sendo ‘Cardyna’ a que apresentou maior teor. As enzimas fazem parte do grupo das

proteinas e tem funcdo de catalisar rea¢fes quimicas.
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A alteragdo na atividade de determinadas PR-proteinas como a fenilalanina amoénia-
liase, as B-1,3-glucanases e as quitinases podem permitir o acompanhamento do estado de
resisténcia da planta quando exposta a patogenos (BAYSAL et al., 2003).

A aplicacdo de B. subtilis incrementou os valores FAL, e a forma de aplicacdo por
pulverizacdo foliar demonstra ser um método eficiente relacionado a essa enzima,
concordando com Olivares et al. (2015) ao enfatizarem que a pulverizagdo foliar de plantas
com BPCP promove o incremento na atividade da FAL. O comportamento da enzima
apresentou diferentes interacBes entre formas de aplicacdo e cultivares indicando assim
influencia do genotipo.

A utilizacdo desses agentes bidticos como as bactérias representam indutores da
resisténcia sistémica adquirida, em que ocorre a sintese de PR-proteinas que estdo envolvidas
na defesa das plantas (CHOUDHARY et al., 2007), entre estas se destacam as quitinases e de
-1,3-glucanases.

As quitinases estimulam a hidrolise das ligagdes -1,4 das N-acetilglicosaminas, que
sdo componentes da quitina das paredes celulares dos fungos (WU & BRADFORD, 2003).
Os valores de quitinase apresentaram diferentes resultados de acordo com a cultivar. Esse
comportamento é relatado por Lawrence et al. (2000) ao citarem que linhagens de tomate com
resisténcia ao fungo Alternaria solani apresentaram maiores valores de quitinase e de
B-1,3-glucanases do que em cultivares que eram suscetiveis, e essas caracteristicas de
resisténcia e suscetibilidade variaram de acordo com a cultivar. No presente trabalho, ambas
cultivares ndo possuem resisténcia ao fungo Alternaria solani.

As B-1,3-glucanases hidrolisam B-1,3-glucanas das paredes celulares e dos esporos
de fungos (WU & BRADFORD, 2003). Segundo Lawrence et al. (2000) ha sinergia entre
quitinase e as B-1,3-glucanases e isso é demonstrado nesse estudo, pois o tratamento que
propiciou o aumento das quitinases, também promoveu o aumento das [-1,3-glucanases de
forma varidvel entre formas de aplicagdo e cultivares, com a rega promovendo a maior média
para ‘Cardyna’, e pulverizago foliar em ‘Trinidade’, indicando que B. subtilis estimulou o
acumulo de p-1,3-glucanases, mesmo em plantas que ndo apresentaram sintomas de doencas.

A inducdo de resisténcia na planta pode gerar custos energéticos, que Ssdo
considerados efeitos negativos resultantes da adaptabilidade que a planta precisa realizar,
como a alocacédo de carbono, pelo estimulo a respiracdo celular, em detrimento ao acimulo de
reservas (HEIL & BALDWIN, 2002), a exemplo do aumento dos acgucares redutores em
relacdo aos ndo redutores observado nessa pesquisa em funcéo das aplicagdes com Bacillus

subtilis. No entanto, tais alteragdes ndo resultaram em perda metabdlica.
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Carvalho (2012) afirmou que plantas estimuladas a ativar mecanismos de defesa
mesmo sem a presenca de patogenos, terdo custos metabolicos que refletirdo na reducdo da
produtividade. Contudo, a produtividade de ‘Cardyna’ ¢ ‘Trinidade’ ndo foram afetados pelas
formas de aplicacdo com B. subtilis apesar da ativacao de mecanismos de defesa.

Foram estimulados pela aplicacdo de B. subtilis clorofila a, b total e carotenoides, os
acucares redutores e ndo redutores na cultivar ‘Trinidade’, ndo apresentando esse mesmo
estimulo na cultivar ‘Cardyna’. Também as enzimas/PR-proteinas relacionadas com a defesa
das plantas, a fenilalanina amonia-liase, as [-1,3-glucanases e as quitinases, foram
aumentadas com a aplicacdo de B. subtilis sem influéncia na producdo, por dois anos
consecutivos. Quanto as vias de aplicacdo, foi apresentado interagdes com as cultivares e com

as variaveis.

4.5 Conclusotes

A aplicacdo da bactéria ndo influenciou a producdo do tomateiro, ndo impactando no
namero, tamanho, tamanho e massa de frutos e também na producéo total por planta.

Bacillus subtilis promoveu alteracdes bioquimicas nas plantas, como o incremento
nos niveis de clorofila a, b, total e carotenoides sendo que 0s maiores incrementos ocorreram
na forma de aplicacéo de pulverizacdo foliar.

O acumulo de agucares totais ndo apresentou influéncia das formas de aplicacdo ou
interacdo entre cultivares. Bacillus subtilis ndo induziu o acumulo de agUcares redutores e ndo
redutores na cultivar ‘Cardyna’ entretanto a cultivar ‘Trinidade’ apresentou maior acimulo de
acucares redutores quando recebeu rega + pulverizacao foliar e maior acimulo de agucares
néo redutores com o tratamento de rega.

Nota-se a interacdo entre o genotipo e as formas de aplicacdo, indicando assim
resultados diferentes para uma mesma espécie.

Os compostos fenolicos e flavonoides ndo sofreram influencia da aplicacdo de
Bacillus subtilis. Os valores de proteinas se diferenciaram entre cultivares ndo sendo
influenciados pela aplicacdo de Bacillus subtilis.

As enzimas como fenilalanina aménia-liase e as PR-proteinas como quitinases e
B-1,3-glucanases, que estdo presentes no sistema de defesa das plantas, foram incrementadas
de acordo com o genotipo. As vias de aplicacdo apresentaram interagdo quanto as cultivares e

as variaveis analisadas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que a
bactéria Bacillus subtilis, produto comercial Serenade®, proporcionou estimulo ao
desenvolvimento de plantas de tomate durante seu crescimento inicial,
principalmente se aplicado na forma de rega.

A aplicacdo da bactéria Bacillus subtilis ndo influenciou a produgcdo das
cultivar ‘Cardyna’ e ‘Trinidade’ em safras sucessivas, entretanto estimulou a
producdo de pigmentos relacionados com a fotossintese, clorofila a, b, total e
carotenoides, apresentou interacdes com 0s genétipos quanto ao acumulo de
acucares redutores e ndo redutores e proporcionou o incremento das enzimas
fenilalanina aménia-liase, quitinase e -1,3-glucanases, relacionadas a defesa das
plantas, mesmo as plantas ndo apresentando sintomas de doencas.

Em relacdo as vias de aplicacdo, os resultados demonstraram interacao
variando de acordo com a cultivar e a variavel analisada.

A bactéria Bacillus subtilis favoreceu o desenvolvimento inicial de plantas de
tomate, e mesmo alterando variaveis bioquimicas relacionadas a duas rotas de
defesa das plantas ndo ocorreu perda metabdlica e com isso ndo houve influéncia
na producéo.

Novos estudos, devem considerar a presenca de patégenos haja visto que
ocorreu ativacdo de rotas de defesa vegetal, e em condi¢cdes de alta pressdo do
in6culo podera resultar em reducdo de doencas e conseguinte alterar a

produtividade.
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Anexo 1. Quadro da andlise de variancia de massa fresca das folhas, tomateiro das
cultivares Cardyna e Trinidade submetidas aos métodos de aplicacédo de inoculacao
de sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacéo aos 60 DAS.

FV GL SQ QM F
Métodos de aplicacao 2 916,12000 458,06000 6,4531 **
Cultivares 1 1231,23375 1231,23375 17,3454 **
Interacao 2 167,52000 83,76000 1,1800 ns
Residuos 18 1277,70250 70,98347
Total 23 3592,5765
CV % 14,10

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo

Anexo 2. Quadro da analise de variancia de massa fresca de caules, de tomateiro
das cultivares Cardyna e Trinidade submetidas aos métodos de aplicacdo de
inoculacdo de sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacdo aos 60 DAS.

FV GL SQ oM F

Métodos de aplicacdo 2 1741,02083 870,51042 11,0819 **
Cultivares 1 1735,70042 1735,70042 22,0960 **
Interacao 2 70,98083 35,49042 0,4518 ns
Residuos 18 1413,94750 78,55264

Total 23 4961,64958

CV % 16,44

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo
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Anexo 3. Quadro da andlise de variancia de massa fresca de raizes, de tomateiro
das cultivares Cardyna e Trinidade submetidas aos métodos de aplicacdo de
inoculacdo de sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacdo aos 60 DAS.

FV GL SQ QM F
Métodos de aplicacao 2 82,68510 41,34255 5,2535 *
Cultivares 1 116,68860 116,68860 14,8280 **
Interacao 2 9,66630 4,83315 0,6142 ns
Residuos 18 141,65100 7,86950
Total 23 350,69100
CV % 17,69

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo

Anexo 4. Quadro da analise de variancia de massa seca de folhas, de tomateiro das
cultivares Cardyna e Trinidade submetidas aos métodos de aplicacédo de inoculacao
de sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacdo aos 60 DAS.

FV GL SQ QM F
Métodos de aplicacéo 2 2,75956 1,37978 54,8590 **
Cultivares 1 8,96704 8,96704 356,5226 **
Interacao 2 0,10577 0,05289 2,1028 ns
Residuos 18 0,45272 0,02515
Total 23 12,28510
CV % 2,71

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns néo significativo
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Anexo 5. Quadro da analise de variancia de massa seca de caules, de tomateiro
das cultivares Cardyna e Trinidade submetidas aos métodos de aplicacdo de
inoculacdo de sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacdo aos 60 DAS.

FV GL SQ QM F
Métodos de aplicacao 2 12,69331 6,34665 410,3440 **
Cultivares 1 4,95042 4,95042 320,0700 **
Interacao 2 1,12706 0,56353 36,4351 **
Residuos 18 0,27840 0,01547
Total 23 19,04918
CV % 2,72

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo

Anexo 6. Quadro da andlise de variancia de massa seca de raizes, de tomateiro das
cultivares Cardyna e Trinidade submetidas aos métodos de aplicacédo de inoculacéo
de sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacdo aos 60 DAS.

FV GL SQ QM F

Métodos de aplicagcdo 2 0,16356 0,08178 23,3655 **
Cultivares 1 0,25627 0,25627 73,2190 **
Interacao 2 0,03636 0,01818 5,1940 *
Residuos 18 0,06300 0,00350

Total 23 0,51918

CV % 5,85

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo
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Anexo 7. Quadro de analise de variancia de parte aérea (cm?) de tomateiro das
cultivares Cardyna e Trinidade submetidas aos métodos de aplicacdo de inoculacdo
de sementes, rega das mudas e testemunha sem aplicacdo aos 60 DAS.

FV GL SQ QM F
Métodos de aplicagdo 2 9398457,52 4699228,76 33,8516 **
Cultivares 1 2225962,04 2225962,04 16,0351 **
Interacdo 2 3100219,70 1550109,85 11,1665 **
Residuos 18 2498730,27 138818,34
Total 23 17223369,54
CV% 12,51

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo

Anexo 8. Quadro da analise de variancia de e acucares totais em ug por grama de
material vegetal, de folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e Trinidade.

FV GL SQ QM F

Formas de aplicacdo 3 2575522,67785 858507,55928 11,9223 ns
Cultivares 1 918714,48771 918714,48771 2,0571 ns
Interacao 3 2198851,05267 732950,35089 1,6411 ns
Residuos 16 7145671,29482 446610,08093

Total 23 12838849,51305

CV % 9,34

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo
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Anexo 9. Quadro da andlise de variancia de e acgUcares redutores em g por grama
de material vegetal, de folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e

Trinidade.

FV GL SQ QM F
Formas de aplicacdo 3 6093267,41 2031089,13 8,6384 **
Cultivares 1 921,27 921,27 0,0039 ns
Interacao 3 7901569,74 2633856,58 11,2020 **
Residuos 16 3761991,65 235124,47
Total 23 17757750,07
CV % 9,03

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade

ns nao significativo

Anexo 10. Quadro da andlise de variancia de e aglcares ndo redutores em ug por
grama de material vegetal, de folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e

Trinidade.

FV GL SQ QM F
Formas de aplicacdo 3 2352002,02417 784000,67472 15,0287 **
Cultivares 1 210814,68663 210814,68663 4,0412 ns
Interacao 3 2346475,65729 782158,55243 14,9934 **
Residuos 16 834648,02982 52166,75186
Total 23 5743960,39791
CV % 12,57

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade

ns néo significativo
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Anexo 11. Quadro da analise de variancia de compostos fendlicos em mg por
grama de material vegetal, de folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e

Trinidade.

FV GL SQ QM F
Formas de aplicagdo 3 491760,82496 163920,27499 2,9343 ns
Cultivares 1 112731,02839 112731,02839 2,0180ns
Interacao 3 162692,04030 54230,68010  0,9708 ns
Residuos 16 893818,64845 55863,66553
Total 23 1661002,54210
CV % 5,82

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns ndo significativo

Anexo 12. Quadro da analise de variancia de flavonoides em mg por grama de
material vegetal, de folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e Trinidade.

FV GL SQ QM F
Formas de aplicacdo 3 18408,23668 6136,07889 0,2087 ns
Cultivares 1 23,06528 23,06528 0,0008 *
Interacao 3 65535,90312 21845,30104 0,7429 ns
Residuos 16 470495,50358 29405,96897
Total 23 554462,70865
CV % 9,15

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo
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Anexo 13. Quadro da analise de variancia de proteinas em mg por grama de
material vegetal, de folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e Trinidade.

FV GL SQ QM F
Formas de aplicacdo 3 1,20641 0,40214 11,4531 **
Cultivares 1 0,46470 0,46470 13,2350 **
Interacdo 3 0,22035 0,07345 2,0919 ns
Residuos 24 0,84268 0,03511
Total 31 2,73415
CV % 11,82

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns ndo significativo

Anexo 14. Quadro de analise de variancia de fenilalanina amoénia-liase (FAL) em
UAbs/min/mg proteina de folhas de tomate tipo italiano das cultivares ‘Cardyna’ e

‘Trinidade’.

FV GL SQ QM F
Formas de aplicacdo 3 0,00122 0,00041 10,8093 **
Cultivares 1 0,00031 0,00031 8,3303 **
Interacdo 3 0,00148 0,00049 13,0723 **
Residuos 24 0,00090 0,00004
Total 31 0,00391
CV % 11,43

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns néo significativo
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Anexo 15. Quadro de analise de variancia de quitinase em U.E/mg.proteina de

folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e Trinidade.

FV GL SQ QM F
Formas de aplicacdo 3 1,94196 0,64732 127,8447 **
Cultivares 1 1,09654 1,09654 216,5644 **
Interacdo 3 1,19511 0,39837 78,6773 **
Residuos 24 0,12152 0,00506
Total 31 4,35513
CV % 6,21

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns ndo significativo

Anexo 16. Quadro de andlise de variancia de glucanases em U.E/mg.proteina de

folhas de tomate tipo italiano das cultivares Cardyna e Trinidade.

FV GL SQ QM F
Formas de aplicacdo 3 0,00008 0,00003 22,7000 **
Cultivares 1 0,00004 0,00004 28,4518 **
Interacéo 3 0,00003 0,00001 7,6790 **
Residuos 24 0,00003 0,00000
Total 31 0,00018
CV % 8,97

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
ns nao significativo



