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DESEMPENHO DE MUDAS DE ALFACE SOB DOSES DE INOCULANTE
BIOLOGICO SOLUBILIZADOR DE FOSFORO

Albert Lennon Lima Martins, Bruno Silva Melo?, Cynthia Lhourrana Santos Silva®, Hallefy Elias
Fernandes®, Adriano Sérgio Bernardo Queiroz®, Aloisio Freitas Chagas Jinior®

RESUMO:
O desenvolvimento de sistemas de cultivo com hortalicas visando a otimizagéo da produtividade tem exigido

esforcos no sentido de reduzir, ou até mesmo eliminar, deficiéncias do setor produtivo, como problemas
nutricionais e fitossanitarios das mudas. Diante disso, objetivou-se avaliar a capacidade do isolado de
Streptomyces em promover o crescimento de mudas através da solubilizacdo do fosfato em duas cultivares de
alface, em diferentes dosagens em substrato comercial. Para ensaio de solubilizacdo de fosfato in vitro foi
utilizado meio PCA adicionado de solugdo de KoHPO4 e CaCl,. O delineamento estatistico adotado foi o
inteiramente casualizado, com esquema bifatorial 2x5, totalizando 10 tratamentos com 4 repeti¢cdes. Foram
utilizadas as cultivares Grandes Lagos Americana e a Crespa Grand Rapids e cinco doses de inoculante de
Streptomyces ssp. (0, 75, 150, 225, 300 g de inoculante a base de Streptomyces ssp. para cada kg do substrato
comercial), sendo a unidade experimental constituida por dez plantas. As variaveis analisadas foram: altura de
plantula, massa fresca parte aérea, massa fresca radicular, massa seca parte aérea, massa seca radicular e
comprimento do sistema radicular. Quanto ao teste de capacidade de solubilizacdo de fosfato, o isolado UFT-
St07 apresentou indice de solubilizacdo de fosfato. As melhores doses do inoculante de Streptomyces ssp.
foram de 75 e 150 g kg do inoculante, para todas as variaveis analisadas em cultivar de alface americana
(Grandes Lagos Americana) e crespa (Crespa Grand Rapids). Conclui-se que o género Streptomyces € um
agente promissor a ser utilizado como biofertilizante no intuito de promover o crescimento de plantas de alface.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., actinobactéria, hortalicas.

PERFORMANCE OF LETTUCE SEEDLINGS UNDER DOSES OF PHOSPHORUS
SOLUBILIZING BIOLOGICAL INOCULANT

ABSTRACT:

The development of cropping systems with vegetables aiming at the optimization of productivity has made
efforts to reduce or even eliminate deficiencies of the productive sector, such as nutritional and phytosanitary
problems of the seedlings. The objective of this study was to evaluate the ability of the Streptomyces isolate
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to promote the growth of two lettuce cultivars in different doses on commercial substrates. For in vitro
phosphate solubilization assay PCA medium added with KoHPO4 and CaCl; solution was used. The statistical
design was a completely randomized design, with a 2x5 two-factor scheme, totaling 10 treatments with 4
replicates, cultivars were Great Lakes Americana and Crespa Grand Rapids and five doses 0, 75, 150, 225,
300 g kg* of product, being the experimental unit constituted by ten plants. The evaluated variables were:
seedling height, fresh aerial mass, fresh root mass, aerial dry mass and root dry mass and root system length.
As for the phosphate solubilization test, only one isolate UFT-St07 presented solubilization index. The best
doses were 75 and 150 g kg™ of product substrate for all variables analyzed in American lettuce (Crespa Grand
Rapids). It is concluded that the genus Streptomyces is a promising agent to be used as a biofertilizer in order
to promote the growth of lettuce plants.

Keywords: Lactuca sativa L., seedlings, vegetables.
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INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma das
hortalicas mais cultivadas no Brasil, por ser uma das
mais consumidas pelos brasileiros e apresentar
caracteristicas de boa adaptacdo, além de requerer
pequenas éareas para producdo. E uma cultura de
grande importancia socioeconémica, contribuindo
com a geragéo de emprego e a fixagdo do homem no
campo (Silva et al., 2017).

Esta cultura apresenta grande diversidade,
havendo cultivares repolhudas, lisas e crespas, além
das cultivares de folha solta lisa, crespa, roxa e tipo
romana. A alface tem constituicéo fisica fragil, sendo
sensiveis a ferimentos e a desidratacdo. Quando nédo
manuseadas com cuidado e sob umidade relativa
elevada, sua vida util fica limitada pela réapida
senescéncia (Silva et al., 2016).

Devido a alta perecibilidade da alface,
aumento populacional e com a maior conscientizacéo
da populacéo acerca da alimentacdo mais saudavel, o
consumo de hortalicas tem aumentado. Desse modo,
0 desenvolvimento de sistemas de cultivo com
hortalicas, visando a otimizacdo da produtividade,
tem exigido esforgos no sentido de reduzir, ou até
mesmo eliminar, deficiéncias do setor produtivo,
como problemas nutricionais e fitossanitarios das
mudas (Soares et al., 2010).

Nesse sentido, a solubilizagdo de fosfato por
microrganismos € importante, pois os fosfatos
naturais apresentam o inconveniente de possuirem
baixa solubilidade e, portanto, sdo pouco disponiveis
as plantas. Entre os microrganismos solubilizadores
de fosfato, as bactérias sdo encontradas em maior
numero e a solubilizacdo de fontes menos soltveis de
fosfato pode ocorrer em razdo da excre¢do de acidos
organicos pelos microrganismos que solubilizam
esses fosfatos por meio da acidificacdo do ambiente
(Massenssini et al., 2015).

Logo, a utilizacdo desses microrganismos
com acdo de biocontrole e/ou promocgdo de
crescimento vem sendo estudada como uma
alternativa viavel em sistemas de produgdo agricola,
visando a sustentabilidade econdmica e ecoldgica
(Sousa et al., 2009).

Exemplos de microrganismos com capacidade
de promoc¢édo do biocontrole e crescimento vegetal
sdo os pertencentes ao género Streptomyces. Eles
representam um grupo de bactérias gram-positivas,
da ordem Actinomycetales, os quais desempenham
um papel importante na promogdo do crescimento
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vegetal, decomposicdo de materiais organicos e
producdo de metabolitos secundarios de interesse
comercial. Esses microrganismos promovem 0
crescimento das plantas através da producdo de
siderdforos e/ou acido indol-3-acético. Também tém
sido amplamente utilizados para o biocontrole de
patdgenos fungicos do solo (Soares et al., 2010;
Gopalakrishnan et al., 2014).

Os genomas dos estreptomicetos carregam um
grande numero de agrupamentos de genes
responsaveis pela produgdo de metabdlitos bioativos,
como enzimas, toxinas, antibioticos, antitumorais e
antifangicos (She et al., 2016). Sendo assim,
Streptomyces sao bactérias potenciais na producao de
metabdlitos com grande importancia na agricultura.
No entanto, embora o uso de Streptomyces seja algo
aceitdvel e recomendado do ponto de vista
sustentavel, a quantidade de produtos registrados,
bem como suas recomendac@es, ainda é muito baixa
(Vurukonda et al., 2018), o que leva a necessidade de
estudos sobre os efeitos do microrganismo quando em
diferentes doses.

Diante disso, objetivou-se caracterizar o
isolado de Streptomyces sp. e avaliar quanto a
capacidade de solubilizacdo de fosfato e em promover
0 crescimento de mudas de dois cultivares de alface,
em diferentes dosagens.

MATERIAL E METODOS

Para o experimento de solubilizagdo de
fosfato, o isolado foi obtido do banco de
microrganismos do Laboratério de Microbiologia
Aplicada a Biotecnologia da UFT, Campus de
Gurupi. A cepa utilizada foi a UFT-St07. A fonte de
in6culo de Streptomyces sp., foi isolado de diferentes
amostras de solos de cultivo de regides do estado do
Tocantins e posteriormente foram identificadas por
meio de testes macro e micro morfoldgicos (Williams
etal., 1989).

Para o ensaio de solubilizagdo de fosfato in
vitro o isolado de Streptomyces sp. foi cultivado e
replicado em meio de cultura BDA, onde foram
incubados a 29 °C por sete dias. Foi utilizado 0 meio
Plate Cout Agar - PCA, ao qual foi adicionada uma
solugdo contendo 0,25 g L de K:HPOs e outra
contendo 1 g L* de CaCly, para a formagéo do fosfato
de célcio precipitado. Foi acrescentado o corante azul
de bromotimol no meio P-Ca, que teve como objetivo
a visualizacdo da alteracdo do pH do meio pelas
bactérias, em funcdo da alteracdo da cor do meio,
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ajustando-se o pH para 6,6 com o intuito de se formar
fosfato de célcio precipitado (Hara e Oliveira, 2004).

A partir do isolado previamente incubado
anteriormente, foram feitos discos de
aproximadamente 10 mm dos isolados em cada placa
de Petri. A incubacéo foi realizada em BOD a 28+1
°C. O experimento foi realizado com 6 repeti¢des. As
avaliacdes foram feitas com 48, 96, 144, 192, 240 e
288 horas apés a inoculagdo do isolado de
Streptomyces sp. sendo avaliado por um periodo de
12 dias. As medidas do diametro (®) dos halos de
solubilizacdo, percebido como uma éarea translicida
ao redor da coldnia, € as do ® das colonias foram
mensuradas utilizando um paquimetro digital. A
partir dessas medidas, foram obtidos os indices de
solubilizacdo de cada isolado por meio da férmula: IS
= @ Halo (mm) / ® Colonia (mm) (Hara e Oliveira,
2004). A partir do IS, o isolado de Streptomyces sp.
foi classificado como estirpes com baixa (IS < 2),
média (2 < IS <4) e alta solubilizagao (IS > 4) (Hara
e Oliveira, 2005).

Para o experimento conduzido em casa de
vegetacdo, 0 mesmo foi realizado na Universidade
Federal do Tocantins - UFT, Campus Universitario de
Gurupi, localizado a 11°43°45™" de latitude sul e
49°04°07 " longitude oeste, a 280 m de altitude, onde
o clima predominante é do tipo Aw, definido como
equatorial e inverno seco (Koppen, 1948) e o clima
regional ¢ do tipo BIWA ‘a’ imido com moderada
deficiéncia hidrica.

Para o preparo do inoculante a base de
Streptomyces sp. UFT-St07, o isolado foi colocado
para crescer em placa de petri contendo meio BDA
modificado e incubados a temperatura de 25 °C + 2
°C com fotoperiodo de 12 horas, por 5 dias, periodo
determinado para o crescimento das colbnias de
Streptomyces sp.

Sacos de polipropileno contendo 300 g do
arroz mais 300 mL de &gua destilada foram
autoclavados a 121 °C por 1 hora. Apds o
resfriamento, o arroz foi inoculado com dez discos de
5 mm de diametro com a cepa UFT-St07, contendo
micelios, esporos e meio BDA e incubados em
camera de crescimento tipo B.O.D. com temperatura
de 25°C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas por 15 dias.
A cada dois dias, o substrato contendo arroz foi
revolvido para facilitar a troca gasosa, a quebra dos
agregados miceliais e 0o aumento da esporulagao.
Apbs os 15 dias de incubacéo, o arroz foi peneirado
em peneira de malha de 2 mm e em seguida 0s
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esporos foram misturados em grafite como veiculo
para preparo do inoculante em pé.

A concentracdo de Streptomyces sp. do
isolado utilizado foi determinada pelo método de
diluicio em série através da quantificacdo de
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), onde foi
determinado utilizando-se 1 g de grafite em 10 mL de
agua esterilizada, seguida de agitacdo por 1 min., e
feitas as dilui¢Oes e plagueamento em placa de petri
contendo meio BDA. Foi utilizada no experimento
em media concentragdes de 1 x 109 UFC por grama
de grafite.

Apos a formulagéo do inoculante 0 mesmo foi
pesado nas doses 75, 150, 225, 300 g kg! de
inoculante e adicionado para cada quilo do substrato
e homogeneizado. O substrato utilizado possuia as
seguintes especificacbes técnicas: Composicdo: Turfa
de sphagnum, vermiculita expandida, calcario
dolomitico, gesso agricola e fertilizante NPK
(tracos); Potencial hidrogenionico (pH): 5,5 +/- 0,5;
Condutividade elétrica (CE): 0,7 +/- 0,3; Densidade:
145 kg/m3; Capacidade de Retencdo de Agua: 55%;
Umidade méxima: 50%; Produto ndo tdxico e de
Natureza Fisica solida.

O preparo do substrato, o preenchimento das
bandejas e a semeadura foram realizados no dia 25 de
maio de 2021 em bandejas de isopor com 200 células,
na profundidade de 0,5 cm, colocando-se trés
sementes no centro de cada célula da bandeja. O
desbaste foi realizado aos dez dias ap6s a semeadura,
deixando-se uma plantula por célula. As bandejas
foram alocadas em bancadas metalicas, irrigadas
manualmente duas vezes ao dia, pela manha e a tarde.

Para a execucdo do experimento utilizou-se
um delineamento inteiramente casualizado, com
esquema bifatorial 2x5, totalizando 10 tratamentos
com 4 repeti¢Bes, com duas cultivares Grandes Lagos
Americana e a Crespa Grand Rapids e cinco doses 0,
75, 150, 225, 300 g kg do inoculante, sendo a
unidade experimental constituida por dez plantas.

As variaveis analisadas aos 30 dias ap6s a
semeadura foram: altura de plantula (cm), tomando
como referéncia a distancia do colo ao apice da muda,
massa fresca parte aérea (MFPA), massa fresca
radicular (MFR), massa seca parte aérea (MSPA) e
massa seca radicular (MSR) e comprimento (cm) do
sistema radicular (CR). A altura de pléantula e o
comprimento do sistema radicular foram mensurados
com régua. Apos a coleta foi realizada a lavagem das
raizes. As massas frescas e secas foram medidas em
balanga analitica, com precisdo de quatro casas
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decimais (0,0001 g). Posteriormente, a parte aérea e
as raizes foram acondicionadas separadamente em
sacos de papel e mantidos em estufa de circulacéo
forcada a uma temperatura de 65 °C por 72 horas, para
determinacdo da massa seca parte aérea (MSPA) e
massa seca radicular (MSR).

Os dados foram submetidos a analise de
variancia, e quando significativos, para as doses foi
aplicado o teste de regressdo ao nivel de 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas pelo programa Sisvar®. Os gréficos foram
criados no programa SigmaPlot versao 10.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o experimento de laboratério, com base
nas caracteristicas fenotipicas observadas, o isolado
de Streptomyces sp. UFT-St07 apresentou
crescimento rapido e teve capacidade de acidificar o
meio com producdo de hifas filamentosas e
ramificadas (Tabela 1).

Oliveira (2003) descreve que actinomicetos
apresentam caracteristicas morfoldgicas variadas,
tornando possivel diferencia-los de outras bactérias
com facilidade. Algumas dessas caracteristicas sao
producdo de miceélio, o que faz com que apresentem
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aparéncia  pulvurulenta, producdo de hifas
filamentosas e ramificadas, e producdo de pigmentos.
Streptomyces pertencem aos actinomicetos, isto é,
bactérias gram positivas, as quais sdo encontradas
primordialmente no solo e suas colOnias exibem
coloracdes variadas, podendo ser identificadas por
sua morfologia opaca, rugosa e ndo disseminante
(Madigan et al., 2016).

Quanto a avaliacdo de solubilizacdo de
fosfato, que foi realizada por método quantitativo, foi
observado que o isolado (UFT-St07) apresentou
indice de solubilizacdo, sendo um indice médio, isto
é, entre 2 e 4 (Tabela 1).

Em relacdo a solubilizacdo de fosfato os
resultados mostraram que o isolado apresentou indice
de solubilizacdo (Tabela 1), porém relatos afirmam
que bactérias solubilizadoras de fosfato possuem a
capacidade para converter a forma menos soltvel de
fésforo (P) em uma forma disponivel as plantas.
Pande et al. (2017) avaliaram oito isolados
bacterianos da regido de Nainital na india, obtendo
trés isolados com alta solubilizacéo de P. Além disso,
a andlise na sequéncia de genes destes trés melhores
isolados indicou que dois estavam intimamente
relacionados com Alcaligenes aquatilis e um com
Burkholderia cepacia.

Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas do isolado de Streptomyces sp.

Caracteristicas dos isolados

1
Isolados TC oH DC FC

EC Tr PH CM Gram IS

UFT-St07 R Ac > 2 C

E S S P + T

!Isolado da colecdo do Laboratério de Agro-microbiologia da UFT; 2TC - tempo de crescimento (R: rapido < 3 dias, L: lento > 3
dias); pH do meio (Ac: &cido, Al: &lcalino); DC - didmetro da colénia em mm; FC - forma da col6nia (C: circular); EC - elevacéo
da col6nia (P: plana, E: elevada); Tr - transparéncia (S: sim, N: ndo); PH - producéo de hifas filamentosas e ramificadas (S: sim);
CM - coloragio micélio (P: presente, A: ausente); Gram - Teste Gram (+, Positiva, -, Negativa). IS - indice de solubilizagio de P-
Ca [+, IS < 2 (baix0); ++, 2 < IS < 4 (médio); +++, IS > 4 (alto)].

A solubilizacdo de P pelas bactérias do solo
esta relacionado com a diminui¢do do pH do meio
pela liberacdo de &cidos organicos, sendo que estes
tém a capacidade de dissolver o P como resultado da
troca de anion de PO por anion &cido (Hara e
Oliveira, 2005). Um estudo realizado com
solubilizacédo de P por microrganismos, tanto fungos
quanto bactérias, foram isolados da rizosfera de
Feijdo-guandu (Cajanus cajan L. Mill sp.), foi
verificado que a maioria dos fungos reduziu o pH do
meio de 6,5 para valores entre 2,0 e 4,0, enquanto,
para as bactérias, a variacao foi de 4,0 e 6,5 (Souchie
e Abboud, 2017). Isso fez com que as maiores médias
de fosfato solubilizado fossem observadas com

fungos (122 mg L) do que com bactérias (15 mg L
Y- Além disso, os autores afirmaram que o teor de P
solubilizado depende do tipo de espécie e do tipo de
solo em que foram isolados (Souchie e Abboud,
2007). Para o experimento em casa de vegetacdo, a
andlise de regressdo (Figura 1) verificou
desenvolvimento positivo de ambas as cultivares ao
uso de inoculante, alterando a altura da parte aerea,
comprimento radicular, massa fresca parte aérea
(MFPA), massa fresca radicular (MFR), massa seca
parte aérea (MSPA) e massa seca radicular (MSR),
comparado com o controle. O maior valor observado
em todas as varidveis analisadas foi com a dose em
torno de 150 g kg™ de substrato.
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Figura 1. Andlise de regressao para as variaveis: (A) altura da parte aérea, (B) comprimento radicular, (C)
massa fresca parte aérea (MFPA), (D) massa fresca radicular (MFR), (E) massa seca parte aérea (MSPA) e
(F) massa seca radicular (MSR) em fungdo das diferentes doses do inoculanteem cultivar de alface
americana (Grandes Lagos Americana) e crespa (Crespa Grand Rapids).

Quando se analisa a curva da regresséo, pode-
se observar que doses acima de 150 g kg™ resultou em
menores respostas para todas as variaveis analisadas.

A maior dose avaliada (300 g kg?) resultou em
respostas similares ao tratamento controle (dose
zero), para ambos cultivar de alface analisado
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(Grandes Lagos Americana e Crespa Grand Rapids)
(Figura 1). Conforme observado nas caracteristicas
avaliadas, as doses maiores podem ter apresentado
um efeito reverso, evolvendo uma espécie de
competicdo  pela  grande populagdo  de
microrganismos no substrato e estes querendo
colonizar as raizes das plantas e assim as mudas ao
invés de direcionar sua geracdo de energia para 0 seu
crescimento, tenha gasto energia para suprir as
necessidades da alta populacdo de microrganismo
presente no substrato.

Segundo Sahli e Abdulkhair (2012) e
Gopalakrishnan et al. (2014), os actinomicetos,
especialmente Streptomyces, sdo capazes de formar
associagfes com algumas plantas e colonizar o
cortex, raizes ou folhas, isso se deve principalmente a
capacidade de metabolizar diversas fontes de carbono
organico. Outras caracteristicas importantes também
sdo apresentadas por Chater et al. (2010), como
excretar metabdlitos antifungicos na rizosfera,
promover o crescimento da planta além de possuir a
capacidade de produzir sideré6foros e fixar nitrogénio.
Diante disso, os resultados obtidos no presente
trabalho indicam o efeito benéfico do inoculante as
plantas das cultivares de alface americana (Grandes
Lagos Americana) e crespa (Crespa Grand Rapids)
(Figura 1).

Além disso, foi possivel observar que as
plantas de alface da cultivar americana (Grandes
Lagos Americana) apresentaram maior MFPA, MFR,
MSPA e MSR para todas as doses analisadas e
controle, quando comporado as plantas da cultivar
crespa (Crespa Grand Rapids). Por outro lado, a
cultivar crespa apresentou maior altura da parte aérea
para as doses de 75, 150 e 225 g kg* de substrato e
comprimento radicular para as doses de 150, 225 e
300 g kg (Figura 1).

Batista et al. (2010), selecionando bactérias da
ordem actinomycetales com potencial uso como
promotoras de crescimento em diferentes gendtipos
de tomateiro (Lycopersicon esculentum), destacaram
que as respostas variam em qualidade e intensidade
para diferentes cultivares do vegetal. Sadeghi et al.
(2012) encontraram resultados semelhantes aos desse
estudo, porém para a cultura do trigo. Os autores
relataram que a aplicagdo de Streptomyces sp.
aumentou o crescimento e o desenvolvimento de
plantas de trigo e ainda verificaram aumentos
significativos na taxa de germinacgdo, porcentagem e
uniformidade, altura e peso seco em comparagdo com
o controle sem inoculagéo.

CONCLUSAO

O isolado de Streptomyces sp. UFT-St07 é um
agente promissor a ser utilizado como biofertilizante
no intuito de promover o crescimento de plantas de
alface, apresentando a capacidade de solubilizar
fosfato.

As melhores doses foram de 75 e 150 g kg
de substrato do inoculante para todas as variaveis
analisadas nas cultivares de alface americana
(Grandes Lagos Americana) e crespa (Crespa Grand
Rapids).
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