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RESUMO

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) colonizam a rizosfera das
espécies vegetais e conferem beneficios as plantas como, produgdo de
fitohormdnios, maior disponibilizacdo de macro e micronutrientes e redugcdo na
susceptibilidade a doencas causadas por patdgenos. A resposta associativa de
plantas x bactérias depende de varios fatores entre os quais, gendtipo vegetal,
estirpe bacteriana, condigbes de cultivo e inoculagéo entre outros. Um dos métodos
mais bem sucedidos, para a introducéo de bactérias no solo s&o os inoculantes, que
consistem na unificagdo de um carreador com o micro-organismo, que além de
introduzir os microrganismos no solo ainda ajudam a aumentar a taxa de
sobrevivéncia, protegendo-os contra muitos estresses ambientais. Atualmente,
varios carreadores tém sido estudados, a turfa € o mais comum. Uma outra
alternativa que vem sendo estudada € a utilizacdo de encapsulamento com alginato
de sodio e a associacdo deste com alguns aditivos, a fim de melhorar a eficiéncia da
inoculacdo de plantas com as BPCV. O presente trabalho teve como objetivo
estudar e desenvolver a formulacdo de bioinoculantes a base de alginato de sodio
com Azospirillum brasilense avaliando a associa¢do do alginato de sédio com alguns
aditivos como o acido humico e a trehalose a fim de descobrir estirpes que sejam
mais competentes na associacdo planta x bactéria e identificar o aditivo que confira
melhor desempenho as bactérias na inoculagéo das plantas. O encapsulamento de
Azospirillum brasilense foi realizado pelo método de gelificagcdo ionotropica por
extrusdo. As esferas confeccionadas foram avaliadas em 7 datas apds o
encapsulamento. Foram inoculadas plantas de trigo cv. CD 104 da COODETEC
para comprovar a eficiéncia do processo de encapsulamento na protecdo das
bactérias e liberacdo das mesmas para associagdo com as plantas. O protocolo de
encapsulamento de alginato de sodio a 3% foi capaz de gerar granulos homogéneos
e sustentar o crescimento e a viabilidade celular de A. brasilense por 30 dias. A turfa
continua sendo um excelente carreador para a populagdo bacteriana permitindo uma
melhor a sobrevivéncia das células bacterianas. O uso de aditivos na composi¢éo
dos formulados foi eficiente para melhorar a viabilidade celular durante o
armazenamento. Destaca-se a trealose 1M que promoveu a maior populagao
epifitica até o 7° dia de encapsulamento. O acido humico foi eficiente para melhorar
a viabilidade celular até o 14° dia de armazenamento. Apds 30 dias de
armazenamento, a densidade populacional das diferentes formulacbes estabilizou
em aproximadamente 10’ UFC mL". Nenhum dos tratamentos obteve diferencas
significativas em todas as datas de avaliacdo, para as variaveis comprimento € peso
de raiz demonstrando que a promog¢ao de crescimento vegetal diretamente avaliada
na planta € passivel de ser modificada por outras variaveis, ndo correspondendo
efetivamente a populacédo bacteriana disponivel no solo. O processo de
encapsulamento por meio do uso de alginato de sédio apesar de promover as
maiores perdas na sobrevivéncia bacteriana nos primeiros dias de armazenamento,
promoveu 0s maiores aumentos na viabilidade celular durante o armazenamento. O
encapsulamento e o uso da trealose como aditivo foram efetivos para garantir a
sobrevivéncia e viabilidade bacteriana, mostrando resultados aproximados e
superiores, respectivamente, aos obtidos na turfa.

Palavras-chave: BPCV. Encapsulamento. Inoculagéo.



ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria (BPCV) colonize the rhizosphere of plant species
and confer benefits to plants such as phytohormones production, greater availability
of macro and micronutrients and reduction in susceptibility to diseases caused by
pathogens. The associative response of plants to bacteria depends on several
factors including plant genotype, bacterial strain, culture conditions and inoculation
among others. One of the most successful methods for the introduction of bacteria
into the soil is inoculants, which consist of the unification of a carrier with the
microorganism, which in addition to introducing the microorganisms in the soil still
help to increase the survival rate, Against many environmental stresses. Currently,
several carriers have been studied, peat is the most common. Another alternative
that has been studied is the use of encapsulation with sodium alginate and the
association of this with some additives, in order to improve the efficiency of
inoculation of plants with BPCV. The present work aimed to study and develop the
formulation of bioinoculants based on sodium alginate with Azospirillum brasilense
evaluating the association of sodium alginate with some additives such as humic acid
and trehalose in order to discover strains that are more competent in the association
Plant x bacteria and identify the additive that best assures the bacteria in the
inoculation of plants. The encapsulation of Azospirillum brasilense was performed by
the ionotropic gelation method by extrusion. The prepared spheres were evaluated
on 7 dates after the encapsulation. Plants of wheat cv. CD 104 from COODETEC to
prove the efficiency of the encapsulation process in protecting the bacteria and
releasing them for association with the plants. The 3% sodium alginate encapsulation
protocol was able to generate homogeneous granules and sustain the growth and
cellular viability of A. brasilense for 30 days. Peat remains an excellent carrier for the
bacterial population allowing better survival of bacterial cells. The use of additives in
the formulation composition was efficient to improve cell viability during storage. We
emphasize the trehalose 1M that promoted the largest epiphytic population until the
7th day of encapsulation. Humic acid was efficient to improve cell viability until the
14th day of storage. After 30 days of storage, the population density of the different
formulations stabilized at approximately 107 CFU mL -1. None of the treatments
obtained significant differences in all the evaluation dates, for root length and root
weight variables, demonstrating that the plant growth promotion directly evaluated in
the plant can be modified by other variables, not effectively corresponding to the
available bacterial population in the soil . The encapsulation process through the use
of sodium alginate despite promoting the greatest losses in bacterial survival in the
first days of storage promoted the greatest increases in cell viability during storage.
The encapsulation and the use of trehalose as an additive were effective to
guarantee the survival and bacterial viability, showing approximate results and
superior, respectively, to those obtained in the peat.

Key-words: PGPB. Encapsulation. Inoculation.
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1 INTRODUCAO

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) colonizam a
rizosfera de diversas espécies de plantas. Os mecanismos de promocao de
crescimento conferem beneficios as plantas hospedeiras, estimulando o crescimento
pela producdo de fitohorménios, fixacdo de nitrogénio, oportunizando maior
disponibilizagdo de macro e micronutrientes. Além disso, conferem inducdo de
resisténcia nas plantas, de forma a suprimir doencas causadas por patdégenos
(GLICK, 2012; BHATTACHARYYA & JHA, 2012; SIVAKUMAR; PARTHASARTHI;
LAKSHMIPRIYA, 2014; VEJAN et al, 2016).

A espécie Azospirilum brasilense tem potencial para uma associacao
benéfica com cereais e € capaz de promover o crescimento das plantas e
incrementar a produtividade (ALAMRI et al., 2009; CAMILIOS-NETO et al., 2014,
NAIMAN; LATRONICO; GARCIA DE SALAMONE, 2009), inclusive sob condi¢cbes de
estresse abidtico (ARZANESH et al.,, 2011;CREUS et al., 2004). Deste modo, a
inoculagdo com estirpes de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 é agronomicamente
recomendada principalmente para as poaceas.

A producdo mundial de alimentos esta alicercada no uso extensivo de
fertilizantes quimicos que podem poluir o ambiente e tem alto custo, uma vez que,
as fontes destes recursos ndo sao renovaveis, além de necessitar do gasto de
combustiveis fosseis para a sua exploracdo, transporte e aplicagdo em grande
escala. Alternativas menos poluidoras e econdmicas sdo demandadas por parte dos
agricultores. Dentre algumas destas alternativas, os biofertilizantes na forma de
inoculantes, se caracterizam por serem eco-sustentaveis, terem baixo custo, porém
necessitam de formulacdo especifica para o seu uso (BARDI & MALUSA, 2012;
MALUSA & VASSILEV, 2014; OWEN et al., 2015).

Bashan et al. (2014) citam que os inoculantes devem apresentar trés
caracteristicas fundamentais: devem promover o crescimento bacteriano; manter as
células viaveis por um certo periodo de tempo e garantir a liberagdo de uma
populacdo bacteriana que certamente sera benéfica para as plantas na qual
encontram-se associadas.

A sobrevivéncia microbiana ap6s a introducdo por inoculacdo no solo
depende tanto de fatores abi6ticos como bioticos (VAN VEEN et al, 1997
SIVAKUMAR; PARTHASARTHI; LAKSHMIPRIYA, 2014). A populacdo das bactérias
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inoculadas declina progressivamente com o tempo impedindo o acumulo de um poo/
bacteriano na rizosfera suficiente para promover efeitos benéficos (BASHAN, 1998).
Condi¢bes nutricionais, de umidade, temperatura e pH da solu¢do no solo s&o
fatores que comprometem a sobrevivéncia bacteriana na rizosfera. Além disso, a
sobrevivéncia das bactérias inoculadas depende em grande parte da disponibilidade
de nicho especifico sem competicdo por nutrientes e substratos; da resisténcia a
predacdo e/ou convivéncia mutualistica com a microflora nativa, frequentemente
melhor adaptada (REETHA et al., 2014; SCHOEBITZ; LOPEZ; ROLDAN, 2013).

Inoculantes turfosos s&do amplamente comercializados para diversas culturas
vegetais. A turfa tem grande capacidade de adsor¢do de agua, promovendo um
microambiente favoravel ao crescimento e manutencéo celular (KALJEET; KEYEO;
AMIR, 2011). Porém, tem como desvantagens pouca protecdo aos estresses
provocados pelo armazenamento ou ainda estresses ambientais causados as
bactérias ap6s a inoculagdo (BASHAN 1998; HUBER et al.,1989)

Alternativas que visem a extensdo da viabilidade bacteriana e o tempo de
prateleira sdo importantes para o surgimento de um maior numero de tipos de
inoculantes carreando diferentes espécies bacterianas promotoras de crescimento
vegetal em diferentes espécies. Um dos métodos mais bem sucedido, seguro e
eficaz para a introducdo bacteriana no solo € o encapsulamento de células em
matrizes de gel biodegradaveis (VASSILEV et al., 2001). O hidrogel é formado pelo
alginato de sodio complexado a ions de Ca*? por meio do processo de gelificacéo
ionotrépica (BUREY et al.,, 2008). O alginato € um polimero natural composto de
acido B (1—4) D-manurénico e acido a (1—4) L-glucurénico produzido pelas algas
marrons (Macrocystis pyrifera), além de bactérias (Pseudomonas sp. e Azotobacter
sp.) (HAY et al., 2010; NEHRA & CHOUDHARY, 2015).

O encapsulamento com o alginato de sddio pode aumentar a taxa de
sobrevivéncia e facilita a maior disponibilizacdo bacteriana pela manutencdo de um
numero maior de células viaveis nesta matriz gelatinosa por um maior periodo para
as plantas. Apds inoculacdo, esta matriz gelatinosa se degradaria no ambiente
lentamente liberando as bactérias e ndo causando perturbacdo ao ecossistema
(CASSIDY et al., 1996; REETHA et al., 2014; VASSILEV et al., 2015).

Aditivos associados ao encapsulamento poderiam potencializar a sobrevida
e a liberacdo de bactérias do inoculante. O acido humico, com alto peso molecular e

aspecto coloidal tem demonstrado ser eficiente na melhoria da sobrevida dos micro-
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organismos encapsulados (REETHA et al., 2014; YOUNG et al., 2006). A trealose,
que € um dissacarideo, pode ser uma provavel fonte de energia e protecao para as
bactérias, uma vez que ja € utilizada com fonte de energia para leveduras e prote¢ao

para proteinas e membranas celulares.

1.1 JUSTIFICATIVA

As inconstancias nos resultados da utilizagdo de BPCV como inoculantes
encapsulados, os diversos materiais e mecanismos para a sua producado, a
eficiéncia da unificagdo entre o carreador € 0 micro-organismo, a especificidade de
interac&o entre a bactéria x planta, assim como de fatores bidticos e abidticos que
interferem na inoculagdo da planta fazem com que o0s estudos sobre
encapsulamento e a performance dos inoculantes sejam cruciais para a
recomendacdo e uso em escala comercial dos mesmos. A investigacao quantitativa
e qualitativa das interacdes bactéria - carreador e inoculante - planta podem
contribuir para a melhoria da eficiéncia de inoculacdo pelo fato de os que os
parametros associativos e de viabilidade destes ndo estarem completamente

compreendidos.

1.2 OBJETIVOS

Estabelecer um protocolo de encapsulamento de inéculo bacteriano de A.
brasilense.

Identificar e avaliar a eficiéncia de veiculos como alginato de sddio e turfa,
além de algumas combina¢des como alginato de sddio e acido humico, alginato de
sédio e trealose, em 3 diferentes concentragdes na viabilidade celular num periodo
de 30 dias..

Identificar e avaliar as condi¢bes de sobrevivéncia da bactéria, Azospirillum
brasilense, diante da quantidade de dias de armazenagem.

Caracterizacdo das melhores respostas a inoculagéo de gendtipos de trigo
com estirpes bacterianas em condi¢ées in vitro e determinacédo de parametros

associativos e de viabilidade.
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1.2.1 Objetivos Especificos
a. Encapsulamento de células bacterianas de Azospirillum brasilense.
b. Avaliacdo do tempo de prateleira e uso de carreadores das bactérias nas
sementes inoculadas.
c. Avaliacdo da populacéo epifitica aderida as raizes de plantulas de trigo.

d. Avaliacado da biomassa fresca, das raizes de plantulas de trigo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) ou rizobactérias
sdo bactérias vivas isoladas de solos e culturas que colonizam a superficie da raiz
ou espacos intercelulares da planta hospedeira. Estas, frequentemente melhoram o
estabelecimento da raiz e estimulam o crescimento do hospedeiro, além de conferir
alterac@es fisicas ou quimicas relativas a inducdo de resisténcia na planta de forma
a suprimir doencas (BASHAN et al., 2002; PARKETAL, 2005; LUGTENBERG e
KAMILOVA 2009; SCHOEBITZ et al., 2009; BHATTACHARYYA & JHA, 2012).

Nesse sentido, as BPCV tém relevante papel no desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel para a producao de culturas (BASHAN et al.,, 2004; RIVERA-
CRUZ et al.,, 2008). Estes mecanismos de promoc¢ao de crescimento vegetal por
meio de BPCV permanecem de modo especulativo, porém algumas explicacfes
incluem:

1) A producdo de horménios como o acido abscisico, éacido giberélico,
citocininas e auxinas (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015);

2) Producdo de enzimas essenciais, l-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC) desaminase para reduzir os niveis de etileno na raiz durante o
desenvolvimento de plantas (GLICK, 2005);

3) Inducao de resisténcia sistémica por compostos produzidos por bactérias;

4) Solubilizagdo de fosfatos contribuindo com a nutricdo vegetal (GLICK,
2012);

5) Formacéo de biofilme bacteriano ou matriz extracelular que pela presenca
de macromoléculas (agucares, oligo e polissacarideos) aumentam a hidratacao e
nutricdo da raiz (TIMMUSK, 2014; YANG, 2009);
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6) Melhoria na textura e estrutura dos solos (MAPELLI et al., 2012),

7) Fixagao de nitrogénio n&o-simbidtico (PEDRAZA, 2008).

Uma série de espécies bacterianas pertencentes a varios géneros estao
associadas a rizosfera da planta e sdo capazes de exercer um efeito benéfico sobre
seu crescimento (VEJAN et al,, 2016). O nitrogénio é o nutriente mais importante
para o crescimento e a produtividade das plantas. No entando, o N2 atmosférico ndo
€ assimilavel pelas plantas e através da fixacdo bioldgica de nitrogénio (BNF),
realizada por micro-organismos esse N2 é convertido em aménia (BISWAS e
GRESSHOFF, 2014), e entdo pode ser utilizado pelas plantas. Os organismos de
fixacdo de nitrogénio sdo geralmente classificados como:

1) Bactérias simbidticas de fixagdo de Nz, incluindo membros da familia de
rizobiaceae que forma simbiose com plantas de leguminosas (por exemplo,
Rhizobium) (AHEMAD e KHAN, 2012) e arvores n&o leguminosas (por exemplo,
Frankia);

2) Formas de fixac&o de nitrogénio n&o simbidticas (vida livre, associativas e
enddfitas), como cianobactérias (Anabaena, Nostoc), Azospirillum, Azotobacter,
Gluconoacetobacter diazotrophicus e Azocarus etc. (BHATTACHARYYA e JHA,
2012).

As bactérias diazotroficas de vida livre pertencentes aos géneros
Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia, dentre outras, podem ser as
responsaveis pela entrada de N2 nos agroecossistemas, uma vez que estas
bactérias podem aumentar o desenvolvimento do sistema radicular € melhorar a
aquisicao de nutrientes, incluindo N2.

Azospirillum sp. é uma proteobacteria, de vida livre, com motilidade, Gram
variavel e aerdbica que pode promover crescimento vegetal através da associacao
benéfica com plantas (ARZANESH ef al., 2011; ILYAS; BANO, 2010; KENNEDY et
al., 1997). Diversas espécies deste género foram citadas como promotoras de
crescimento em plantas: A. lipoferum, A. amazonense, A. brasilense, A.
halopraeferens e A. irakense (BHARDWAJ et al., 2014). Segundo Camilios-Neto
(2014), Azospirillum é um dos géneros mais promissores, para uso extensivo na
agricultura, na forma de inoculantes comerciais. Hartmann e Bashan (2009) citam
que a espécie Azospirillum brasilense € a espécie mais utilizada para compor
inoculantes recomendados para gramineas em varios paises, incluindo Argentina,

México, india, Italia, Franca e Coréia.
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2.2 INOCULANTES

Costumeiramente, inoculantes e biofertilizantes s&o descritos como termos
sinbnimos na literatura definindo-os como qualquer produto formulado contendo um
OuU mais micro-organismos e que aumenta o status nutricional (crescimento e
produtividade) das plantas pela reposi¢cdo dos nutrientes do solo ou pela provisao de
uma maior disponibilidade de nutrientes para as plantas (BASHAN, 2014,
CALLAGHAN, 2016; GARCIA-FRAILE et al., 2015; MALUSA & VASSILEV, 2014).

O estado do Parana emitiu o decreto n° 6710 (Diario Oficial do Parana,
1990) que faz uma melhor distingdo entre os termos, biofertilizante: que € definido
como produto que contenha substancias organicas ou minerais, provenientes de
atividade biologica, com a finalidade de melhorar direta ou indiretamente o
desenvolvimento das plantas. Exemplos de biofertilizantes seriam todos os tipos de
residuos agricolas, palhada, compostagem, esterco animal, cama de aviario, etc.
Inoculante: que € definido como qualquer substancia que contenha micro-
organismos com atuagdo favoravel ao desenvolvimento vegetal. Em resumo, o
inoculante seria basicamente uma populacao bacteriana carreada em uma matriz
compativel que permita a manutencao da viabilidade celular.

Os micro-organismos presentes nos inoculantes quando adicionados ao
solo, sofrem um estresse por diversos fatores: falta de agua, alagamento, salinidade,
pH desfavoravel, adsor¢do as particulas do solo e lavagem pelas aguas das chuvas.
Além disso, podem sofrer a competicdo com outros micro-organismos nativos do
solo, mais bem adaptados, provocando um declinio na densidade de bactérias
inoculadas e diminuindo a resposta positiva na associacdo com as plantas
(BASHAN, 1986; GUO et al.,2012; YOUNG et al., 2006).

A fim de proporcionar um microambiente mais adequado para a
sobrevivéncia das bactérias no solo, a imobilizacdo e 0 encapsulamento de células
bacterianas tém sido amplamente utilizados na industria (KIM et al., 1996). Desta
forma, o inoculante deve proporcionar uma apropriada formulacéo evitando o rapido
declinio dos micro-organismos introduzidos e extendendo o seu tempo de prateleira
(JOHN et al., 2011).

Os inoculantes comerciais foram primeiramente introduzidos em 1896
usando culturas de Rhizobium que eram crescidos em vidros achatados, contendo

uma porgcéo de meio gelatinosos (SMITH, 1992). Outras formula¢cdes descritas na
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literatura continham solo esterilizado, células secas de Rhizobium em algodéo ou
ainda eram em forma liquida (SMITH,1997).

A formulagdo do inoculante é crucial para o sucesso do agente bioldgico
(SCHOEBITZ; LOPEZ; ROLDAN, 2013). Conceitua-se como formulacdo, o processo
laboratorial ou industrial de unificar o carreador com o agente bioldgico (bactérias ou
micro-organismos) (BASHAN, 1998; O’'CALLAGHAN, 2016). Os inoculantes podem
ser encontrados no mercado em diversas formas:

1) P6: forma mais comum utilizada para inoculacdo das sementes. O
tamanho padréo das particulas pode variar de 0.075 a 0.25 mm e a concentragdo
usada na lavoura varia conforme o fabricante. Em média, na mesorregido de
Palotina, recomenda-se a utilizacdo de 100 g de inoculante turfoso para 40 kg de
semente de trigo, porém na literatura muitas recomendacdes sdo encontradas e a
dose varia de acordo com o produto e a cultura.

2) Granulos: aplicado junto a semente durante o plantio, as particulas tém
tamanho médio de 0.35a 1.18 mm.

3) Liquidos: Usam o meio de cultura como carreadores, 0 meio mais
utilizado € a agua mas podem apresentar também Oleos minerais ou organicos. O
in6culo é misturado ou aspergido nas/as sementes que depois de secas, sao
colocadas na plantadeira. Este método assegura maior cobertura das sementes
(BASHAN, 1998; SMITH,1995).

Segundo Bashan et al. (2014) os inoculantes devem apresentar as seguintes
caracteristicas:

1) Ser faceis de usar;

2) Ser compativeis com os equipamentos agricolas;

3) Apresentar tolerancia a um grande periodo de estocagem, tempo de
prateleira maior que uma safra;

4) Mostrar possibilidade de uso em diferentes condi¢cdes de solo e campo;

5) Ter habilidade de prover sobrevivéncia as BPCV a medida que a planta
cresce;

6) Conferir reprodutibilidade de resultados a campo;

7) Apresentar seguranca ambiental e alimentar para humanos € 0 meio
ambiente.

Para serem efetivos, 0s inoculantes devem sobrepor dois grandes entraves:

A perda de viabilidade durante a estocagem na propriedade rural e a manutencao da
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viabilidade celular em condi¢des de temperatura variando entre -5 a 30°C (desde a
fabrica até a lavoura) (BASHAN et al., 1998). A temperatura de armazenamento
pode variar muito desde a fabricagc&o do inoculante (geralmente controlada em 20°C)
até a lavoura (podendo alcangar até 35°C) conforme a estagéo do ano e o local de
uso.

A manutencio da atividade metabdlica celular antes da inoculagdo e apoés o
plantio € imprescindivel para a observacdo dos efeitos benéficos da promogéao de
crescimento vegetal (O'CALLAGHAN, 2016). Varios trabalhos relatam a queda no
numero de células viaveis apos o armazenamento (REETHA et al., 2014,
TABASSAM et al., 2015). Shah-Smith & Burns (1997) relataram que temperaturas
baixas de armazenamento (4 °C) promoveram a manutengdo do numero de células
bacterianas viaveis na ordem de 4 vezes, comparada as temperaturas de 20 °C. Por
outro lado, Klajeet et al. (2011) relatam que a viabilidade de Rhizobium, em
carreador de turfa, foi maior quando estocados a 28 °C.

Outros fatores que podem afetar a eficiéncia dos inoculantes incluem a fase
de crescimento bacteriano (logaritmica ou estacionaria) durante o preparo do
inoculante; a taxa de desidratacido e re-hidratacdo das células no solo; as
caracteristicas do carreador usado na formulacdo e a tecnologia de formulacéo
propriamente dita (DATE, 2011). Segundo Garcia-Fraile et al. (2015), normalmente
preconiza-se que um inoculante efetivo deva conter entre 10 e 10° UFC.mL"
(unidades formadoras de coldnia), ja outros pesquisadores apontam a necessidade
de ter entre 10°, 10° UFC.mL" células por planta para Azospirillum brasilense
(BASHAN, 1986). Outros autores apontam maiores concentragdes celulares 10'°
UFC.mL" (KALJEET; KEYEO; AMIR, 2011).

Por outro lado, o desenvolvimento de um novo inoculante requer em primeiro
lugar, o isolamento e selecao de estirpes efetivas na promocédo de crescimento
vegetal e competitivas com a microbiota residente no solo. Deve-se realizar a
caracterizacdo dos organismos selecionados e otimizar o crescimento dos mesmos
em meio de cultura e sistemas de fermentacao; realizar testes laboratoriais e a
campo para avaliar a performance, em seguida, deve-se desenvolver os métodos e
protocolos da formulacdo ideal, realizar a transferéncia e difusdo de tecnologia,
desenvolver um sistema de checagem da qualidade e tempo de estocagem e por
ultimo, deve-se escolher métodos de aplicacido compativeis para garantir o sucesso
do biofertilizante (VASSILEV et al., 2015).
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Diante do exposto, observa-se que 0s bons resultados do uso de inoculantes
nas sementes € no solo depende de um grande numero de fatores. A sobrevivéncia
celular durante o periodo de armazenamento pela garantia de uma boa protecéo aos
micro-organismos no solo, o desenvolvimento de técnicas e o aperfeicoamento nos
processos de isolamento, formulacéo e producdo sdo imprescindiveis na industria de
inoculantes (BHARDWAJ et al., 2014; VASSILEV et al., 2001).

2.3 IMPORTANCIA ECONOMICA DOS BIOFERTILIZANTES E INOCULANTES

A aplicacéo de BPCV na agricultura teve inicio no século XIX (1896), com o
produto Nitragin a base de Rhizobium sp patenteado por Nobbe & Hiltner (BASHAN,
1998; SMITH,1992). Nos anos 90, nos Estados Unidos, mais de 2 milhées de ha ja
utilizavam a inoculagéo com estirpes de B. subtilis LEMANCEAU, 1992).

Segundo Garcia-Fraile et al. (2015), nos Estados Unidos a maior parte da
superficie agricola é dedicada as culturas de trigo, milho, soja, algodao e forragens
e, 0s agricultores fazem o uso massivo de fertilizantes quimicos em detrimento do
uso de biofertilizantes e ou inoculantes. A exce¢do € a aplicagcdo de cepas de
rizébios em culturas de leguminosas.

A sustentabilidade na agricultura moderna incentiva a industria a
desenvolver produtos que associem fertilizantes minerais ou organicos com micro-
organismos. Por exemplo, o Accomplish®, comercializado pela Loveland Products,
Inc., € um adubo bioquimico formulado especificamente com micro-organismos
viaveis acrescido de enzimas organicas. Em 1897, a companhia alemé Bayer langou
no mercado um inoculante com base nas estirpes de Bacillus subtilis (SCHOEBITZ;
LOPEZ; ROLDAN, 2013).

No Brasil, segundo Araujo (2013), os primeiros estudos com inoculantes se
realizaram no Instituto Agronémico de Campinas, mas tiveram seu maior enfoque no
Rio Grande do Sul, com uma primeira selecdo de estirpes de Rhizobium para uso
em leguminosas de clima temperado. Com o crescimento das areas de soja no
estado, na década de 60, iniciou-se a sele¢do de estirpes para a cultura da soja que
viria a ser a maior commodity do Brasil.

Em 1956, foi fundada a primeira fabrica de inoculantes no Brasil, em Pelotas,
RS, com tecnologia desenvolvida pela Secretaria da Agricultura. A partir da década

de 70, abriram-se novas fabricas de inoculantes visando suprir 0 mercado deste
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iNnsuMo que ja se mostrava altamente eficaz no aumento da produtividade da soja
(ARAUJO, 2013).

Segundo Soares (2015), hoje 90% do mercado de inoculantes no Brasil, sdo
voltados para a soja, sendo que aproximadamente 40% das doses sao importadas
de outros paises, de acordo com dados da Associacdo Nacional dos Produtores e
Importadores de Inoculantes (ANPII).

Hoje, o mercado de inoculantes vem se expadindo constantemente, hé
muitas companhias multinacionais que vendem biofertilizantes em todo o mundo
como a Rizobacter, uma companhia argentina que, desde 1977 tem em seu portfélio
inoculantes rizobiais recomendados para leguminosas e vendidos para paises como
a Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguai, Uruguai, Estados Unidos, Europa e Africa. A
companhia Novozymes (Dinamarca) produz e distribui biofertilizantes de origem
microbiana que solubilizam fosfatos e/ou fixam N2. Recentemente, em joint-venture
com a Monsanto criaram a BioAg Alliance que tera a mais avangada plataforma de
bioprodutos de origem microbiana para fins agricolas (GARCIA-FRAILE; MENNDEZ;
RIVAS, 2015).

No Brasil, 0 mercado de inoculantes e biofertilizantes vém crescendo a cada
ano, empresas como a BioSoja, ICB BIOAGRITEC Ltda., Nodusoja, Total
Biotecnologia, Stoller do Brasil, Siombiose, Nitro1000 entre outras vem

desenvolvendo tecnologias e produtos a base de micro-organismos (Tabela 1).

TABELA 1: EXEMPLOS DE ALGUMAS EMPRESAS BRASILEIRAS E SEUS PRODUTOS A BASE
DE Azospirillum brasilense:

EMPRESA NOME COMERCIAL CIDADE/ESTADO
Nitro 1000 Nitro 100 Gramineas Cascavel - PR
Inquimais Inqui+Azos Cambé - PR
Spraytec Nodofiz AZP Maringa — PR
Total Biotecnologia AzoTotal Curitiba — PR
Simbiose Simbiose Maiz Cruz Alta - RS
Stoller Masterfix Gramineas Cosmopolis - SP
Microquimica AzzoFix® Monte Mor - SP
Biosoja Biomax® Premium Sao Joaquim da Barra - SP
Laboratorio Farroupilha Azoz® Patos de Minas - MG

FONTE: A autora (2017).
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A demanda por inoculantes esta aumentando mundialmente devido ao apelo
pela sustentabilidade ambiental, ao maior numero de patentes protegendo a
industria e comercializagdo destes bioprodutos, aumentando a necessidade e dando
maiores motivos para que as industrias continuem investindo em novos estudos e
produtos a base de micro-organismos. Porém, as inconstancias nos resultados
laboratoriais € a campo comprovando o efeito positivo destes produtos, bem como a
dificuldade de manutencdo da viabilidade ou tempo de prateleira provocam certa
desconfianga entre os produtores quanto ao seu uso em larga escala (GARCIA-
FRAILE; MENNDEZ, RIVAS, 2015).

Para a grande maioria dos paises em desenvolvimento, a tecnologia de
inoculagéo, especialmente com BPCV tem pouco ou quase nenhum impacto nas
propriedades de agricultura familiar porque os inoculantes, quando usados, séo de
baixa qualidade por terem producé&o caseira. Qutro fator a ser considerado € que na
assisténcia técnica dada a pequenas propriedades, preconiza-se a recomendacao
de fertilizantes quimicos em detrimento dos biofertilizantes e inoculantes. Por outro
lado, a conscientizacdo do agricultor para o uso de tecnologias modernas vem
aumentando nestes ultimos anos pela recomendacdo de biotecnologias que
aumentem a produtividade e sejam eco-amigaveis. Neste contexto, os inoculantes

comegam a ampliar o seu espaco.
2.4 IMOBILIZACAO MICROBIANA

A imobilizacdo microbiana é definida como sendo as diferentes formas de
fixacdo ou aprisionamento das células em uma matriz (BASHAN, 1998; CASSIDY;
LEE; TREVORS, 1996). A imobilizagcado microbiana também pode ser aplicada para
a liberagdo gradativa de diversos compostos como enzimas, aminoacidos e acidos
organicos, bem como materiais toxicos biodegradaveis (biorremediacéo),
crescimento de fungos e sementes sintéticas, tendo uma ampla variedade de
aplicagdes cientificas e industriais, nas mais diversas areas: agricultura,
farmacéutica, alimentos (BASHAN, 1998: CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996;
PEREIRA et al., 2008; SCHOEBITZ; LOPEZ; ROLDAN, 2013).

O sistema de imobilizagdo, onde um micro-organismo € atrelado a uma
matriz, € entdo fermentada em um meio de cultura, permitindo o crescimento

bacteriano por mais tempo (VASSILEV et al., 2015). A co-imobilizacdo permite
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também o uso de mais de uma estirpe bacteriana, reduzindo custos. No entanto, a
co-imobilizacdo também pode reduzir alguns paradmetros metabdlicos como uso de
nutrientes e demanda de oxigénio entre as co-culturas pela competicdo intra-
espécies (HICKERT et al.,2014).

Os métodos de imobilizagdo ou encapsulagdo de micro-organismos
dependem de varios fatores tais como: tipo de imobilizado, finalidade de aplicagao
do imobilizado, tamanho das particulas ou granulos desejados, propriedades
quimicas e fisicas do imobilizado e da parede da particula ou granulo, da difusé&o
desejada, dos custos de producgéo e da escala de producéo (SUAVE et al.,2006).

Varios métodos estdo descritos na literatura: gelificacdo ionotrépica por
extrusdo, spray drying, spray cooling, coacervacéo, liofilizagdo, emulsificacdo entre
outras (AZEREDO, 2005; BUREY et al., 2008, CHAMPAGNE & FUSTIER, 2007;
CHEN & WANG, 2007; JOHN et al., 2011; LAOHASONGKRAM, 2011; SCHOEBITZ;
LOPEZ; ROLDAN, 2013; SILVA et al., 2014; SWARBRICK, 2004; ZANETTI, 2001).

A gelificacdo ionotropica por extrusdo € 0 método baseado na propriedade
de imobilizar solu¢cdo de polissacarideos em formato de gel em contato com uma
solucdo ibnica multivalente. O método envolve 3 etapas: 12 Etapa - incorporagéo de
uma solugao (imobilizado), no caso, 0 meio de crescimento microbiano, em uma
solugdo matriz de alginato de sodio. 22 Etapa - operagcdo mecanica da extrusao por
gotejamento a partir de uma pipeta ou seringa calibrada. 32 Etapa - estabilizagéo dos
granulos/esferas formadas pelo processo quimico de polimerizagcdo ou pelo
processo fisico — quimico (gelificacdo) em uma solucdo de cloreto de calcio (0,05 a
0,1M), sendo que o completo processo de gelificacao leva aproximadamente 20 — 30
min formando granulos de alginato de calcio complexados (BUREY et al., 2008;
CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996; SCHOEBITZ: LOPEZ ROLDAN, 2013;
SWARBRICK, 2004).

A imobilizagdo das células em matriz de alginato de sddio pode proporcionar
protecdo fisica, quimica e mecanica ao core do granulo, onde o polimero atua como
uma camada protetiva, isolando a parte central ou gota contendo os micro-
organismos dos estresses ambientais. Devido a capacidade se dissolver esta
membrana pode liberar paulatinamente o conteudo interno, aumentando o tempo de
atuacdo dos micro-organismos de interesse (SCHOEBITZ; LOPEZ; ROLDAN, 2013:
SILVA et al., 2014).
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As células imobilizadas podem trazer beneficios ao agricultor, uma vez que,
na semeadura, o tratamento de sementes com defensivos agricolas pode diminuir a
viabilidade celular com o uso da inoculagdo diretamente sobre a semente. Outro
ponto a ser salientado € que no atual processo de inoculagdo, a inoculacdo deve
ocorrer antes do plantio, necessitando de condigbes de homogeneizacdo que nao
podem ser realizadas no mesmo local da semeadura, dificultando a logistica da
atividade. Tal acdo exige do agricultor um esforco maior, destinando mao de obra
especifica para esta atividade, além do fato de que sementes inoculadas e nao
plantadas n&o podem ser reaproveitadas, onerando ainda mais a atividade agricola.

Com a imobilizac&o, o plantio pode ocorrer concomitantemente a inoculagéo,
ou seja, diretamente associada a plantadeira, ndo necessitando de homogeneizacao
prévia e as esferas ou granulos liberariam as bactérias paulatinamente durante o

crescimento vegetal, aumentando as chances da efetiva associacéo.

2.5 CARREADORES

O carreador de um inoculante € geralmente composto de material
conveniente e econdmico que tem a capacidade de liberar lentamente células
viaveis em excelente qualidade fisioldgica, contendo uma ou mais estirpes
bacterianas. O papel mais importante dos inoculantes é prover um microambiente
apropriado para que a sobrevivéncia dos micro-organismos possa ser prolongada no
solo, além de provisdo de nutricdo (BASHAN, 1998b; BUREY et al., 2008; REETHA
et al., 2014, TREVORS et al.,1992).

O carreador compde a maior fragdo do inoculante (volume ou peso) e os
materiais que compdem os carreadores podem variar, podendo apresentar-se na
forma em pd, granulado, pastoso ou liquido (BASHAN, 1998a). Segundo Bashan
(1998b) os carreadores devem apresentar as seguintes caracteristicas: ser estéreis
ou ter possibilidade de serem esterilizados, apresentar uniformidade quanto ao
tamanho e forma, apresentar grande capacidade de absor¢do de agua, no caso dos
carreadores umidos devem ser faceis de fabricacdo ou de mistura e permitir a
adicdo de nutrientes, com facilidades para o ajuste de pH e viabilidade econémica.

O inoculante e seu carreador devera ser atoxico, biodegradavel e nao
poluente, devendo minimizar os riscos com a dispersao das células no ambiente. Em

termos de estocagem ou tempo de prateleira, os carreadores devem assegurar aos
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micro-organismos um tempo de vida prolongado (1 ou 2 anos em temperatura
ambiente) para garantir a logistica na distribuicdo a partir do fabricante € minimizar
os custos de producdo. Na lavoura, 0 carreador devera permitir facilidade de
manuseio, adaptando-se a qualquer equipamento agricola, permitindo uma rapida e
controlada dispers&o dos micro-organismos no solo.

Os carreadores podem ser divididos em 3 categorias:

1) Solos: turfa, argila, carvéo e solo inorganico (SINGH & SHARMA, 1973;
SMITH,1995);

2) Residuos vegetais: compostos organicos, palhada, residuos de fezes
animais, 6leo vegetal (ISWARAN et al.,1972; KREMER & PETERSON,1982);

3) Materiais inertes: vermiculita, rocha fosfatica moida, rocha calcaria moida,
gel de poliacrilamida e esferas de alginato (DOMMERGUES et al,1979;
SOUGOUFARA et al.,1989; PAAU et al.,1991).

26 TURFA

A turfa € um material organico complexo tipo solo, formado a partir da
decomposicdo de musgos ou material vegetal carbonizado (BASHAN, 1998b), que
assegura a manutencdo das atividades metabdlicas pelas bactérias e sua
multiplicacdo durante o periodo de estocagem pela grande capacidade de
manutencao e adsorg¢ao de agua (KALJEET; KEYEO; AMIR, 2011).

Apesar de 0 seu uso ser amplamente recomendado, a turfa como carreador
tem o inconveniente de apresentar grande variabilidade na qualidade, devido a sua
composicdo ser de um complexo de materiais organicos cuja extracdo acontece a
partir de diferentes jazidas. Esta caracteristica pode afetar expressivamente o
produto final e causar dificuldades na dosagem e nas condi¢des de estocagem (VAN
ELSAS & HEIWJEN, 1990), além de diferencas entre as bateladas do mesmo produtor
ou de produtores de inoculantes (BASHAN, 1998a).

Segundo Huber et al. (1989), a turfa proporciona baixa capacidade de
protecdo as bactérias diante de estresses fisicos impostos pela estocagem,
principalmente variagbes na temperatura, reduzindo o crescimento vegetal. Sua
composicéo exclusivamente organica tem maior propensao as contaminacgdes, o que
diminui a vida util do inoculante (VAN ELSAS & HEIJEN, 1990; OLSEN ef a/.,1994).

A esterilizagao pelo tratamento com altas temperaturas poderia liberar substancias
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toxicas para as bactérias, reduzindo a sua viabilidade (BASHAN, 1998; BASHAN;
DE-BASHAN; etal., 2014).

Outro ponto, a adicdo de compostos adesivos para aumentar a aderéncia
das particulas de inoculantes turfosos as sementes, € uma pratica amplamente
difundida no campo, porém adiciona mais tempo e trabalho ao processo de plantio
(SMITH,1997).

No entanto, a turfa continua a ser o carreador mais utilizado mundialmente
para a fabricacdo de inoculantes. Kaljeet et al. (2011) relataram que a turfa foi a
mais eficiente comparada a outros carreadores (casca de arroz e caulinita) para a
manutencao da maior populacdo de Rhizobium. A turfa também foi mais eficiente na
manutencdo de Bacillus PZ9 (SZCZECH; MACIOROWSKI, 2016) entre outros

trabalhos.

2.7 ALGINATO

O alginato € um polimero linear sem ramificacfes contendo residuos p (1°-4)

do &cido D-manurdnico ligados a residuos a(1”4) do &cido L-glucor6nico (Figura 1).

FIGURA 1. ESTRUTURA QUIMICA DO ALGINATO

HOOC OH /
n
GG

MGM
FONTE: Cook et al. (2012).

O alginato é um material atoxico, consistente em qualidade, praticamente
estéril e biocompativel com micro-organismos, pode ser dissolvido na agua ou em

meio de cultura bacteriano e em contato com cations divalentes como Ca+ ou Mg+
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forma granulos ou esferas de hidrogel onde a presenca de sequéncias de residuos
glucorénicos € necessaria para que apresentem esta capacidade (BUREY et al.,
2008; JOHN et al., 2011; SCHOEBITZ; LOPEZ: ROLDAN, 2013). As concentracdes
de alginato no hidrogel podem variar de 1-8% (p/v) e a temperatura de trabalho de 0
a 80°C (BUREY et al., 2008; CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996).

O alginato pode ser obtido através da extracédo/digestéo de folhas de algas
marrons como:. Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, Laminaria hyperborea e
Elkonia cava de outras diversas espécies, e estas espécies podem variar em
tamanho, forma, porcentagem e qualidade do alginato que produzem (CASSIDY;
LEE; TREVORS, 1996). O alginato também pode ser extraido da superficie de
algumas bactérias: Pseudomonas sp. € Azotobacter sp. (FETT et al.,1989; HAY et
al., 2010; NEHRA; CHOUDHARY, 2015; NUNEZ et al., 2000).

O tamanho das esferas pode variar de 1 a 6 mm (Macrogranulos) e 50-200
MM (Microgranulos) e podem apresentar uma concentragdo de células bacterianas
variando entre 10% a 10" UFC.mL' (BASHAN; DE-BASHAN; et al, 2014;
SCHOEBITZ; LOPEZ; ROLDAN, 2013). Chuang et al. (2017) citam que a
performance dos granulos encapsulados depende de seu formato e tamanho.
Segundo Ogbonna et al. (1991) quanto menor o tamanho da esfera ou gréanulo,
melhor sera a difusdo de oxigénio, nutrientes e metabdlitos que permitem a melhor
sobrevivéncia e viabilidade celular. Porém agricultores relatam que o tamanho ideal
dos granulos deve ser similar ao das sementes para ser usado diretamente na
plantadeira (SCHOEBITZ; LOPEZ; ROLDAN, 2013).

Nos ultimos anos, varias formulagdes experimentais baseadas neste
polimero foram relatadas na literatura (BASHAN, 1998, BERNINGER; MITTER,;
PREININGER, 2016; REETHA ef al., 2014). Outros trabalhos relatam o uso deste
polimero acrescido de algum aditivo (NEHRA; CHOUDHARY, 2015; REETHA et al,,
2014; SCHOEBITZ; LOPEZ; ROLDAN, 2013; SIVAKUMAR; PARTHASARTHI;
LAKSHMIPRIYA, 2014).

Como vantagens do uso de polimeros a base de alginato pode-se citar:
Protecdo das células bacterianas contra estresses abidticos; Liberacdo gradual de
células bacterianas no solo durante a degradacéo do polimero concomitante com a
germinacdo e emergéncia das plantulas; Armazenagem a seco em temperatura
ambiente por periodos prolongados; Especificacdo do inoculante, a formulagdo pode

conter meio de cultura especifico correlacionado com a estirpe encapsulada para a
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melhor manutencao da mesma; Adicao de nutrientes na tentativa de prolongamento
da vida util das bactérias e nutricdo das plantas, entre outros (BASHAN, 1998;
VASSILEV et al., 2015).

Porém, apresentam como desvantagens o fato de que, a producéo destes
polimeros é ainda cara comparada com a turfa, requerem para a fabricacdo
equipamentos e condi¢des especificas além de possuir inconstancias nos resultados
laboratoriais € a campo (SMITH,1997; O'CALLAGHAN, 2016; VASSILEV ef al,
2015).

2.8 ACIDO HUMICO

As substancias humicas sao produtos finais de decomposicdo microbiana e
degradacédo quimica da biota morta nos solos (ASLI & NEUMANN 2010; SCHIAVON
et al., 2010) e séo consideradas as moléculas orgéanicas naturais mais abundantes
na Terra (SIMPSON ef al., 2002). Possuem varias fun¢des no solo e na planta, como
o controle na disponibilidade de nutrientes, troca de carbono e oxigénio entre o solo
e a atmosfera e a transformacdo e transporte de produtos quimicos toxicos
(BERBARA & GARCIA, 2014; PICCOLO & SPITELLER, 2003).

Além disso, substancias humicas nos solos afetam a fisiologia da planta e a
composicdo e funcdo dos micro-organismos da rizosfera, podendo afetar
diretamente o crescimento das raizes, especialmente o surgimento das raizes
laterais e a proliferagdo de sitios mitéticos radiculares (CANELLAS et al., 2002,
NARDI et al., 2009; VARANINI & PINTON, 2001).

O acido humico, principal componente das substancias humicas é soluvel
em meio basico, € extraido do solo por solugdo alcalina diluida e precipitado em
meio 4cido (BERBARA & GARCIA, 2014; STEVENSON, 1994). Possui alto peso
molecular com natureza coloidal, tendo na sua composi¢ao 56% de carbono, 8,3%
de hidrogénio, 36,7% de oxigénio € 2,6% de nitrogénio, cujas particulas apresentam
tamanhos diferentes (60% das particulas apresentam tamanho médio de 5 mm e
40% entre 0,04 - 0,5 mm), indicando que as bactérias podem utilizar essas
particulas submicrométricas para sua sobrevivéncia imediata (NARDI et al., 2009;
REETHA et al., 2014; YOUNG et a/.,20086).

Em trabalhos de avaliagdo de encapsulamento com alginato de soédio

aditivado com o acido humico, Reetha et al. (2014) obtiveram a maxima de
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sobrevivéncia de Azospirillum lipoferum. Young et al. (2006) observaram uma
macroesfera mais porosa pela presenca de acido humico como aditivo. Esta maior
porosidade proporcionaria mais espaco, além de nutrientes que facilitaram a
multiplicacdo bacteriana no meio encapsulado.

Apesar de apresentar grandes beneficios, Sivakumar et al. (2014) relataram
a manutencdo da viabilidade celular de Bacillus megaterium por 5 meses. No
entanto, observaram também, um maior grau de contaminacao das esferas quando

o acido humico foi acrescentado em relacdo aos demais aditivos estudados.
2.9 TREALOSE

A trealose € um dissacarideo nao redutor em que as duas unidades de
glicose estdo ligadas por uma ligacdo a,a-1,1-glicosidica. Outros acuUcares servindo
como fonte de energia e carbono (glicose, sacarose, maltose, melaco e glicerol) sdo
frequentemente usados no processo de liofilizagcdo ou criopreservacado bacteriana
com grande sucesso (GARCIA-FRAILE; MENENDEZ; RIVAS, 2015).

Na literatura, estd bem caracterizado o papel protetivo da trealose sobre
proteinas e membranas celulares, impedindo a inativacdo ou desnaturacdo das
mesmas, causada por uma variedade de condicdes estressantes, incluindo
dessecacado, desidratacdo, calor, frio e oxidagdo (ELBEIN et al., 2003; GARCIA-
FRAILE; MENNDEZ; RIVAS, 2015).

Aléem de fonte energética, a trealose acumulada em niveis extremamente
altos em leveduras tolerantes a dessecac¢ao, tem sido usada com grande sucesso ha
protecdo de bactérias contra os danos causados pelo processo de liofilizacéo.
Células de E. coli congeladas com 100 mM de trealose apresentaram sobrevivéncia
maior que 75% apoOs a reidratacdo, comparada com 10% das células congeladas
sem o tratamento (LESLIE et al.,1995).

A trealose, em leveduras e plantas, também pode servir como uma molécula
de sinalizacdo para direcionar ou controlar certas vias metabdlicas afetando o
crescimento. Segundo Elbein et al. (2003) muitos destes organismos inferiores
(bactérias, fungos e leveduras) produzem e armazenam trealose, durante estresses

ambientais, em torno de 10% a 20% do seu peso seco.
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Os efeitos do uso de trealose como aditivo na formulacdo de inoculantes em
base de hidrogel ainda ndo foram relatados, sendo estes, parte dos objetivos deste

trabalho.
2.10 OUTROS ADITIVOS

Outros aditivos podem ser usados para prolongar a vida Util das bactérias.
Porém, a eficiéncia dos mesmos é dependente de varias condicdes como o tipo da
estirpe usada no inoculante, a técnica de fabricacdo, tipo de carreador, tipo de
planta, tipo de solo a ser inoculado entre outros.

Um aditivo comumente adicionado as formulacdes de rizébios é a sacarose
gue significativamente aumenta a sobrevivéncia de estirpes de, além de outras
BPCV em até 6 meses (TAURIAN et al., 2010). Singleton et al. (2002) e
Manikandan et al. (2010) observaram aumentos na viabilidade celular quando o
glicerol foi adicionado. Outros aditivos como CMC (Carboximetilcelulase), goma
arabica e polivinilpirolidona (PVP) também foram relatados (BASHAN et al., 2014;
DEAKER et al.,, 2011; SINGLETON et al.,2002; VIJI et al.,2003). O leite em po6
desnatado e o amido também foram usados como aditivos para o aumento da
sobrevivéncia celular (REETHA et al., 2014; SZCZECH; MACIOROWSKI, 2016).

Varios estudos tém sido realizados a fim de aumentar o niumero de opcdes
de inoculantes no mercado. Estes estudos visam oferecer produtos com pregos
competitivos e mais eficazes no que diz respeito a proporcionar maior tempo e
gualidade de sobrevivéncia das BPCV e consequentemente promover maiores

incrementos na produtividade das culturas.

3 MATERIAL E METODOS
31 MANUTENCAO E CULTIVO DA CEPA BACTERIANA

A bactéria A. brasilense Ab-V5 foi mantida por sucessivas passagens em
meio solido NFb-Lactato e em estufa de crescimento a 28 °C. O pré-inéculo foi
preparado retirando-se uma coldnia da bactéria e transferindo-a para 5 mL de meio
NFb-Lactato em tubos falcon de 50 mL, mantidos a 32 °C em uma incubadora tipo
shaker a 120 rpm. Apds 24 h, transferiu-se 1 mL de pré-inéculo para um erlenmeyer

de 125 mL contendo 50 mL de meio NFb-Lactato, constituindo o in6culo, também
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mantido em incubadora tipo shaker por 20 h a 120 rpm e 32 °C. O crescimento
celular em fase logaritmica foi quantificado por turbidimetria em 600 nm, em
espectrofotdbmetro BEL Photonics — 2000UV.

A cultura celular foi centrifugada sob refrigeracéo (4 °C) durante 10 min a
8720 rpm. O sedimento celular foi cuidadosamente lavado com 10 mL de solugéo de
NaCl (0,8%) e ressuspenso em 1 ml de solu¢do peptonada (1%). Para todos os
tratamentos foram utilizados uma solugdo final contendo 10° UFC.mL' de A.

brasilense.
3.2 ENCAPSULAMENTO E FORMULAQAO DA BASE DO GEL BIOINOCULANTE

A encapsulagao de células de A. brasilense em macrogranulos foi realizada
segundo o protocolo proposto por Reetha et al. (2014) com modificagdes usando o
método de extrusdo. A obtencdo de macrogranulos foi realizada sob condi¢des
estéreis num fluxo de ar laminar, onde a propor¢cdo de componentes do
encapsulamento foi de 2:1, sendo que para cada 2 mL de solucdo de alginato de
sodio (3%) usado, foi adicionado 1 mL da suspens&o de bactérias A. brasilense.
Quando o aditivo foi adicionado esta proporgéo foi de 2:2:1, isto é, para cada 2 mL
de solucdo de alginato de sddio (3%) usado, adicionou-se 2 mL de solugdo de
aditivo (acido humico 0,8% ou trealose-0,1M; 0,5M e 1M) e 1 mL da suspensédo de
bactérias A. brasilense.

ApoOs o processo de adicdo dos componentes, essa mistura permaneceu
sobre agitacéo suave durante 30 min em exaustor de fluxo laminar a fim da completa
homogeneizacdo. Em seguida, a mistura foi extrudida através de pipetas Pasteur,
dentro de um béquer contendo solucdo de CaCl2 0,1M estéril, agitando-se
suavemente e, em temperatura de 25°C £ 5.

Os macrogranulos foram mantidos em solu¢cdo de CaCl: durante 2 h para
obtencdo de granulos sdlidos e de tamanho homogéneo. A solugdo de CaCl: foi
drenada e as esferas lavadas 2 vezes com agua corrente esterilizada. Depois de
lavadas, as mesmas foram incubadas em meio NFb-Lactato, por 24 h em uma
incubadora tipo shaker a 120 rpm e 32°C, para permitir que as bactérias se
multiplicassem no interior dos granulos. Apds este periodo, as esferas foram
novamente lavadas 2 vezes com agua destilada, recolhidas e deixadas em fluxo de

ar por 30 min e aliquotadas em pacotes plasticos de 3 mm de espessura contendo
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aproximadamente 7 g de granulos cada. No total, foram confeccionadas 40 pacotes
de granulos de cada tratamento.

Como controle foi usada a turfa (Nitro1000™) inécua, onde 40 pacotes de
7g apods pesados e selados foram inoculados com 1 mL de solugcdo peptonada
contendo A. brasilense (10° UFC.mL™"). Todos os pacotes ou aliquotas contendo as
diferentes formulacbes foram armazenados em local seco, no escuro e com
temperatura de 21 £ 2°C.

Elaborou-se um delineamento experimental inteiramente ao acaso
consistindo de 6 diferentes formulac¢des (turfa (T); alginato de calcio (A); alginato de
calcio + acido humico (A + A.H); alginato de calcio + trealose 0,1M (A + 0,1 M);
alginato de calcio + trealose 0,5M (A + 0,5 M); alginato de calcio + trealose 1M (A +
1 M)). Para cada tratamento foi avaliada a sobrevivéncia de A. brasilense em 8
periodos de armazenagem diferentes (0, 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 30 dias) em triplicata,
totalizando 21 embalagens utilizadas para esta avaliagdo até a ultima data de
avaliacdo. A viabilidade das células de A. brasilense foi avaliada em 6 periodos de
armazenagem diferentes (0, 3, 7, 14, 21 e 30 dias) sendo que as embalagens

utilizadas nessa avaliacdo foram as mesmas da avaliagdo de sobrevivéncia.
3.3 INOCUIDADE DAS ESFERAS ENCAPSULADAS

Em testes preliminares foi observado um nivel alto de contaminagdo por
fungos e outras bactérias nas aliquotas durante 0 armazenamento, mesmo com
condicbes assépticas de manipulagdo. Por isso, optou-se por acrescentar 0
antibidtico, acido nalidixico (20 pg/mL) especifico para A. brasilense e o fungicida de

amplo espectro Maxim’s (0,01% v/v).
3.4 MENSURACAO DE TAMANHO E PESO DOS GRANULOS

As medidas diametrais dos macrogranulos foram obtidas com régua
graduada, e os pesos foram obtidos por pesagem em balan¢a analitica e expressos
em mm e mg, respectivamente. Esse procedimento foi realizado apds o

encapsulamento das células bacterianas com 3 repeticdes.



34

3.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

A eficiéncia de encapsulamento foi mensurada pela razdo entre o log da UFC
do dia 1 e o log da UFC do dia 0.

3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Com o objetivo de se verificar o aspecto da superficie externa e interna das
esferas compostas por diferentes carreadores, foi empregada a técnica de
microscopia eletronica de varredura (MEV), apds 30 dias de encapsulamento. Nesta
analise foi utilizado o microscopio eletronico de varredura, FElI Quanta 440, da
Central de Microscopia Eletrbnica da UFPR - Setor Palotina. As amostras, em forma
de esferas, foram submetidas a fixacdo com tampéo Cacodilato de sédio 0,2 M (pH=
7,2), seguida por desidratagcdo em concentracdes crescentes de etanol (50% por 15
minutos, 60% por 15 minutos, 70% por 15 minutos, 80% por 15 minutos, 90% por 15
minutos e 100% por 15 minutos). ApOs a desidratacdo, o sobrenadante foi
descartado e as esferas receberam 1,5 mL de acetona resfriada. As amostras foram
dispostas sobre o porta amostra contendo uma fita de carbono dupla face, sendo as
amostras posteriormente secas e metalizadas com uma fina camada de ouro na
superficie (metalizacdo). As micrografias foram obtidas em diversos aumentos em

modulo BSE (backscattering) utilizando detector de elétrons retro espalhados.
3.7 ESPECTROMETRIA DE RAIOS X POR ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

Foi utiizada a ferramenta EDS acoplada ao MEV para analise
semiquantitativa dos teores dos elementos quimicos contidos na superficie das
esferas carreadoras. Para isto, foi utilizado o equipamento Penta FET Precision da
OXFORD INTRUMENTS.

3.8 AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA DAS CELULAS VIAVEIS OU CONTAGEM
MICROBIANA

Para a avaliacio da taxa de sobrevivéncia das bactérias pos-
encapsulamento, foi realizada a contagem microbiana pela eluicdo e diluicdo dos
macrogranulos nas datas 0 (dia do encapsulamento), 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 30 (dias

ap0s o encapsulamento) dias. Trés pacotes contendo aliquotas do bioinoculante ou
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macrogranulos, de cada tratamento, foram abertos em cada data de avaliacdo. De
cada aliquota, foram tomados 10 granulos e estes, dissolvidos em tubos do tipo
Falcon contendo 10 mL de tampéo de fosfato de potassio (0,25 M, pH 6,8 £ 0,1). Os
tubos foram mantidos em estufa tipo B.O.D. durante 16 h - 24 h a 30 £ 2°C. Apos
este periodo e para a completa dissolugdo dos granulos, os tubos foram agitados
durante 1 min em vortex. As diluicbes seriadas (10x) e o plagueamento foram
realizados seguindo o protocolo de Romeiro (2001), através da contagem de

colonias bacterianas visiveis em placas em agar nutriente apds 24h de inoculagao.
3.9 CONFIRMACAO MOLECULAR DA PRESENCA DA ESTIRPE A. brasilense

A confirmacdo molecular da espécie bacteriana foi realizada por
amplificagdo, pela PCR, de uma regido de 648 pb pertencente a regi&o do rDNA
16S, especifica para A. brasilense utilizando o par de primers Azo16SF (5'-
GCGGTAATACGAAGGGGGCKEF-3) e Az016SR (5-
TTGTCACCGGCAGTTCCACCAG-3) (Shime-Hattori et al., 2011).

Amostras bacterianas foram tomadas randomicamente no dia do
encapsulamento (Dia 0) e nas colbnias bacterianas epifiticas obtidas apos a
inoculagao e crescimento vegetal nos diferentes periodos de armazenagem (1, 3, 5,
7,14, 21 e 30 dias).

Uma unica colbnia bacteriana, obtida apds crescimento em meio NFb — L foi
transferida para um microtubo de PCR e ressuspendida em 20 pyL de agua ultra
pura. As células foram lisadas por aquecimento a 96°C por 6 min. O sobrenadante
foi separado do lisado celular por breve centrifugacéo. A PCR foi realizada em um
volume de 20 uL, utilizando 2 uL do DNA, Tampéo de PCR 1x, 1,5 mM de MgCl2, 0,4
mM do mix de dNTP, 1 unidade da Tag DNA Polimerase (4G Pesquisa e
Desenvolvimento) e 0,2 uM de cada primer. A reacéo foi realizada em termociclador
Bioer Life Express modelo MJ96, as condigbes de ciclagem foram: desnaturagdo
inicial de 94°C por 3 min, seguida de 25 ciclos de 94°C por 30 s, 58°C por 1 min,
72°C por 1 min, com extensao final de 72°C por 5 min. Os produtos de PCR foram
visualizados em géis de agarose a 1,5% corados com brometo de etideo a 0,5
HMg/mL em Tampéo TBE 1x (Tris-base 90 mM; acido bérico 90 mM; EDTA 2 mM pH
8,0) e foto documentados em equipamento Loccus Biotecnologia L.PIX. Foi utilizado

padréo de tamanho molecular de 100 pb (NorgenTM).
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3.10 VIABILIDADE E LIBERAGAOQ DE A. brasilense APOS INOCULACAO DE
SEMENTES DE TRIGO

Para o ensaio in vitro, 40 sementes do gendtipo de trigo (Triticum aestivum
L.) cv COODETEC (CD 104) foram lavadas segundo protocolo sugerido por Camilios
— Neto et al. (2014) com alcool 70% por 30 s, solucéo de hipoclorito acidificado por 5
min (em agitacdo), seguidas por 3 lavagens em agua destilada e autoclavada e
mantidas por 3h em estufa tipo B.O.D a 30 + 2 °C. Em seguida, as sementes
novamente foram deixadas em solugdo de hipoclorito acidificado, por mais 5 min e
transferidas para solucéo de perdxido de hidrogénio (35%) por mais 5 min, seguidas
por 3 lavagens com agua destilada e autoclavada.

Depois de lavadas, as sementes foram dispostas em placas de agar-agua e
mantidas em estufa tipo B.O.D a 30 + 2 °C por 3 dias para germinagao.

Tubos de ensaio contendo 25 mL de agua destilada e com um suporte de 5
cm de bolinhas de polipropileno, foram preparados para a observacao do
crescimento das plantulas de trigo.

No 4° dia, procedeu-se a inoculacido das sementes, onde o inoculo foi
preparado a partir de 20 granulos diluidos em 3 ml de solucéo de fosfato de potassio
(0,25 M, pH 6,8 £ 0,1). Cerca de 20 sementes de trigo, pré-germinadas, foram
imersas no inoculo por 3 h e durante este periodo, incubadas em estufa B.O.D a 30
+2 °C.

Cada semente pré-germinada e inoculada foi transferida para os tubos de
ensaio e estas foram dispostas em sala de crescimento randomicamente
organizadas sob fotoperiodo de 16 h / 8 h de luz/escuro, respectivamente, com

temperatura de 25+ 2°C, por 7 dias.
3.11 AVALIACAO DA POPULACAO EPIFITICA BACTERIANA

A populacéo bacteriana encontrada epifiticamente aderida as raizes apds a
inoculacido das sementes e crescimento vegetal foi avaliada em triplicata, onde cada
tubo, contendo uma pléntula crescida por 7 dias, tiveram a parte aérea e radicular
separadas assepticamente. As raizes foram lavadas por 3 vezes em agua destilada
e autoclavada, acondicionadas em tubos contendo solugdo de NaCl (0,9%) e

levadas ao sonicador por 20 s. Da solugao salina, foram aliquotados 100 uL e feitas
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7 diluicGes em série. De cada diluicdo, foram plaqueadas 3 gotas de 5 ~L cada, em
meio NFb-Lactato solido. As placas foram mantidas em estufa tipo B.O.D. por 48 h a
30 £ 2°C. As contagens das unidades formadoras de colénias (UFC) obtidas foi

realizada em lupa estereoscopica (Quimis).

3.12 AVALIACAO DE BIOMASSA FRESCA E MENSURACAO DE TAMANHO DAS
PLANTULAS

O peso fresco e a altura das raizes foram obtidos com uso de balanca
analitica e régua graduada, em triplicata. As medidas foram expressas em mg e mm,

respectivamente.
3.13 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, os dados de UFC (Unidades formadoras de
colonias) expressos em exponencial de base 10, foram transformados em log de
base 10, para comparacdo usando o programa Microsoft Excel. Os dados foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa estatistico GENES (CRUZ, 2006) e
Sisvar (FERREIRA, 2008)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
41 ENCAPSULAMENTO DE A. brasilense EM MATRIZ DE ALGINATO DE SODIO

411 ASPECTOS MORFOMETRICOS DOS GRANULOS FORMADOS

No protocolo proposto para a producdo e obtencdo do encapsulamento da
cultura bacteriana, foi possivel observar a formacdo das esferas ou granulos
padronizados alguns segundos ap0s a mistura ser extrudida e entrar em contato

com o CacCl2 0,1M estéril, sob agitacdo constante (Figura 2).
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FIGURA 2. ASPECTO DAS ESFERAS DE INOCULANTES OBTIDAS ATRAVES DE DIFERENTES
CARREADORES.

V

Legenda: A: Turfa, B: Alginato, C: Acido huimico, D: Trealose 0,1 M, E: Trealose 0,5 M, F: Trealose
1M. Lado direito - luz incidente, lado esquerdo - contra-luz. Imagens obtidas através de lupa
estereoscoOpica, aumento de 15X. Observe o aspecto estriado em B, e o acimulo de granulos em C
(setas). Barra - 5mm.

Fonte: A autora (2017).

Os granulos encapsulados e empacotados mantiveram 0 mesmo aspecto
morfolégico ao longo do periodo de avaliagdo, mantendo a cor e o formato até o 30°
dia de avaliacdo. Excecéo foi o tratamento com trealose 0,5 M que apresentou uma
coloracdo escurecida por razdes desconhecidas. As aliquotas de turfa conservaram
0 mesmo aspecto durante todo o experimento. Algumas esferas apresentaram
estrias (Figura 2, B). No tratamento onde o &cido humico foi adicionado foi
observado um acumulo granular proveniente da deposi¢do do aditivo utilizado nesse
tratamento (Figura 2, C).

Diversos trabalhos tém relatado protocolos para o encapsulamento de células
bacterianas em matriz de géis biodegradaveis (BUREY et al., 2008; SCHOEBITZ et
al, 2016; ROY et al, 2015; SIVAKUMAR; PARTHASARTHI; LAKSHMIPRIYA,



39

2014). Os protocolos variam basicamente quanto ao equipamento e concentragao
do alginato de sodio usado, originando assim esferas de diferenciados tamanhos.

O aspecto estriado, observado nas esferas de alginato concordam com outros
trabalhos que observaram ranhuras na superficie dos granulos encapsulados
(BERNINGER; MITTER; PREININGER, 2016).

TABELA 2. ANALISE MORFOMETRICA DOS GRANULOS GERADOS COM O INOCULO DE A.
brasilense APOS 1 DIA DE ENCAPSULAMENTO.

Tratamento Peso (mg) Diametro (mm) E.E. (%)
A 37,7 a 43 a 59,0
A+ AH. 31,7 ab 3,7a 55,6
A+0,1M 16,7 c 33a 60,5
A+05M 27,3b 43 a 60,5
A+1M 30,0b 40 a 39,8

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

Os dados morfométricos dos granulos obtidos no 1° dia de encapsulamento
estdo demonstrados na Tabela 2. Foi observado um tamanho médio, avaliado pelo
didmetro individual das esferas variando entre 3,3 a 4,3 mm, porém as diferencas
nao foram significativas comprovando que o protocolo proposto foi competente para
gerar esferas ou granulos uniformes quanto ao tamanho.

Em relacdo ao peso, as aliquotas variaram entre 16,7 a 37,7 mg, sendo que
as aliquotas com alginato e acido humico apresentaram pesos maiores em relacéo
ao tratamento com trealose (Tabela 2).

A eficiéncia de encapsulamento revela que o protocolo apresentou uma
eficiéncia média de 556 a 60,5%. Excecdo foi o tratamento onde a trealose em
maior concentragao (1M) foi usada, diminuindo a eficiéncia em cerca de 15 a 20%.

Ivanova et al. (2005) relataram tamanhos de esferas formadas pelo protocolo
seguido variando entre 1 e 5 mm, e observaram que aumentando o tamanho da
esfera a porcentagem de sobrevivéncia das bactérias foi aumentada em 36%.

O protocolo usado neste trabalho foi de Reetha et al. (2014) com
modificagcdes e, os autores ao avaliarem o peso de granulos encapsulados em
alginato e alginato aditivado com acido humico obtiveram particulas de tamanho (1,3
a 3,2 mm) e peso (0,5 a 10,3 mg) menores aos encontrados neste trabalho,
explicados pelo tipo de equipamento de pipetagem usado durante a extrusdo da

solucéo.
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Na figura 3 estdo demonstradas as eletromicrografias do aspecto superficial
externo e interno das esferas de alginato e seus aditivos. Pode-se observar que as
superficies, interna e externa, séo irregulares. Os tratamentos formados somente por
alginato e alginato com acido humico mostraram um aspecto enrugado, indicando
possiveis invagina¢des e aumento de superficie, 0 que pode explicar uma possivel
correlagdo com o maior peso. Este resultado corrobora com os obtidos por outros
autores que observaram em microfotografia uma area bastante enrrugada e
ranhurada (BASHAN, 1986; SIVAKUMAR; PARTHASARTHI; LAKSHMIPRIYA,
2014).

Os tratamentos com adicdo de trealose apresentaram aspecto mais liso,
sem invaginacdes, de menor superficie, além disso, o tratamento com trealose 0,1M
apresentou maior porosidade, o que justificaria 0s menores pesos. Nas
eletromicrofotografias € possivel a visualizacido de bactérias aderidas a matriz,

demonstrando a presenca de estruturas celulares intactas (Figura 3).
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FIGURA 3. ELETROMICROFOTOGRAFIAS DO ASPECTO SUPERFICIAL EXTERNO E INTERNO
DAS ESFERAS.

A: Superficie externa, aumento de 120x. B: Superficie interna, aumento de 120x. C: Superficie
externa 1000X, D: Superficie interna, aumento de 1000X. 1. Alginato. 2. Alginato + Acido Humico
0,8% 3. Alginato + Trealose 0,1M; 4. Alginato +Trealose 0,5M e 5. Alginato +Trealose 1M.
FONTE: A autora (2017).
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Os dados obtidos com a espectrometria de raios X por energia dispersiva
(EDS) estdo demonstrados na Tabela 3. Esta técnica realiza a analise
semiquantitativa de EDS dos granulos, fazendo uma estimativa dos teores dos
elementos quimicos presentes nas superficies estudadas. Como resultados obtidos,
pode-se concluir que os tratamentos com aditivos apresentaram aumento de
carbono, de 20 a 33% em relacido ao tratamento apenas com alginato. Quanto aos
teores de K e Na, as estimativas apontaram uma diminui¢do na concentracio destes
elementos na presenca de trealose. O elemento Fe parece ter sido complexado
quando os aditivos foram acrescentados. O Cu foi observado exclusivamente no

tratamento com acido humico e o Cl parece estar associado a trealose.

TABELA 3. ESPECTROMETRIA DE RAIOS X POR ENERGIA DISPERSIVA (EDS).

Tratamento Elemento quimico (%)
C 0] Na Al Si K Ca Fe As Cu Br ClI
A 328 377 414 103 097 043 139 058 8,33 - - -
A+AH 424 356 3,82 - 0,18 0,11 3,74 - 13,5 0,17 0,48 -
A+01M 483 389 247 0,35 - 0,17 9,18 - 0,51 - - 0,13
A+05M 412 381 294 - - 0,15 10,4 - 6,75 - 0,43 0,09
A+1M 493 304 3,01 - - 0,33 9,87 - 6,61 - 0,39 0,19

Fonte: A autora (2017).

4.1.2 SOBREVIVENCIA DE A. brasilense NAS ESFERAS

Todos os tratamentos foram planejados para iniciar com uma populacéo de
10° UFC.mL" de A. brasilense. Porém, na contagem do dia inicial (dia 0) a
populagdo bacteriana observada foi de aproximadamente 10> UFC.mL" em todos
os tratamentos (Tabela 4). Este aumento foi encontrado também por Reetha et al.
(2014) que observaram um aumento inicial da populacdo em torno de 1000 vezes
(10" UFC.mL"" comparada com a 10° UFC.mL™).
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TABELA 4. POPULACAO BACTERIANA DAS ESFERAS NO DIA 0.

TRATAMENTO UFC (X10°% LOG

T 6430,0 12,8

A 7860,0 12,9
A+AH. 7860,0 12,9
A+01M 4710000,0 14,7
A+05M 7860,0 12,9
A+1M 6430,0 12,8

Fonte: A autora (2017).

Este maior crescimento bacteriano pode ser explicado pelo fato do protocolo
preconizar que, apds 0 processo de adicdo dos componentes da mistura, esta
solucdo permaneca sobre agitacdo suave durante 30 min a fim da completa
homogeneizagdo. Outro fator seria as bactérias encontrarem-se na fase logaritmica
de crescimento celular conforme curva de crescimento previamente realizada.

Na menor concentracdo de trealose usada (0,1M) houve um efeito de
aceleracao de crescimento antes do encapsulamento, maior do que a observada nos
outros tratamentos, provavelmente explicada pela maior fonte de energia. A maior
concentragao de carbono no meio encapsulado quando a trealose foi adicionada
como adjuvante foi confirmada pela EDS (Tabela 3).

A concentragdo intermediaria de trealose (0,5M) (Grafico 4) promoveu
inicialmente um maior crescimento de A. brasilense no meio da formulagcéo, 12% em
relagcao a turfa.

Os graficos 1 a 5 demonstram o0 numero de células bacterianas viaveis
encontradas nos granulos durante o periodo de armazenamento de 30 dias. A turfa
foi usada como controle por ser o carreador mais comumente utilizado pela industria
de inoculantes (BASHAN; BASHAN; et al., 2014).
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GRAFICO 1. DENSIDADE BACTERIANA OBSERVADA NAS ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO
3%.

11.5 * *
10.5
[0}
6.5
55
4,5
1 3 5 7 14 21 30
LOG ALGINATO 7,60 8,34 9,92 9,22 8,98 7,43 7,90
UFC ALGINATO (x109) 0,05 0,01 10,00 1,86 1,14 0,03 0,09
LOG TURFA 10,96 10,83 10,09 9,17 10,27 7,78 7,87
UFC TURFA (x109) 100,00 71,40 15,70 2,14 19,30 0,06 0,08

DATAS DE AVALIAGAO

*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

A populacdo bacteriana observada ao final do periodo de avaliacao foi 38%
menor que a inicial. No 14° dia foi observado um aumento no valor da UFC.mL-1em
torno de 11% em relacdo ao valor obtido aos 7 dias de armazenagem. Ao 30° dia de
avaliacéo, o tratamento com turfa manteve uma populacédo de 8x107UFC.mL-1.

Kaljeet et al. (2011) citam em um experimento avaliando a sobrevivéncia de
Rhizobium, que a turfa foi o Unico carreador que manteve 107 UFC.g-1 de inoculante
por até 8 semanas de armazenamento.

No encapsulamento com alginato de calcio, foi observada a presenca de
células bacterianas viaveis (UFC.mL-1) em todos os periodos de avaliacao,
sugerindo que o encapsulamento em alginato de calcio, ndo afetou o crescimento
celular. Porém, em todos os tratamentos aplicados houve uma diminuicéo
significativa no niumero de UFC.mL-1 24h ap6s o encapsulamento demonstrando que
a extrusao teve um efeito deletério ou estressante sobre a populacdo bacteriana.

Comparando a densidade bacteriana do dia 0 com o dia 1, quando somente
o alginato foi aplicado, observou-se uma queda acentuada das UFC.mL-1 de cerca
de 44% e de 35% se comparado a turfa no mesmo periodo de armazenagem.

ApO6s 5 dias a populacdo bacteriana encapsulada foi similar a turfa
demonstrando que houve crescimento celular dentro dos granulos. Todavia, o

encapsulamento ndo apresentou superioridade em relacdo a turfa em todos os
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periodos avaliados. Ao final da avaliacdo (30 dias de armazenamento) houve uma
diminuicdo de 38% em relagdo a populagéo inicial. Ao 30° dia, o tratamento com
alginato manteve uma populacao de 9x107 UFC.mL"1(Grafico 1).

Os resultados obtidos para o tratamento somente com alginato concordam
com os obtidos por Ivanova et al. (2005) que observaram diminuicdes maiores na
fase inicial pos extrusao (7 dias). Bashan et al. (2002) observaram que 0 processo
de microencapsulamento afetaria a sobrevivéncia bacteriana, matando muitas
bactérias, pela formacdo de um complexo entre o alginato de calcio com a
membrana celular bacteriana.

Porém, os resultados sao distintos aos obtidos por Reetha et al. (2014) que
observaram também a reducdo na populacdo microbiana em torno de 57% em
apenas 6 dias de avaliacdo, mas apos 30 dias esta populacdo aumentou para
15,67x109 UFC.mL-1.

GRAFICO 2. DENSIDADE BACTERIANA OBSERVADA NAS ESFERAS ADITIVADAS COM ACIDO
HUMICO 0,8%.

11.5

10.5

0 9.5

3 5

(eg

7.5
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55

4,5
1 3 5 7 14 21 30
-------- LOG AC. HUMICO 7,15 9,12 8,30 8,14 8,99 8,78 6,33
UFC AC. HUMICO 0,02 1,64 0,21 0,16 1,07 0,71 0,00

(x109)

-------- LOG TURFA 10,96 10,83 10,09 9,17 10,27 7,78 7,87
UFC TURFA (x109) 100,00 71,40 15,70 2,14 19,30 0,06 0,08

DATAS DE AVALIACAO

*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

O é&cido humico usado como aditivo no encapsulamento teve um
comportamento similar ao alginato onde a populagdo microbiana encontrada na turfa
foi 1,53 vezes maior que a populacdo das esferas encapsuladas com acido humico
de adjuvante apos o primeiro dia (Grafico 2). Houve um aumento na populacdo

microbiana observada aos 3 dias de 21% e apds este periodo houve a manutencao
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das UFC.mL" na casa dos 0,21 a 0,71x10° UFC.mL". No 30° dia de avaliacéo
houve um descréscimo na populacdo bacteriana em ambos os tratamentos (turfa e
alginato de calcio + acido humico), porém neste ultimo os valores foram maiores
cerca de 51% em relacdo a populacéo inicial (dia 0).

O método de encapsulamento tem grande efeito nos resultados de
sobrevivéncia bacteriana. A associacdo entre o alginato de sédio e o acido humico
foi avaliada por Young et al. (2006) que nao observaram a perda de microbiota
(2x108 UFC.g™" de esfera) ap6s 24h do encapsulamento ou mesmo apds 5 meses de
armazenamento.

Reetha et al. (2014) observaram, em protocolo similar, porém com
concentragdo de 2,5% de alginato de sédio, que a presenca de acido humico
promoveu a menor redugdo no numero de UFC.mL™" de A. lipoferum MAZ-3. Os
autores relatam que o efeito benéfico observado ocorreu pelo fato do acido humico
promover um aumento na porosidade, aumentando a oxigenacdo e acesso a
nutrientes, facilitando o metabolismo celular dentro dos granulos.

Os dados obtidos para a sobrevivéncia bacteriana ap6s encapsulamento e
tendo como aditivo a trealose em 3 diferentes concentracdes (0,1 M; 0,5 M e 1M)
estdo demonstrados nos graficos 3 a 5. As diferentes concentragdes promoveram
efeitos distintos sobre a microbiota encapsulada.

Na menor concentracdo de trealose utilizada (0,1M) foi observada uma
flutuagdo na populagdo bacteriana ao longo do periodo avaliado. Apos as 24h de
encapsulamento, houve uma queda acentuada das UFC.mL™" cerca de 40% em
relacdo ao dia 0 € 18% em relacdo a turfa no mesmo dia de avaliagdo. No entanto,
no 5° dia, a diminuicao foi maior ainda, correspondendo a perda em 19% em relac&o
ao 1° dia apds encapsulamento e 51% da populagdo original (dia 0). Este
decréscimo seria possivelmente explicado pela exaustdo da fonte de dissacarideos
usada no metabolismo bacteriano. No entanto, ao 30° dia a populacao bacteriana

ficou na ordem de 9x107 UFC.mL™" similar ao encontrado na turfa.
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GRAFICO 3. DENSIDADE BACTERIANA OBSERVADA NAS ESFERAS ADITIVADAS COM
TREALOSE 0,1M

FONTE: A autora (2017).

A partir do 1° dia a trealose 0,5M promoveu um comportamento inferior a
turfa no que diz respeito a manutencédo da sobrevivéncia bacteriana. Apds as 24h de
encapsulamento houve uma queda acentuada das UFC.mL-1 , comparando a
populacao inicial (dia 0), de cerca de 39% em relacdo ao dia anterior e 29% em
relacdo a turfa no mesmo dia de avaliacdo. Nas avaliacbes seguintes foi observada
uma tendéncia de decréscimos na sobrevida da microbiota encapsulada (3° ao 21°
dia). No entanto, no 30° dia a populacdo bacteriana ficou na ordem de 5x107

UFC.mL1similar ao encontrado na turfa (8x107 UFC.mL-1).
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GRAFICO 4. DENSIDADE BACTERIANA OBSERVADA NAS ESFERAS ADITIVADAS COM
TREALOSE 0,5M
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DATAS DE AVALIAGAO

*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

A maior concentracdo de trealose avaliada (1M) (Grafico 5) promoveu um
decréscimo significativo de cerca de 60% no nimero de UFC.mL-1 24h apls o
encapsulamento. Porém, foi observada uma tendéncia de aumento na sobrevida
bacteriana nas avaliacbes até o 21° dia de armazenagem, as UFC.mL-1 foram
significativamente maiores (41% e 12% em relacdo ao 1° dia da trealose e 21° dia da
turfa, respectivamente), com uma populacdo de 106 UFC.mL-l menor que a
encontrada na turfa (107 UFC.mL-1).

Este aumento deve ser explicado pela maior concentracdo de C presente
nesta concentracdo de acUcar que apds estresse aplicado pelo processo de
encapsulamento, acarretou em reserva energética promovendo um acréscimo ha
sobrevivéncia bacteriana nos periodos de avaliacdo (Tabela 3).

O’Callaghan (2016) citam que os maiores beneficios da presenca dos
aditivos nas formulacdes de encapsulamento seria oportunizar melhores condi¢cdes
as bactérias para suportar intempéries e alavancar o vigor celular uma vez liberada

da matriz.
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GRAFICO 5. DENSIDADE BACTERIANA OBSERVADA NAS ESFERAS ADITIVADAS COM
TREALOSE 1M
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DATAS DE AVALIACAO

*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

4.2 CONFIRMACAO MOLECULAR DA PRESENCA DA ESTIRPE A. brasilense

As bactérias crescidas nas andlises de sobrevivéncia bacteriana no dia do
encapsulamento, ou inoculacdo no caso da turfa, de cada tratamento foram
caracterizadas através da amplificacdo utilizando primers especificos para A.
brasilense. A presenca de um fragmento de 648 pb confirma que as col6nias
crescidas pertencem a esta espécie e estdo demonstradas nas bandas de 1 a 6 o
que confirma que o in6culo utilizado para dar origem as esferas foi composto por
bactérias Azospirillum brasilense (Figura 4).

Uma amostra das analises de viabilidade bacteriana, de cada tratamento, foi
retirada randomicamente e caracterizada pela analise de reacdo em cadeia da
polimerase e a presenca de fragmentos de 648 pb comprova que as bactérias
contidas nos granulos, e que inocularam as plantas pertencem a espécie A.

brasilense e estdo demonstradas nas bandas de 7 a 12.
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FIGURA 4. REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE DE A. brasilense

M 1 23 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 C

648p

LEGENDA: As bandas de 1 a 6 correspondem as amostras coletadas no 1° dia apés o
encapsulamento ou aliguotagem: M. Marcador de peso molecular 100pb. 1. Turfa; 2. Alginato; 3.
Alginato + acido humico; 4. Alginato + trealose 0,1M; 5. Alginato + trealose 0,5M; 6. Alginato +
trealose 1M; Bandas de 7-12 séo referentes as bactérias epifiticamente observadas: 7.Turfa (7 dias);
8. Alginato (7 dias); 9. Alginato + acido himico (21 dias); 10. Alginato + trealose 0,1M (14 dias); 11.
Alginato + trealose 0,5M (30 dias); 12. Alginato + trealose 1M (7 dias); C. Controle negativo.
FONTE: A autora (2017).

4.3 VIABILIDADE DE A brasilense = DURANTE O PERIODO DE
ARMAZENAMENTO

A quantificacdo da viabilidade de A. brasilense apdés 0 processo de
encapsulamento e tempo de armazenagem foi realizada com teste in vitro da
populacdo microbiana que realmente se associou ou populacdo bacteriana
epifiticamente aderida as plantulas de trigo.

Em todos os tratamentos avaliados, o encapsulamento pareceu ter um efeito
benéfico para a formacédo de uma populacdo que verdadeiramente se associara com
as plantulas e promova crescimento vegetal (Graficos 6 a 10).

A populacéo epifitica obtida no dia 0, de cada tratamento estd demonstrada

na Tabela 5.

TABELA 5. POPULAGCAO EPIFITICA DAS RAIZES DE TRIGO OBTIDAS NO DIA 0.
TRATAMENTO  UFC (X109 LOG

T 1,07 8,95

A 7,86 9,85
A+AH. 7,86 9,85
A+01M 7,86 9,85
A+05M 7,86 9,85
A+1M 1,07 8,95

Fonte: A autora (2017)

Para o dia 0, as popula¢des encontradas nos tratamentos turfa e trealose 1 M
sdo idénticas, uma vez que esses tratamentos foram iniciados no mesmo dia e

apartir do mesmo inoculo, porém sao diferentes das populagdes iniciais dos outros 4
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tratamentos. Os tratamentos alginato 3%, acido humico 0,8%, tralose 0,1 M e
trealose 0,5 M também apresentaram a mesma populacéo epifitica no dia O, porém a
trealose 0,1 M foi iniciada em dia diferente aos demais. O fato de todos os
tratamentos terem a mesma bactéria, e 0 seu comportamento nas plantas ser
semelhante explica a semelhanca no niumero de bactérias encontradas aderidas as
raizes das plantas. A contagem microbiana do numero de UFC foi adeugada na
base 109 para que os tratamentos pudessem ser comparados entre si, esses
mesmos numeros foram transformados em logaritimo.

A populacao epifitica de plantulas de trigo, quando o carreador usado foi a
turfa, variou de 109 a 107 UFC.mL-1 ao longo dos 30 dias de armazenamento. Esta
populacdo apresentou uma diminuicdo de 22% no 7° dia ap6s o encapsulamento. No
30° dia, a populacdo aderida as raizes de trigo foi da ordem de 7,87x107 UFC.mL-1
(Grafico 6).

GRAFICO 6. DENSIDADE BACTERIANA EPIFITICA ADERIDA AS PLANTULAS DE TRIGO APOS A
INOCULACAO COM ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO 3%

10,5

10,0

9.5

0

3 9.0

8.5

8 8.0

75

7.0

6.5
3 7 14 21 30
-------- LOG ALGINATO 8,14 8,20 8,85 8,96 8,87
UFC ALGINATO (x109) 0,15 0,19 0,79 1,00 0,79
-------- LOG TURFA 8,01 6,96 8,08 8,27 7,87
UFC TURFA (x109) 0,11 0,01 0,13 0,20 0,08

DATAS DE AVALIACAO

*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

O encapsulamento em matriz de alginato de calcio sem aditivos apresentou
uma populacdo epifitica superior a turfa em praticamente todos os periodos de
avaliacdo. Esta populacao foi 9% maior no dia do encapsulamento e 11% na ultima
avaliacdo realizada. No 30° dia, a populacdo aderida as raizes de trigo foi da ordem
de 7,9x108 UFC.mL-1 (Grafico 6).
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A populacéo epifitica de plantulas de trigo quando o carreador utilizado foi a
0 acido humico variou de 108 a 109 UFC.mL"1 ao longo dos 30 dias de
armazenamento. Esta populacdo apresentou uma diminuicdo de 17% no 7° dia em
relacdo ao dia O (Tabela 4), porém 15% superior em relacédo a turfa, também no 7°
dia apds o encapsulamento. No 21° dia, a populacdo aderida as raizes de trigo foi de
1,1x108 UFC.mL-1(Grafico 7).

GRAFICO 7. DENSIDADE BACTERIANA EPIFITICA ADERIDA AS PLANTULAS DE TRIGO APOS A
INOCULACAO COM ESFERAS ADITIVADAS COM ACIDO HUMICO 0,8%.

10,5
10,0
9,5
*
9.0
a 8,5
LL 8.0 M .
3 : | ) )
Q)
. 7,5
x
(0] 7,0
(0]
-1 6,5
6.0
3 7 14 21 30
———————— LOG ACIDO HUMICO 8,74 8,18 8,83 8,12 7,96
UFC ACIDO HUMICO
0,57 0,18 0,71 0,15 0,11
(x109)
———————— LOG TURFA 8,01 6,96 8,08 8,27 7,87
UFC TURFA (x109) 0,11 0,01 0,13 0,20 0,08

DATAS DE AVALIAGAO

*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

A populagédo epifitica de plantulas de trigo quando o aditivo usado foi a
trealose na menor concentracdo (0,1M) demonstra comportamento similar a turfa. As
avaliacdes dos 14° e 21° dias ap6s armazenamento apontaram para uma populacao
epifitica similar e inferior, respectivamente, a liberada pela turfa somente. No 30° dia,

a populacao aderida foi 11% superior (Grafico 8).
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GRAFICO S. DENSIDADE BACTERIANA EPIFITICA ADERIDA AS PLANTULAS DE TRIGO APOS A
INOCULACAO COM ESFERAS ADITIVADAS COM TREALOSE 0,1M.

10,5
10,0
9,5
6,5
3 7 14 21 30
———————— LOG TREALOSE 0,1M 8,25 8,09 8,03 7,96 8,83
UFC TREALOSE 0,1M
(x109) 0,19 0,14 0,12 0,10 0,71
———————— LOG TURFA 8,01 6,96 8,08 8,27 7,87
UFC TURFA (x109) 0,11 0,01 0,13 0,20 0,08

DATAS DE AVALIAGAO

*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

A trealose na concentracdo de 0,5M também promoveu um aumento na
populacédo epifitica das bactérias encapsuladas. Observa-se 0os maiores incrementos
aos 7°, 14° e 30° dias de avaliacdo, respectivamente 13%, 11% e 12%. Somente aos
21 dias apo6s o encapsulamento, houve uma diminuicdo no numero de bactérias
aderidas as raizes, porém de valor similar a turfa. As avaliacdes realizadas aos 14 e
21 dias apdés armazenamento apontaram para uma populacdo epifitica inferior, mas
similar do tratamento controle (turfa). No 30° dia, a populacdo aderida foi 10x108

UFC.mL-1 com a adicdo de trealose 0,5M maior que a encontrada na turfa (Grafico

9).
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GRAFICO 9. DENSIDADE BACTERIANA EPIFITICA ADERIDA AS PLANTULAS DE TRIGO APOS A

INOCULAGAO COM ESFERAS ADITIVADAS COM TREALOSE 0,5M.
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*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

A populacdo epifitica de plantulas de trigo quando o aditivo usado foi a

trealose na maior concentracdo (1M) demonstra um efeito potencializador deste

dissacarrideo principalmente até o 7° dia ap0s o encapsulamento. Apds esta data, o

nimero de UFC.mL-1 diminui em 20% em relagcdo ao dia do encapsulamento,

demonstrando que possivelmente a concentracdo de carbono e outros elementos

seja exaurida pelo rapido crescimento microbiano que entra num equilibrio. No 30°

dia, a populacdo aderida as raizes de trigo foi da ordem de 108 UFC.mL-L similar a

turfa (Gréfico 10).
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GRAFICO 10. DENSIDADE BACTERIANA EPIFITICA ADERIDA AS PLANTULAS DE TRIGO APOS
A INOCULAGCAO COM ESFERAS ADITIVADAS COM TREALOSE 1M.
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DATAS DE AVALIACAO

*Médias seguidas de asterisco diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
FONTE: A autora (2017).

Os resultados positivos para uma maior sobrevivéncia e viabilidade celular
encontrada nas formulagcdes com a maior concentracdo de trealose (Gréaficos 5 e 10)
apontam para um maior efeito protetor da trealose sobre proteinas e componentes
da membrana celular (LESLIE et al., 1995). Por outro lado, o melhor desempenho da
turfa em termos de numero de UFC.mL-1 em relacdo ao encapsulamento pode ser
explicado pela maior retencdo de umidade uma vez que durante o encapsulamento
pode ter havido perda de agua (KALJEET; KEYEO; AMIR, 2011). Outro fator, é que
a turfa proveria melhor oxigenacdo do inoculante, mas tem o inconveniente de
apresentar grande contaminacdo. Sem o uso de &cido nalidixico e fungicida nao foi
possivel a realizacdo das avaliagcdes no tratamento com a turfa.

Bashan et al. (2002) por outro lado citam que a matriz de alginato de calcio é
rica em agua (97-98%) e por isso ela falharia na protecdo celular. Schoebitz (2013)
demonstraram que a adicdo de amido ao alginato reduziu a concentracdo de agua
para 65% e significativamente melhorou a sobrevida bacteriana.

As analises moleculares das amostras randomicamente retiradas de
bactérias epifiticamente aderidas as raizes das plantulas confirmam a presenca de

Azospirillum brasilense como proveniente do in6culo usado (Figura 4).
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4.4 PROMOQAO DE CRESCIMENTO VEGETAL PELA INOCULAQAO DE
PLANTULAS DE TRIGO COM A. brasilense

Os dados para o comprimento de raiz das plantulas obtidas a partir de
sementes pré-germinadas inoculadas com as diferentes formulacdes nos diferentes
periodos de armazenamento estdo demonstrados na Tabela 6. Todas as plantulas
inoculadas com as diferentes formulagbes foram avaliadas apds 7 dias de
inoculacéo e n&o foi observado um comportamento de crescimento padréo para as
plantas relativo as diferentes formulacbes usadas ou relativo ao periodo de
armazenamento.

Plantulas controle, isto €, sem inoculacio, apresentaram tamanho médio de
32,7 a 77 mm de comprimento radicular e 16 a 38 mg de biomassa radicular nas
diferentes avaliagdes referentes aos distintos periodos de armazenamento.
Também, nas plantas controle avaliadas apo6s 3 € 14 dias do encapsulamento foram
observados os melhores resultados de comprimento de raiz (14° dia) e peso de
raizes (3° e 14° dia). Estes resultados refletem diferencas inerentes ao vigor das
sementes do gendtipo CD104, ja que as condi¢cbes de crescimento foram similares
entre todos os tratamentos e periodo de avaliagdo.

Quando a turfa foi usada como carreador na formulag&o, o crescimento da
parte radicular foi significativamente maior no dia da inoculacéo. Rekha et al. (2007)
observaram maiores acréscimos no comprimento radicular em alface quando
bactérias do género Bacillus sp. apresentavam-se livres no meio de inoculagédo em
comparacgao com o tratamento encapsulado.

A presenca do alginato e o encapsulamento por si s6 promoveram maiores
acréscimos no comprimento das raizes apds 7 € 21 dias. Em relagdo ao peso das
raizes, 0 encapsulamento promoveu 0s maiores acréscimos aos 7,14 e 21 dias de
armazenagem. Estes dados corroboram com os obtidos para a maior populacéo
epifitica encontrada aderida as plantulas de trigo, promovendo o0 crescimento da
parte radicular (Grafico 6).

O encapsulamento em alginato de calcio € o uso de aditivos como 0
acido humico apresentou peso de raizes maior apenas no 14° dia de armazenagem.
Sivakumar et al. (2014) relataram do efeito benéfico do acido humico sobre o
crescimento da parte aérea quando células de Bacillus sp. eram encapsuladas com

o acido humico. Young et al. (2006) citam que houve um aumento no comprimento
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das raizes (28%) e da parte aérea (33%), quando as sementes eram inoculadas com
107 UFC.mL" de B. subtillis adicionada com acido humico.

Quando a trealose foi usada como adjuvante a formulagdo do inoculante,
apenas as maiores concentragdes promoveram diferencas significativas em relagéao
ao comprimento radicular na primeira avaliacdo para peso e comprimento radicular
(trealose 1M) e na concentracédo de 0,5 M, o peso no 3° dia e comprimento da raiz
no 30° dia foram maiores em relacao aos demais.

No entanto, apesar da maior populacdo epifitica até o 7° dia de
armazenamento, esta n&o proporcionou incrementos no comprimento e peso
radicular das plantulas. Também, nenhum dos tratamentos obteve diferengas
significativas em todas as datas de avaliacdo para as variaveis comprimento e peso
de raiz, demonstrando que a promog¢ao de crescimento vegetal diretamente avaliada
na planta € passivel de ser modificada por outras variaveis, ndo correspondendo
efetivamente a populacéo bacteriana disponivel no solo.

Sivakumar et al. (2014), relataram que em sementes inoculadas com esferas
contendo Bacillus megaterium o maior efeito na promogao do crescimento foi pela
estirpe bacteriana usada e ndo propriamente a formulacdo na qual estas bactérias
estavam (turfa ou encapsuladas). Todavia, 0 encapsulamento nao reduziu a
viabilidade das UFC ao longo do periodo de armazenamento.

Apesar da literatura frequentemente demonstrar a eficacia laboratorial e em
experimentos em casa de vegetacdo da inoculagdo de sementes usando bactérias
promotoras de crescimento vegetal, ha uma caréncia de literatura relatando o
processo de encapsulamento e armazenamento destas bactérias, tendo em vista
que, em muitos experimentos as técnicas de encapsulamento e avaliacdo do efeito
de armazenamento ndo utilizam os mesmos parametros prejudicando a comparagao
entre 0s mesmos.

A formulagdo de inoculantes € 0 modo de aplicagdo a campo séo
plataformas puramente tecnoldgicas que se baseiam nos principios fundamentais da
microbiologia e na ciéncia dos materiais. Deste modo, a unificagdo destes campos
sera fundamental para a criacdo de novos bioprodutos de grande aplicagédo

agrondmica de modo sustentavel.
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Comprimento Radicular (mm)

DIA 0 DIA 3 DIA7 DIA 14 DIA 21 DIA 30
T 88,8 +0,70a 25,0 +0,40¢ 32,0 +0,43Dbc 32,7 +137c¢ 27,3 +0,25d 71,2 42,04 ab
A 448 +0150Db 438 +0,28Db 478 +139a 53,3 %1,14b 69,2 +1,08a 27,5 +0,35e
A+AH. 433 +0,120b 482 +0,53b 36,3 +0,53 abc 66,8 +1,02 ab 56,7 +1,57 ab 55,3 +1,90 bc
A+0,1M 25,7 10,20¢ 22,8 10,30¢ 43,3 40,49 ab 14,5 +0,23d 31,8 +0,64cd 48,7 +0,69 cd
A+05M 433 +0,120b 55,7 +0,38b 32,5 +0,41bc 25,3 10,12 cd 47,0 +1,34bc 79,8 +0,82a
A+1M 88,8 +0,70a 31,3 +041¢ 27,3 +0,70¢ 17,3 +1,27 cd 40,0 +0,89 bed 36,8 0,66 cde
Controle 457 +0,33 Db 69,3 +1,72a 46,0 +1,32 ab 77,7 094 a 440 +0,91 bed 32,7 +0,88de
Peso Radicular (mg)
DIA 0 DIA 3 DIA7 DIA 14 DIA 21 DIA 30
T 62,5 +0,00a 232 +0,01b 16,5 +0,01¢ 33,0 0,02 ab 29,5 0,00 bed 66,5 +0,01a
A 412 +0,01b 24,8 +0,00 b 38,2 0,02 a 47,8 +0,02 a 56,7 +0,01a 24,5 +0,01c¢
A+AH. 427 +0,01b 26,3 +0,01ab 35,8 +0,01ab 52,5 #0,01a 428 +0,01ab 46,0 +0,01ab
A+0,1M 19,5 0,00 ¢ 26,5 +0,01ab 32,0 0,01 abc 15,0 +0,01b 26,0 +0,00 cd 40,8 0,01 bc
A+05M 427 +0,01b 37,7 %0,01a 28,3 +0,01 abc 19,2 40,00 b 36,2 +0,01 bc 56,2 +0,01ab
A+1M 62,5 +0,00a 20,2 +0,00 b 26,5 +0,01 abc 19,3 +0,01b 42,0 +0,01b 61,5 +0,02 ab
Controle 38,8 0,00 b 23,0 +0,01b 18,7 +0,01 bc 40,5 +0,01a 16,2 +0,01d 242 +0,01c¢

*Médias seguidas de letras iguais nas diferentes formula¢des de inoculantes ndo diferem entre si pelo teste Tukey.

FONTE: A autora (2017).
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5 CONCLUSOES

Como conclus@es obtidas neste estudo tem-se que:

O protocolo de encapsulamento modificado com a concentracdo de alginato
de sédio a 3% foi capaz de gerar granulos homogéneos e sustentar o crescimento e
a viabilidade celular de A. brasilense por 30 dias;

A turfa continua sendo um excelente carreador para a populacdo bacteriana
mantendo melhor a sobrevivéncia das células bacterianas;

O processo de encapsulamento através do uso de alginato de sodio apesar
de promover as maiores perdas na sobrevivéncia bacteriana nos primeiros dias de
armazenamento, promoveu 0S maiores aumentos na viabilidade celular durante o
armazenamento;

O uso deaditivos na composicao dos formulados foi eficiente para melhorar a
viabilidade celular durante o armazenamento. Destaca-se a trealose 1M que
promoveu a maior populacéo epifitica até o 7° dia de encapsulamento;

O acido huamico foi eficiente para melhorar a viabilidade celular durante o
armazenamento até o 14° dia de armazenamento;

Apo6s 30dias de armazenamento, a densidade populacional das diferentes
formulagcdes estabilizou em aproximadamente 107 UFC.mL-1

Nenhum dos tratamentos obteve diferencas significativas em todas as datas
de avaliacdo, para as variaveis comprimento e peso de raiz demonstrando que a
promocao de crescimento vegetal diretamente avaliada na planta € passivel de ser
modificada por outras variaveis, ndo correspondendo efetivamente a populacao

bacteriana disponivel no solo.
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