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GONGALVES, Karen Cristine dos Santos. Interacdo de llex paraguariensis com
microrganismos benéficos. 2015. 44p. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacdo em Ciéncias Biolégicas — Ecologia e Biodiversidade) — Universidade

Federal da Integragdo Latino-Americana. Foz do Iguagu, 2015.

RESUMO

A erva mate (llex paraguariensis St. Hil) € uma planta muito importante para varios
paises da América do Sul, entretanto seu cultivo, realizado principalmente por
pequenos e médios agricultores, apresenta diversos problemas, dentre eles a
necessidade de ser iniciado com plantulas vigorosas. Buscando a solugédo deste
problema, nesta pesquisa foram inoculadas plantulas de I. paraguariensis com trés
microrganismos promotores de crescimento vegetal com diferentes estilos de vida e
caracteristicas biolégicas: a bactéria diazotréfica e de vida livre Azospirillum
brasilense, a bactéria diazotréfica endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus e o
fungo micoparasitico Trichoderma harzianum. Foram inoculadas 50 plantas por
tratamento submergindo as raizes em agua ou no inéculo microbiano por 15 minutos.
O crescimento vegetal foi avaliado 150 dias ap6s a inoculagdo aferindo-se o
comprimento e a massa fresca das plantas inteiras e separadamente dos sistemas
radicular e aéreo. A homogeneidade das variancias foi verificada com o teste Levene?
e os tratamentos foram comparados com o teste ANOVA, ambos foram realizados
com o software OriginPro 8.6. Foi verificado que, mesmo que os trés microrganismos
supracitados sejam considerados benéficos, a promogédo de crescimento vegetal foi
visualizada somente nas plantas inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus. E
possivel que a erva-mate seja seletiva em relagdo aos organismos com 0s quais
interage, j& que os organismos aqui estudados ja foram registrados em interagdes
benéficas com diversas plantas filogeneticamente distantes. Além disso, a bactéria G.
diazotrophicus pode ter desenvolvido uma interagdo mais intima com as plantulas por
ter um carater endofitico obrigatério, assim a bactéria pode crescer melhor pela menor
competicdo com microrganismos e a planta pode aproveitar mais 0s nutrientes e o0s
reguladores de crescimento vegetal secretados pela bactéria. A descoberta da
promog¢édo de crescimento de |. paraguariensis sem o uso de fertilizantes quimicos
representa um grande avango na pesquisa desta planta, entretanto ainda é necessario
compreender 0s mecanismos que promovem tanto a interacdo quanto o crescimento
da erva-mate nessa relagdo mutualistica com G. diazotrophicus. Para iniciar essa
investigacéo, busca-se no futuro avaliar o papel da fixagdo de nitrogénio e da sintese
de auxinas por G. diazotrophicus no crescimento de |. paraguariensis.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Gluconacetobacter diazotrophicus. Endofiticos.

Promocé&o de crescimento vegetal.
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ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis St. Hil) is a very important plant for several countries
of South America, however its culture, made mostly by small and medium farmers,
shows many problems, among them is the necessity of initiating it with vigorous
seedlings. Seeking for a solution to this problem, in this research we inoculated
seedlings of I. paraguariensis with three plant growth-promoting microorganisms of
different lifestyles and biological features: the diazotroph and free-living bacterium
Azospirillum brasilense, the diazotroph and endophytic bacterium Gluconacetobacter
diazotrophicus and the mycoparasite fungus Trichoderma harzianum. We inoculated
50 plants by treatment sinking the roots in water (control) or in the microbial inoculum
for 15 minutes. We evaluated the plant growth 150 days after the inoculation by
measuring the length and fresh weight of the whole plants and separately of the root
and shot systems. We verified the homogeneity of the variances with Levene? test and
we compared the treatments with ANOVA test, both with the software OriginPro 8.6.
We verified that, although the three organisms aforementioned are considered
beneficial organisms, the plant growth promotion was visualized only in those plants
inoculated with the bacterium G. diazotrophicus. It is possible that I. paraguariensis is
selective in relation to the organisms with which it interacts, since all the
microorganisms here studied have been registered in beneficial interaction with
several plants phylogenetically distant. Furthermore, the bacterium G. diazotrophicus
may have developed a more intimate interaction with the seedlings for having an
obligate endophytic character, so the bacterium population could grow better for the
lower competition with microorganisms and the plant could utilize more of the nutrients
and plant growth regulators secreted by the bacterium. Finding the growth promotion
of I. paraguariensis without the use of chemical fertilizers represents a great advance
in the research of this plant, however it is still necessary to comprehend the
mechanisms that promote both the interaction and the growth of the I. paraguariensis
in this mutualistic relation with G. diazotrophicus. To initiate this investigation, we seek
in the future to evaluate the role of the nitrogen fixation and the synthesis of auxins by
G. diazotrophicus in the growth of I. paraguariensis.

Key words: llex paraguariensis. Gluconacetobacter diazotrophicus. Endophytics.
Plant-growth promotion.
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Fundamentacéo teorica

Espécies vegetais cultivaveis pouco melhoradas geneticamente pelo
homem apresentam caracteristicas selvagens. Algumas destas, apesar de serem
muito importantes para a sobrevivéncia dessas espécies em ambientes nativos, ndo
sdo desejaveis a seu cultivo. Dentre essas espécies encontra-se a erva-mate. Poucos
e recentes sdo os programas de melhoramento genético desta espécie. Os programas
em andamento sdo o da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de
Santa Catarina (EPAGRI) (FLOSS, 1997), o da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa) (STURION & DE RESENDE, 1997) e o do Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA), na Argentina (BELINGHERI & PRAT KRICUN,
1997).

Dentre as caracteristicas selvagens indesejaveis ao cultivo da erva-
mate encontram-se a desuniformidade e a lentiddo de sua germinacéao,
acompanhadas da baixa viabilidade de suas sementes (BURTNIK, 2003). Estes
problemas dificultam grandemente a produgdo de mudas, que sdo sensiveis e
precisam crescer vigorosas para que haja sucesso na implantacéo dos ervais. Por fim,
ervais com mais de dez anos apresentam declinio da produtividade, obrigando os
ervateiros a fazer uso de fertilizantes. Entre eles, os mais necessarios sdo aqueles
nitrogenados, visto que o nitrogénio é o elemento que mais limita a produtividade

vegetal.

Mesmo que o nitrogénio seja o elemento mais abundante da
atmosfera, sua forma gasosa ndo estad diretamente disponivel para os organismos
vivos (MARIN et al., 1999). Pela alta estabilidade da molécula de dinitrogénio presente
na atmosfera, hd um alto custo energético e, portanto, monetério, para a sua redu¢ao
industrial 2 amonia. Este fato, aliado aos prejuizos ambientais do uso excessivo de
fertilizantes quimicos nitrogenados, torna atraente a ideia da utilizagdo de processos
naturais de fixagao de nitrogénio para a fertilizagéo de cultivos. A fixagao bioldgica de
nitrogénio (FBN), realizada por organismos procariotos, € o principal processo

responsavel pela inser¢do do nitrogénio no pool disponivel para a maior parte dos
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seres vivos, fixando aproximadamente 171 x 1012 g por ano de nitrogénio (TAIZ &
ZEIGER, 2009).

Os beneficios da fixagdo bioloégica de nitrogénio sdo resultados da
interacdo entre plantas e bactérias na rizosfera: os compostos exsudados pelas
plantas no solo sédo aproveitados pelas bactérias para seu crescimento, enquanto a
liberagdo de nitrogénio reduzido pela bactéria induz o crescimento das plantas. As
plantas da familia Fabaceae interagem intimamente com bactérias da familia
Rhizobiaceae, fixadoras de nitrogénio. Nesta interagdo simbidtica, tanto a bactéria
guanto a planta liberam compostos no solo de modo a atrair um ao outro. Entdo a
bactéria penetra a raiz da planta e se aloja no interior de células do cértex radicular,
enquanto a planta estimula a diviséo de células dessa regido de modo a formar uma
estrutura (o ndédulo) com protecdo contra o excesso de oxigénio, que inibe o
funcionamento da enzima responsavel pela quebra do dinitrogénio (N2), a nitrogenase.
Outros grupos, como as gramineas, interagem com bactérias fixadoras de nitrogénio,
mas nao ocorre a formagédo de estruturas especificas na planta. Este tipo de interacao
é chamado associativo (PELCZAR, 1997). Além da reducdo do dinitrogénio, muitas
dessas bactérias sao capazes de sintetizar e secretar hormonios vegetais, induzindo

o0 crescimento vegetal por mecanismos distintos (CASSAN et al., 2015).
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Objetivos
OBJETIVO GERAL

Avaliar se microrganismos promotores de crescimento vegetal sdo

capazes de induzir o crescimento de llex paraguariensis.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito da inoculacdo de llex paraguariensis com a bactéria
Azospirillum brasilense nos parametros comprimento e massa fresca radiculares,
aéreos e totais.

2. Avaliar o efeito da inoculagdo de I. paraguariensis com a bactéria
Gluconacetobacter diazotrophicus nos parametros comprimento e massa fresca
radiculares, aéreos e totais.

3. Avaliar o efeito da inoculagdo de |. paraguariensis com o fungo
Trichoderma harzianum nos parametros comprimento e massa fresca radiculares,

aéreos e totais.
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Revisao bibliografica
CARACTERISTICAS DE ILEX PARAGUARIENSIS

A erva-mate, descrita por Auguste de Saint Hilaire em 1822 como llex
paraguariensis, € uma das 68 espécies do género llex presentes no Brasil (WINGE,
1997). Os géneros llex, Nemopanthus Raf. e Prinos compreendem a familia
Aquifoliaceae (Ordem Aquifoliales, Superordem Asteranae) (LIST, 2010). Hoje o Unico
género existente é llex, com 600 espécies (LOIZEAU et al., 2005). Esta familia é
composta de pequenas arvores ou arbustos geralmente sempre verdes e dioicas
(WATSON & DALLWITZ, 1992). As folhas costumam ser dentadas e alternadas e as
flores sdo pequenas, brancas, tetrdmeras e actinomorfas, ou seja, com simetria radial
(BOTANY, 2011). O ovario é supero e sincarpico e a placentacdo € axial-basal,
tornando-se livre e central. As flores masculinas apresentam pistilédios e as femininas
apresentam estaminddios (PORTUGAL). Os frutos séo drupas, vermelhas, violetas
ou quase pretas, com um a sete pirenos (BOTANY, 2011; GROPPO, 2009; WATSON
& DALLWITZ, 1992). O género llex esta disperso pelo mundo inteiro, como é possivel
ver na analise filogenética de CUENOUD et al. (2000) e na avaliagéo da distribuigéo

geografica do género feita por LOIZEAU et al. (2005).

|. paraguariensis, a erva-mate, ocupa naturalmente o estrato médio

das florestas, assumindo héabito arbéreo. Ndo ha consenso na literatura sobre a altura
gue a erva-mate pode alcancar, alguns autores citam entre 8 e 15 metros de altura
(BRACESCO et al., 2011; CANTO, 2007; DELLACASSA & BANDONI, 2001) e outros
entre 12 e 30 metros de altura (HECK & DE MEJIA, 2007; WINGE, 1997). As folhas
sdo obovadas com base cuneada (DELLACASSA & BANDONI, 2001), alternadas com
bordas dentadas, com comprimento entre 8 e 10 centimetros, largura entre 4 e 5
centimetros (Figura 1) e coloragdo verde-escura na face adaxial e verde clara na face
abaxial (EFING, 2008). As arvores sao dioicas e, de acordo com o estudo de
STURION et al. (2000), apresentam uma proporgao de proporcao de 63% de plantas
masculinas e 37% de plantas femininas. Elas florescem entre outubro e dezembro,
sendo suas flores brancas, pequenas e unissexuais. Os frutos séo violeta escuro ao
amadurecer, entre janeiro e margo, e apresentam quatro ou cinco sementes
15



(BERMEJO & LEON, 1994), as quais sdo disseminadas por passaros (DELLACASSA
& BANDONI, 2001; EFING, 2008; LORENZI, 2008). Segundo DE OLIVEIRA & ROTTA
(1983), os individuos desta espécie se distribuem entre as latitudes 21°S e 30°S, as
longitudes 48°30'W e 56°10'W e altitudes entre 500 e 1000 metros (Figura 2),
ocupando 3% do territério sul americano (Brasil, leste do Paraguai e nordeste da
Argentina) e 5% do territorio brasileiro (Mato Grosso do Sul, Parand, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e S&o Paulo). De acordo com LORENZI (2008), a espécie é
caracteristica e preferente das mata de pinhais dos estados sulinos brasileiros, sendo
rara em outras areas de Mata Atlantica ou em mata ciliar. Além disso, manchas de

ervais nativos também ocorrem no Uruguai (CASCALES et al., 2014).
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Figura 1. llex paraguariensis. Al: inflorescéncia; A2: flor; A3: fruto; A4: cuia (mate) e bomba para
consumo da infusdo (Fonte: Bermejo & Léon (1994)).
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Figura 2. Area de distribui¢do natural de llex paraguariensis, demarcada por unifo de pontos de maxima
amplitude de ocorréncia da espécie (De Oliveira & Rotta 1983).

Municipios com ocorréncia de
erva-mate

Area de ocorréncia natural de
erva-mate

1 - Misiones, Argentina
2 - Paraguai

CONSUMO E CULTIVO DA ERVA-MATE (I. PARAGUARIENSIS)

O consumo intenso de infusBes feitas a partir da erva na regido de
ocorréncia natural remonta a centenas de anos, as culturas indigenas Guarani e
Caingangue (BOGUSZEWSKI, 2007), e foi propagado pelos jesuitas, os quais
desenvolveram o cultivo da erva-mate e o utilizaram como base econémica de seu
sistema em Misiones no Paraguai, no nordeste da Argentina e no Rio grande do sul
(DELLACASSA & BANDONI, 2001). Apesar de atualmente a erva ter uma importancia

majoritariamente cultural na regido, sua participagdo na histéria e na economia foi
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grande, um exemplo é o atual estado do Parana, onde a mecaniza¢do do processo
produtivo dos engenhos, nos quais se realizava o beneficiamento da erva-mate, foi o
principio de atividade industrial do estado (BONDARIK et al., 2006). Segundo estes
autores, o governo portugués mostrou interesse pela extragdo da erva no século XVIII,
iniciando assim esta atividade nos ervais nativos da regido do Parana e,
posteriormente, em Santa Catarina, suprindo entdo as demandas da Argentina, do
Uruguai e do Chile. A atividade ervateira foi o principal produto paranaense entre a
sua emancipac¢éo politica, em 1853, e a crise econdmica de 1929 (COELHO et al.,
2001), sendo responsavel pela constituicdo econdmica e cultural do estado e pelo
estabelecimento de Curitiba como polo econdmico (BONDARIK et al., 2006). Ainda
hoje, sua participagdo na economia do estado é grande, sendo que em 2011 ela foi
responsavel por 80% da receita dos produtos florestais ndo madeireiros, equivalente
a R$138 milhdes (SEAB, 2013).

O cultivo da erva-mate somente se realiza no Brasil, na Argentina e
no Paraguai (RESENDE et al., 2000), os quais produziram em média, entre 2002 e
2012, 453.295, 266.909,13 e 87.253,91 toneladas de erva-mate, respectivamente
(FAOSTAT). Este cultivo € um dos sistemas agroflorestais mais antigos da regiéo sul
brasileira, e a producdo em 2012 em ervais cultivados no Brasil foi de 513.256
toneladas numa area de 76.172 hectares, tendo o Rio Grande do Sul e o Parana
produzido 50,8% e 35,2% desse total. Com relagdo ao extrativismo, produziu-se no
Brasil 229.681 toneladas de erva-mate em 2011 e o Parana sozinho foi responsavel
por 73,8% dessa producdo (SEAB, 2013). Neste estado, a producdo da erva-mate
ocorre em 151 municipios. De acordo com HECK & DE MEJIA (2007), a producéo de
erva-mate é realizada principalmente por extrativismo de ervais nativos, sistemas
mistos (ervais nativos combinados a praticas de cultivo, com substituicdo de plantas
guando sua produtividade comeca a cair) e cultivo em monocultura, sendo que os dois
primeiros sistemas séo encontrados no Brasil e o terceiro se iniciou na Argentina em
1915. Apesar da crenga comum de que plantas de que |. paraguariensis cultivada em
monocultura apresenta sabor mais amargo do que aquelas dos ervais nhativos,
RAKOCEVIC et al. (2008) encontraram que o gosto amargo da erva-mate é afetado

pela temperatura da folha, pela transpiracdo, pela fotossintese e pelo sexo, sendo que
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folhas sombreadas e plantas femininas apresentam sabor mais amargo que folhas

ndo-sombreadas e plantas masculinas, respectivamente.
CARACTERISTICAS QUIMICAS DA ERVA-MATE (I. PARAGUARIENSIS)

A utilizagdo de llex paraguariensis € muito variada, mas seu uso
principal continua sendo o preparo de infusdes, como chimarréo, tereré, cha mate e
mate cozido. Além disso, ela é usada em bebidas como vinho, cerveja ou refrigerante,
como insumo de alimentos, em medicamentos estimulantes ou para o tratamento de
hipertensdo, bronquite e pneumonia, em produtos de higiene geral e pessoal e em
cosmeéticos (SEAB Parana, 1997 apud Cardoso Jr, 2006). Esta grande amplitude de
aproveitamento, que atraiu o interesse de diversos paises do hemisfério norte
(VALDUGA et al., 1997), se deve a presenca de importantes compostos quimicos, do
ponto de vista econémico, nutricional e medicinal, nesta planta. Deve-se ressaltar,
entretanto, que a plasticidade fenotipica da espécie acarreta uma diferenca,
principalmente quantitativa, quanto aos compostos presentes na planta, além do que
podem se somar outros componentes durante o preparo, aumentando a variacao de
sua composicao (DELLACASSA & BANDONI, 2001).

O estudo da composicéo quimica das folhas e do extrato aquoso de
|. paraguariensis mostrou a presenca de polifenéis, metilxantinas (majoritariamente a
cafeina), saponinas, trés vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e niacina), as
vitaminas A, C e E, acido clorogénico e seus derivados, acido ursdlico, flavonoides e
antocianinas (BRACESCO et al., 2011; DELLACASSA & BANDONI, 2001; DUARTE,
2010; VALDUGA et al., 1997). Também se mostram presentes 0os minerais calcio,
ferro, fésforo, magnésio, manganés, potassio, selénio e zinco (DELLACASSA &
BANDONI, 2001; DUARTE, 2010; DUCAT & QUINAIA, 2009).

A importancia medicinal dos polifendis é atribuida ao seu alto poder
antioxidante (PULIDO et al., 2000), isto porque 0s compostos oxidantes, mesmo que
gerados durante o metabolismo normal do organismo, causam lesdes ao DNA, as
proteinas e aos lipideos. Os danos causados pelo excesso de compostos oxidantes

Nnos organismos, ou seja, 0 estresse oxidativo, sdo doengas como diabetes, fibrose
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cistica, catarata e infeccBes (AMES et al.,, 1993; SOUZA, 2009). A erva mate
apresenta como principal composto polifenélico o acido clorogénico (HECK & DE
MEJIA, 2007) e o extrato de suas folhas revelou-se um inibidor de oxidantes, tendo
sido capaz de reverter danos renais causados por espécies reativas de oxigénio em
ratos diabéticos (DUARTE, 2010). Em comparagdo ao cha verde [Camellia sinensis
(L.) Kuntze], o chd mate exibe uma concentracdo levemente mais alta deste tipo de
polifendis, correlacionada com uma maior capacidade antioxidante em relagdo ao cha
verde (HECK & DE MEJIA, 2007)

Os alcaloides presentes na erva-mate sdo a cafeina (presente em
altas concentracdes), a teobromina e a teofilina, trés metilxantinas, sendo que a tltima
se encontra em concentragfes muito baixas, ocasionalmente indetectaveis (CANTO,
2007; DELLACASSA & BANDONI, 2001; HECK & DE MEJIA, 2007). A concentragdo
de cafeina nas folhas de . paraguariensis, em comparagdo com outras espécies do
género, mostra-se significativamente maior, apesar de haver variagdes dependendo
do periodo do ano em que se realiza a colheita (SCHUBERT et al., 2006), sendo que
|. paraguariensis paraguariensis e |. paraguariensis vestita apresentam maior
concentracdo de cafeina e teobromina no verdo em comparacgao a primavera . Além
do mais, os teores de cafeina e teobromina variam com relagdo as etapas de
processamento da erva-mate e a progénie das plantas (ESMELINDRO et al., 2002;
SCHERER et al., 2002). A grande concentragdo de cafeina na erva-mate é
responsavel pelo efeito estimulante sobre o sistema nervoso central, razao principal
de seu consumo, e pode contribuir com a atividade lipolitica (DELLACASSA &
BANDONI, 2001; HECK & DE MEJIA, 2007).

Em folhas de I. paraguariensis, as saponinas sdo derivadas dos
acidos ursolico e oleandlico, sendo elas as matessaponinas 1-5, guaiacina B,
nudicaucina C,Jlaeb,J2aebeJ3aeb (CANTO, 2007). A fracdo de saponinas
enriquecida dos frutos verdes de erva mate apresenta atividade antimicrobiana sobre
Trichomonas vaginalis (TRETER et al., 2010). Ainda, o extrato aquoso da erva-mate,
por seu conteldo de saponinas, tem acgdo hipocolesterolémica, isto porque estes
compostos formam micelas com o colesterol, impedindo sua absor¢do (HECK & DE

MEJIA, 2007).
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PROBLEMAS NA PRODUGAO DA ERVA-MATE (I. PARAGUARIENSIS)

Apesar de sua importancia socioeconémica e cultural na regido sul da
Ameérica do Sul, tradicionalmente a erva-mate sempre teve um valor secundario para
a industria alimenticia, em comparacao a cultivos como milho, trigo ou arroz, gerando
pouco incentivo para programas de melhoramento genético da espécie, sendo estes
escassos no Brasil (STURION & DE RESENDE, 1997). Como estes autores
ressaltaram, é urgente que estes programas iniciem com forga, visto que grandes
areas de ervais nativos foram derrubadas e o elevado extrativismo que acompanha a
producdo desta cultura no Brasil tem causado a fragmentacdo de populagdes da

espécie.

Para que a implantacdo de novos ervais ou de sistemas mistos induza
um aumento substancial da producdo, é necessaria a superacdo de adaptacdes
biologicas da espécie, como a germinagdo desuniforme e lenta, e de caracteristicas
do solo. Isso porque a espécie geralmente ocorre em solos com baixo teor de
nutrientes trocaveis e alto teor de aluminio disponivel (DE OLIVEIRA & ROTTA, 1983).
Além da baixa fertilidade dos solos, ha uma intensificacdo do problema pelas
atividades inerentes ao cultivo, pois durante a colheita do mate ha uma grande
exportacdo de nutrientes, como nitrogénio, potassio, manganés e ferro (GAIAD, 2003;
WOLF, 2005).

O nitrogénio, o quarto elemento mais abundante na fitomassa
(LARCHER, 2000), é essencial para as plantas, pois sua deficiéncia impede que a
planta complete seu ciclo vital, é insubstituivel e participa diretamente do metabolismo
vegetal (DECHEN et al., 2006). A presenca do nitrogénio em moléculas basicas dos
organismos, como acidos nucleicos e aminoacidos, fornece a ele um papel crucial na
fisiologia, por esta razd@o, € um dos elementos mais requisitados por vegetais, sendo
0 macronutriente absorvido em maior quantidade a partir do solo. Este mineral e a luz,
segundo a hip6tese da co-limitagdo do crescimento apresentada por SOUSSANA et
al. (1998), desenvolvem nas plantas uma coordenacéo entre a absor¢éo do primeiro

e a fotossintese. Essa relagcdo entre a fotossintese e o nitrogénio torna, segundo
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LARCHER (2000), o crescimento da planta limitado principalmente pela oferta de

nitrogénio.

Corroborando esta hip6tese, no experimento de GAIAD et al. (2006),
plantulas de erva mate que receberam suprimento de nitrogénio, em forma de amonio,
nitrato ou ureia, apresentaram maior fotossintese liquida e maior producgdo de folhas
novas em comparacgdo as plantas que nao receberam suplementos de nitrogénio.
Diversos autores ja ressaltaram os beneficios trazidos pela adubagao nitrogenada ao
cultivo da erva-mate (GAIAD et al., 2006; LOURENCO et al., 1997; PINTRO et al.,
1998; RIBEIRO et al., 2008), sendo real¢cado o aumento da biomassa foliar, o produto
comercial da erva-mate. Esta adubacéo se faz necessaria principalmente para repor
os niveis de nitrogénio do solo, dada a grande exportacao deste nutriente pela colheita
da erva-mate, como supracitado. Estes estudos facilitam a producéo deste cultivo e a
compreensdo dos efeitos do extrativismo em ervais nativos, entretanto também séo
preocupantes dados os problemas causados pelos fertilizantes quimicos

nitrogenados.

Apesar do nitrogénio representar 78% dos gases da atmosfera, a
forma quimica na qual se encontra neste reservatorio € inerte, ndo podendo ser usado
por nenhum eucarioto. De acordo com SOUZA & FERNANDES (2006), o dinitrogénio
(N2) possui uma reatividade extremamente baixa, e ndo existe agente oxidante algum
em condi¢des ambientais que seja capaz de oxida-lo, tampouco algum agente redutor
capaz de reduzi-lo em meio aquoso. As descargas elétricas produzem na atmosfera
oxidos de nitrogénio, os quais sao entdo arrastados ao solo e ficam disponiveis para
as plantas, porém esta producdo ndo sustenta a necessidade das plantas. Como o
modelo de agricultura convencional depende de um aporte periddico alto de nitrogénio
para que se mantenha, o nitrogénio é reduzido pelo processo de Haber-Bosch (MARIN
etal., 1999). Neste, ocorre a fuséo de nitrogénio atmosférico com Hz, gerando amoénia,
com alto gasto energético, visto que exige uma temperatura aproximada de 400°C e
pressdes entre 150 e 300 atm (OLIVEIRA et al., 2013).

Esta necessidade periddica de nitrogénio impée um obstaculo as

mudancgas necessarias para a manutencdo da humanidade e da biodiversidade na

23



Terra, visto que acarreta a um alto gasto energético e também efeitos prejudiciais
como contaminagao da agua e do solo com nitrogénio. Apesar de que o nitrogénio no
ambiente pode se apresentar em diversas formas quimicas, uma das que permanece
por mais tempo no solo é o nitrato, que, ao escoar para fora do alcance das plantas,
afeta negativamente o solo, a atmosfera e os recursos hidricos (ROUSE et al., 1999).
O uso destes fertilizantes em algumas culturas excede o necessario na agricultura
convencional, o que, nos Estados unidos, causa a perda de 473 a 624 milhdes de
dolares por ano aos fazendeiros (TRACHTENBERG & OGG, 1994). Essa pratica tem
parte da responsabilidade pela eutrofizacdo de corpos de agua, que pode ocasionar
a morte por hipoxia de organismos aquaticos pelo bloom de algas (KRONVANG et al.,
2008). Além disto, ROUSE et al. (1999) relataram os problemas trazidos pela polui¢éo
da agua com nitrato em comunidades de anfibios, cujos imaturos sofrem com a
toxicidade desta substancia, enquanto alguns insetos e peixes adultos sdo mais
resistentes. Isto pode levar a um aumento na predacdo de ovos e girinos por peixes,
além de poder causar uma mudanga no comportamento dos anfibios pela maior razéo

entre insetos e anfibios.

Estas questbes associadas aos fertilizantes nitrogenados sé&o
obstaculos a serem estudados e superados na busca do aumento da produtividade
da erva-mate. O custo da adubacio nitrogenada, de acordo com DOBEREINER
(1990), representa geralmente 70% do total dos fertilizantes. Assim sendo, é
necessdaria a busca de alternativas que viabilizem o aumento da producdo por

pequenos produtores e diminuam a poluicdo causada pelos fertilizantes.
MICRORGANISMOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO VEGETAL

A producdo quimica de aménia obviamente ndo é a Unica fonte de
nitrogénio para as plantas. De fato, apesar de uma pequena fracdo do nitrogénio
atmosférico ser disponibilizada aos organismos por acdo de descargas elétricas, a
maior fonte de nitrogénio dos organismos eucariotos € a fixagdo bioldgica de
nitrogénio, unicamente realizada por organismos procariotos (MYLONA et al., 1995;
REIS et al., 2006). Este processo tem um alto custo energético e pode ser resumido

pela equagédo 1, uma reagédo catalisada pelo complexo enzimatico nitrogenase.
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N,+ 8H +8e™ + 16Mg + 16ATP —> 2NH3z+ H,+ 16Mg + 16ADP + 16Pi Equagao 1.

Devido ao alto custo dos fertilizantes nitrogenados no Brasil, 0s
melhoristas acabaram selecionando as variedades de determinadas plantas
cultivadas que mais se beneficiavam da interacdo com procariotos diazotréficos,
cultivando leguminosas e gramineas com aplicagdes de nitrogénio muito baixas em
comparagdo com o real requerimento das plantas, tornando a agricultura no pais
economicamente viavel (DOBEREINER, 1997). Desde o inicio do século passado, as
plantas da familia Fabaceae, as leguminosas, tém sido amplamente estudadas por
sua interagdo com bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium
(REIS et al., 2006), em que a bactéria penetra na planta através dos pelos radiculares
e é guiada até a regido cortical. Ao chegar ali, ela é envolvida, dentro do citoplasma
da célula vegetal, por uma membrana peribacterioide e sintetiza o complexo
enzimético da nitrogenase. Enquanto isso, as células corticais da planta se dividem
formando um nédulo no qual a nitrogenase é protegida do efeito inativador do oxigénio
pela presenca da proteina leghemoglobina (FAGAN et al., 2007; MYLONA et al., 1995;
WALSH, 1995).

Além da interacéo rizébios-leguminosas, REIS et al. (2006) também
citaram existéncia da interacdo entre Frankia, um género de procariotos
actinomicetos, com nove familias de plantas, em que a fixagcao de nitrogénio também
ocorre no interior de nddulos radiculares, e de Nostoc, uma cianobactéria, com
briéfitas, pteridofitas, Cycadophyta e com o género Gunnera. Segundo
(DOBEREINER, 1997), até a década de 1980 se acreditava que as gramineas
plantadas no Brasil adquiriam parte de seu nitrogénio a partir de rizobactérias
associadas a elas, implicando o fornecimento, por rizobactérias, de 20 a 40% do
nitrogénio requerido por determinadas culturas. No entanto, foi descoberta a interacao
de bactérias endofiticas diazotréficas com estas plantas. Entre as espécies
encontradas em associagdo com gramineas estdo as do género Azospirillum,
endofiticas facultativas ja encontradas em diversas culturas de ambientes tropicais e
temperados (PEDRAZA et al., 2010; REIS et al., 2006; REIS et al., 2011) e endofiticas
obrigatérias como Gluconacetobacter spp. e Herbaspirilum spp. (BALDANI &
BALDANI, 2005; MARIN et al., 1999; MEHNAZ & LAZAROVITS, 2006; REIS et al.,
2011).
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Em todas essas bactérias, o complexo enzimatico nitrogenase €&
essencialmente 0 mesmo, composto por duas metaloproteinas: a ferro-proteina (Fe-
proteina) e a molibdénio-ferro-proteina (MoFe-proteina) (FAGAN et al., 2007; REIS et
al., 2006; TEIXEIRA et al., 1998). De acordo com TEIXEIRA et al. (1998), durante a
reducéo do nitrogénio atmosférico, ocorrem trés passos de transferéncia de elétrons:
1) a Fe-proteina é reduzida por carreadores de elétrons, frequentemente a ferredoxina
reduzida (FAGAN et al., 2007); 2) a Fe-proteina transfere elétrons para a MoFe-
proteina, gastando 2 Mg-ATPs para cada elétron transferido; 3) trés elétrons sao
transferidos a cada nitrogénio ligado a MoFe-proteina. Esta reagdo tem alto custo
energético, visto que sédo gastos 16 Mg-ATPs para a formacéo de duas moléculas de
amoénia (equagéo 1). Por este fato, bactérias diazotréficas séo mais comuns em solos
pobres em nitrogénio ou em cultivos com baixas aplicag6es de nitrogénio, visto que
h& uma preferéncia pela utilizagdo do nitrogénio j& disponivel no solo (DOBEREINER,
1984).

Além da fixagdo bioldgica de nitrogénio, as bactérias diazotréficas, e
outros microrganismos, beneficiam as plantas por outros mecanismos, ainda nao
completamente desvendados. Por exemplo, sabe-se que muitos microrganismos
secretam hormdnios vegetais (principalmente auxinas), solubilizam nutrientes
comumente insollveis no solo, sdo antagbnicos contra patdgenos vegetais e podem
induzir a resisténcia local ou sistémica das plantas contra patégenos (DA SILVA
ARAUJO et al., 2013; ISLAM et al., 2009; LEE et al., 2004; LUCY et al., 2004;
TORTORA et al.,, 2011). Entretanto, a intensidade da promocdo de crescimento
vegetal induzida por microrganismos varia com relagdo a linhagem de microrganismo,
ao genotipo da planta e as condicdes ambientais (DA SILVA ARAUJO et al., 2013;
MEHNAZ & LAZAROVITS, 2006; OLIVEIRA et al., 2003; RAMOS-SOLANO et al.,
2010).

A auxina regula diversos aspectos do ciclo celular e de vida da planta,
desde o alongamento celular até a senescéncia de 6rgdos, de modo que
microrganismos que produzem este horménio agem diretamente no desenvolvimento
vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2009). BUENSANTEAI et al. (2013) mostraram que a
inoculacéo de Bacillus sp. CaSUTO007 (que secretou alta concentra¢éo de acido indol-

acético [AIA], 31 yg/mL), das proteinas extracelulares desta bactéria ou dos extratos
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inddlicos produzidos por ela, incrementou o comprimento radicular e aéreo de estacas
de mandioca (Manihot esculenta Crants) em até 30%. Em Gluconacetobacter
diazotrophicus, LEE et al. (2004) encontraram que mutantes no gene da biogénese
de citocromo C apresentavam produgé@o de AIA reduzida e, apesar de colonizarem
cana de agucar com eficiéncia similar a estirpe selvagem, ndo promoviam o
crescimento das plantas, indicando um papel importante da producdo de AIA na
inducdo do crescimento. Também fungos do género Trichoderma, com diversas
espécies promotoras de crescimento vegetal, revelaram-se produtores de auxinas.
CONTRERAS-CORNEJO et al. (2009) relataram que T. virens e T. harzianum
promoveram o crescimento de raizes laterais de Arabidopsis. T. virens também
aumentou a respostas das plantulas inoculadas a auxinas, ndo obstante plantulas com
mutacdes em genes que codificam transportadores deste horménio tinham resposta
reduzida ao fungo. Este fungo também se mostrou produtor das seguintes auxinas:
AlA, indol-3-acetaldeido e indol-3-etanol.

Mesmo assim, o efeito de auxinas nas plantas é dependente da
concentracdo (TAIZ & ZEIGER, 2009). Ao estudar culturas de Azospirillum,
DOBBELAERE et al. (1999) relataram a presenca de giberelinas, citoquininas e
auxinas no sobrenadante, sendo a produgéo de AlA a maior dentre as trés. O efeito
do aumento da concentracéo do in6culo de Azospirillum brasilense Sp6 na morfologia
radicular foi similar ao aumento da concentracdo de AlA, sendo ele a diminuig&do do
alongamento da raiz e o0 aumento na densidade dos pelos radiculares. KEYEO et al.
(2011) descreveram um efeito similar em plantulas de arroz inoculadas com
Azospirillum brasilense Sp7 e Herbaspirillum seropedicae Z78, que apresentaram
menor peso seco total e alongamento das raizes, além de apresentarem menor
conteudo proteico e de clorofila nas folhas. Estas estirpes apresentaram altas taxas
de produgédo de AIA em comparagdo com Gluconacetobacter sp. L15 e Enterobacter
sp. L2. Estas Ultimas, produzindo AIA a taxas baixas, induziram o crescimento das
plantas.

A solubilizagdo de nutrientes ja foi descoberta em muitos
microrganismos, como em G. diazotrophicus. SARAVANAN et al. (2007) relataram a
solubilizacéo de zinco por esta bactéria a partir dos compostos insoltiveis ZnO, ZnCO3

e Zn3(POa)2. O filtrado da cultura desta bactéria também causou a mortalidade do
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nematddeo fitopatdgeno Meloidogyne incognita, sendo esta mortalidade ainda maior
guando a bactéria foi crescida em meio com ZnO. Além disso, CRESPO et al. (2011)
descreveram a solubilizagdo de fosfato mineral pela bactéria, quando cultivada com
glicose, arabinose, galactose ou xilose como fonte de carbono (carboidratos que sédo
substrato da enzima glicose desidrogenase pirroquinolina quinona [PQQ-GDH]),
associada com o descenso do pH da cultura. Também, o fungo T. harzianum Rifai
1295-22 foi capaz de solubilizar fosfato e zinco, além de manganés e ferro
(ALTOMARE et al., 1999). De acordo com KUCUK et al. (2008), a solubilizacio de
Fe203 e de zinco metalico por T. harzianum T1 n&o esta associada a alguma atividade
proteica, entretanto houve diferenca de solubilizagdo de CuO e de MnO: entre o do
filtrado da cultura do fungo autoclavado e tratado com proteinase K, e a solubilizagao

de MnOg2, Fe203 e de Zn ocorreu em pH levemente alcalino ou levemente &cido.

A existéncia de antagonismo contra fitopatégenos foi relatada em
diversos microrganismos com as caracteristicas benéficas as plantas descritas
anteriormente, além disso, muitos deles tém também a capacidade de induzir a
resisténcia das plantas contra outros patégenos (BALLY & ELMERICH, 2007),
podendo assim ser usados junto com ou no lugar dos pesticidas quimicos. Dentre o0s
varios casos relatados, BOUILLANT et al. (1997) encontraram que A. brasilense L4,
uma estirpe isolada a partir de plantacdes de sorgo ndo afetadas pela planta parasita
Striga sp., além de promover o aumento do peso radicular e do comprimento aéreo
de sorgo, inibiu completamente a germinacéo de Striga sp. assim como a estirpe A.
brasilense L2, apesar de que esta ndo promoveu o crescimento de sorgo. Esta
bactéria também se mostrou antagbnica contra Colletotrichum acutatum pela
producdo de sider6foros (dentre eles, o acido salicilico, que também age como
regulador de resisténcia local e sistémica adquirida), sequestradores de ferro, tanto in
vitro quanto em plantas de morango de dois cultivares (TORTORA et al., 2011).
Entretanto, a producao de sideréforos e, por consequéncia, 0 antagonismo contra o
fungo diminuiram significativamente com a adigdo de ferro ao meio, ja que a bactéria
s0 os sintetiza quando este elemento é limitante no ambiente.

O antagonismo de Gluconacetobacter diazotrophicus contra diversos
fitopatdgenos ja foi registrado por diversos pesquisadores. (MUTHUKUMARASAMY
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et al., 2000) encontraram, entre trés isolados de G. diazotrophicus (anteriormente
Acetobacter diazotrophicus), entre 15, com efeito inibitério contra C. falcatum Went,
patégeno de cana de acUcar. O antagonismo se da possivelmente por difusdo de
substancias antifingicas, deple¢édo de nutrientes e mudanc¢a de pH. Enquanto isso,
PINON et al. (2002) relataram a producéio em meio liquido de um fator, provavelmente
proteico, capaz de impedir o crescimento de Xanthomonas albilineans por meio da
destruicdo da camada mais interna da parede celular desta bactéria, levando a perda

do conteldo citoplasmatico.
Azospirillum brasilense

As bactérias Azospirillum brasilense e A. lipoferum foram as duas
primeiras espécies descritas deste género, capazes de fixar nitrogénio em vida livre
(TARRAND et al., 1978). Desde entdo, outras espécies foram descritas no género e
A. brasilense foi se tornando uma das espécies de bactérias diazotréficas mais
estudadas. Esta espécie é descrita como diazotréfica endofitica facultativa, sendo
capaz de sobreviver tanto em vida livre quanto no interior de plantas (CASSAN et al.,
2015).

Ainoculacéo dessa bactéria em milho e trigo (HUNGRIA, 2011), arroz
(DIDONET et al., 2003) e morango (PEDRAZA et al., 2010) mostram a capacidade de
A. brasilense promover o crescimento de plantas. Mesmo que a quantidade de
estudos envolvendo essa bactéria seja alta, 0s mecanismos responsaveis por essa
promocéo sdo ainda discutidos. Isso porque a bactéria é fixadora de nitrogénio, o que
induz muitos autores a associar a interacdo benéfica a esta habilidade bacteriana.
Entretanto, a FBN parece ter importancia reduzida em certas interacdes planta-
bactéria em comparacéo a outros mecanismos deste procarioto (CASSAN et al.,
2015). Além de ser fixadora de nitrogénio, A. brasilense é capaz de sintetizar e
secretar uma série de hormbnios vegetais, como auxinas e citoquininas
(MAHESHWARI, 2011), de solubilizar fosfato (BASHAN & DE-BASHAN, 2010) e
apresenta antagonismo contra alguns fitopatogenos (TORTORA et al., 2011).
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O efeito da inoculagdo com A. brasilense, de acordo com
MARCHIORO (2005), é a alteracdo na densidade e no comprimento dos pelos
radiculares, resultando em maior superficie radicular e na melhoria da exploracéo dos
nutrientes e da agua do solo. BASHAN & DE-BASHAN (2010) relatam que existe a
possibilidade de a reducdo do nitrato, e ndo a fixacdo de nitrogénio, induzir o
crescimento das plantas por intermédio do nitrogénio. Mesmo assim, segundo
HUNGRIA (2011), nos ensaios conduzidos no Brasil, 0 aumento da produtividade de
cultivos pelainoculagdo com A. brasilense ndo se relaciona somente com o nitrogénio,
mas também com o foésforo e o potassio. Por fim, os trabalhos sequenciais de
PEDRAZA et al. (2010); TORTORA et al. (2012); TORTORA et al. (2011) relataram a
promog¢édo do crescimento de plantas de morango por essa bactéria, a indugdo de
resisténcia contra Colletotrichum acutatum e o potencial antagénico dos sideréforos
de A. brasilense sobre este fungo, indicando diversos mecanismos de promocao de

crescimento.
Gluconacetobacter diazotrophicus

Descrita por CAVALCANTE & DOBEREINER (1988) como
Acetobacter diazotrophicus, essa bactéria foi conhecida como endofitica obrigatéria
de cana de agucar, ndo ocorrendo na rizosfera dessa planta. Posteriormente ela foi
mudada para o género Gluconacetobacter por analise do rRNA 16s (ESKIN et al.,
2014). Apos seu isolamento na cana de aglcar, essa bactéria ja foi encontrada em
varias outras plantas, como arroz, batata doce, café, abacaxi e banana
(MUTHUKUMARASAMY et al., 2002).

A capacidade de fixag&o de nitrogénio por G. diazotrophicus é notavel,
sendo responsavel por 20 a 40% do nitrogénio incorporado por Brachiaria spp
(DOBEREINER, 1990). De acordo com JAMES et al. (2001), o carater endofitico desta
bactéria a torna uma fixadora de nitrogénio muito mais eficiente que outras bactérias
diazotréficas, visto que ela é capaz de receber diretamente os fotossintatos da planta
e habita um ambiente com baixa concentragdo de Oz, impedindo a inibicdo da
nitrogenase. Nao obstante, a promog¢do do crescimento por G. diazotrophicus vai
muito além da FBN. Ela é capaz de solubilizar zinco (SARAVANAN et al., 2007) e
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fosfato (CRESPO et al., 2011), produzir auxinas e giberelinas (BASTIAN et al., 1998)
e apresenta potencial antagdnico contra fitopatégenos como Xanthomonas albilineans
(BLANCO et al., 2005), Meloidogyne incognita (SARAVANAN et al, 2007) e
Colletotrichum falcatum (MUTHUKUMARASAMY et al., 2000).

Trichoderma harzianum

Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos por serem
micoparasiticos e micotréficos, ou seja, parasitam e predam outros fungos. Além
disso, sdo organismos que se relacionam beneficamente com as raizes de plantas,
sdo muito bem adaptados ao ambiente rizosférico e tém alto potencial competitivo
com patogenos de plantas (SCHUSTER & SCHMOLL, 2010). Esse género é
constituido por fungos capazes de alterar o pH externo, mantendo sempre o ambiente
adjacente em condic&o 6tima para seu crescimento (BENITEZ et al., 2004). Eles ainda
sdo capazes de sintetizar antibiéticos e micotoxinas, além de dezenas de metabdlitos
com atividade antibiética (SCHUSTER & SCHMOLL, 2010).

Por essas caracteristicas, T. harzianum é muito citado na literatura
por seu potencial antagbénico e de biocontrole contra fitopatdgenos como Fusarium
oxysporum (SIVAN & CHET, 1989), Colletotrichum musae (BONETT et al., 2014) e
Cylindrocladium scoparium (CARVALHO FILHO et al., 2008). Trichoderma também é
capaz de promover o crescimento de plantas por mecanismos diretos, como a indugao
da sintese de auxinas (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009) e a solubilizagdo de
nutrientes (KUCUK et al., 2008). Por esse grande potencial no biocontrole de
patégenos e na promogdo direta do crescimento vegetal, ja existe no mercado
bioformulag6es a base de Trichoderma spp. (MACHADO et al., 2012).
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Justificativa

Considerando-se a importancia da erva-mate para os paises do sul
da América do Sul e 0 aumento de sua demanda, alguns processos relacionados ao
seu cultivo precisam ser melhorados, com o intuito de reestabelecer ervais em areas
adequadas. Dentre estes processos se encontram a formacao de mudas (Pintro et al.,
1998). Entretanto, tradicionalmente a erva-mate tem uma importancia secundéria em
relacdo a cultivos como o arroz ou o milho. Por isso, existem poucos relatos na
literatura sobre seu desenvolvimento, principalmente nos estagios iniciais poés

germinagéo.

Nos ultimos anos, estudos provenientes da ecologia, agronomia e
biologia do desenvolvimento mostram uma clara necessidade de adocao de praticas
agricolas menos agressivas, como o uso de microrganismos no biocontrole de
patégenos e como biofertilizantes. Assim, o estudo da interagdo de |. paraguariensis
com microrganismos de amplo uso como biofertilizantes e agentes de biocontrole de
patégenos mostra-se benéfico para esse cultivo e necessario para a melhora da satde
ambiental e humana.
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Materiais e Métodos

MATERIAL BIOLOGICO

Os inoculos das bactérias foram preparados de acordo com o
protocolo descrito por DOBEREINER (1997). Foram preparados indculos das
bactérias Azospirillum brasilense e Gluconacetobacter diazotrophicus a partir de
solucdes estoque contendo 800 pL de bactéria concentrada e 200 pL de glicerol 80%
armazenadas a -80°C. A partir da solucdo estoque, a bactéria foi estriada em meio
DYGS soélido e incubada a 28°C por 72 horas. Apoés isso, colbnias isoladas foram
transferidas a tubos falcon com 5 mL de meio DYGS liquido, constituindo o pré-
inoculo, mantidos em agitacdo por 48 horas a 28°C objetivando a saturacdo do
crescimento bacteriano. Posteriormente, o pré-inoculo foi diluido em DYGS liquido
para a obtenc&o de absorbancia 1 (DOeoo), equivalente a uma concentracdo de 107
UFC/mL. O inéculo foi preparado com 1% de pré-inoculo. Também foi preparado o
in6culo fungico de Trichoderma harzianum a partir da formulagdo comercial
Trichodermil®, diluindo 2 g da formulagdo em 1 L de agua, com concentragéo final de
2x107 Conidia/mL. Os microrganismos foram escolhidos por serem amplamente
descritos na literatura como benéfico para plantas e por apresentarem mecanismos
de interacdo e promocao de crescimento de plantas com diferengas importantes entre

Si.

Tabela 1: Composig¢do do meio DYGS apto para bactérias diazotréficas

Composto quimico Quantidade
Glicose 2,0g
Acido malico 2,09
Peptona bacteriolégica 159
Extrato de levedura 2,0g
K2HPO4 059
MgS04.7H20 0549
Acido glutamico 159
Agua destilada 1000 ml
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Plantas, germinadas a partir do mesmo lote de sementes do Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria de Misiones, Argentina, de um més pos-
germinacédo, cedidas gentilmente pelo viveiro Los Pinos (Jardin América, Misiones —
Argentina), foram retiradas do solo (Figura 3) e suas raizes ficaram expostas por 5
minutos para inducdo de um leve estresse hidrico, facilitando a entrada dos
microrganimos. Elas foram distribuidas aleatoriamente a quatro tratamentos,
cinquenta plantas por tratamento, sendo eles a inoculagcdo com A. brasilense, G.
diazotrophicus e T. harzianum e o tratamento controle. As raizes das plantas foram
imersas nos inéculos dos microrganismos ou em agua, no caso do tratamento
controle, por 15 minutos (Figura 4). Ap6s a inoculacéo, 1/3 da raiz principal de cada
planta foi retirado, evitando sua quebra, e as plantas foram colocadas em tubetes com
terra e casca de Pinus. A terra e a casca de Pinus foram misturadas, hidratadas e
entdo distribuidas entre as matrizes de tubetes, de modo que os tratamentos
recebessem substrato de igual procedéncia e tratado de igual forma. As bandejas de
tubetes foram alocadas de modo aleatério (Figura 5) e as plantas foram mantidas sob
os cuidados do viveiro Los Pinos por cinco meses. Foi pedido ao viverista o tratamento
igualitario das plantas dos tratamentos entre si e entre os demais espécimes de |I.
paraguariensis do viveiro, entretanto foi solicitado que as plantas do experimento ndo
fossem adubadas de qualquer maneira. As plantas ficaram sob sombrite 50% e

expostas ao ambiente.
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Figura 3. Plantas de um més pés-germinacdo em sementeira.
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Figura 5. Distribuicdo de plantulas no viveiro (quatro meses pés-inoculacéo).

ANALISE DE CRESCIMENTO

Ap6s cinco meses, periodo escolhido pela condicdo das plantas e
pela dificuldade de visitar o local do experimento, as plantas foram analisadas
aferindo-se massa fresca e comprimento das partes aérea e radicular e da planta
inteira. As amostras foram infectadas pela ampola da erva-mate (Gyropsylla
spegazzianiana, Psyllidae; Figura 6), plantas com ampolas desenvolvidas nas folhas
e 29 plantas que morreram pela infestagdo. Assim, no momento da aferi¢cdo todos os
tratamentos possuiam 43 plantas, exceto o tratamento controle, que possuia 42
plantas. O numero de folhas infectadas por planta por tratamento ndo foi contabilizado.
Também se analisou a raz&o entre o comprimento aéreo e radicular, assim como entre
a massa fresca aérea e radicular. Foi verificada a homogeneidade das variancias de
cada variavel pelo teste Levene? e posteriormente os dados foram analisados pelos
testes paramétricos ANOVA e Tukey. As analises estatisticas foram realizadas com o
software OriginPro 8.6 (2012). Os dados brutos coletados se encontram nos anexos
nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.
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Figura 6. Plantula de erva-mate com folha infectada com ampola da erva-mate (Gyropsylla
spegazzianiana). Circulo vermelho indicando ampola com ovos do inseto.
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Resultados e Discusséao

Neste experimento, 50 plantulas de llex paraguariensis (por
tratamento) foram inoculadas com trés microrganismos benéficos, Azospirillum
brasilense, Gluconacetobacter diazotrophicus e Trichoderma harzianum. As Figuras
7, 8, 9 e 10 mostram o box plot do comprimento e da massa fresca total, radicular e
aéreo e da razdo entre comprimento e massa fresca aéreo e radicular,
respectivamente. A Figura 11 mostra as médias da razdo entre comprimento aéreo e
radicular e massa fresca aérea e radicular, respectivamente. Quanto ao comprimento,
ndo houve diferenca entre os tratamentos entre propor¢cdo aérea e radicular das
plantas, mas em relacdo a massa fresca, os tratamentos com a bactéria G.
diazotrophicus e o fungo T. harzianum mostraram proporgao aérea significativamente
menor que a proporcao radicular em relagdo ao tratamento controle. O tratamento
com a bactéria A. brasilense n&o diferiu do tratamento com os demais microrganismos
ou do tratamento controle. As Figuras 1 e 2 dos anexos mostram a comparacéo do
comprimento e da massa fresca, respectivamente, total, radicular e aérea dos

tratamentos.

Figura 7. Box plot do comprimento e da massa fresca total dos tratamentos AB (inoculagdo com
Azospirillum brasilense), GD (inoculagdo com Gluconacetobacter diazotrophicus), TH (inoculagdo com

Trichoderma harzianum) e CT (inoculagdo com agua, controle). Quadrados indicam a média e “x
indicam posi¢éo do 1% e do 99% dos espécimes amostrados.
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Figura 8. Box plot do comprimento e da massa fresca radicular dos tratamentos AB (inoculagdo com
Azospirillum brasilense), GD (inoculagdo com Gluconacetobacter diazotrophicus), TH (inoculagdo com

Trichoderma harzianum) e CT (inoculagdo com agua, controle). Quadrados indicam a média e “x
indicam posicdo do 1% e do 99% dos espécimes amostrados.
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Figura 9. Box plot do comprimento e da massa fresca aérea dos tratamentos AB (inoculagdo com
Azospirillum brasilense), GD (inoculagdo com Gluconacetobacter diazotrophicus), TH (inoculagdo com

Trichoderma harzianum) e CT (inoculagdo com agua, controle). Quadrados indicam a média e “x
indicam posicéo do 1% e do 99% dos espécimes amostrados.
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Figura 10. Box plot da razéo entre comprimento aéreo e comprimento radicular e razao entre massa
fresca aérea e massa fresca radicular dos tratamentos AB (inoculagdo com Azospirillum brasilense),
GD (inoculac@o com Gluconacetobacter diazotrophicus), TH (inoculagdo com Trichoderma harzianum)
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e CT (inoculagdo com agua, controle). Quadrados indicam a média e “x” indicam posigéo do 1% e do
99% dos espécimes amostrados.
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Figura 11. Média da raz&o entre comprimento aéreo e comprimento radicular e razio entre massa
fresca aérea e massa fresca radicular dos tratamentos AB (inoculagdo com Azospirillum brasilense),
GD (inoculacéo com Gluconacetobacter diazotrophicus), TH (inoculagdo com Trichoderma harzianum)
e CT (inoculagdo com agua, controle). Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica entre as
médias. ANOVA para massa fresca: F=4,14, p=0,007.
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E notavel que, apesar da extensa literatura relatando diversas

caracteristicas promotoras de crescimento presentes nos trés microrganismos aqui

inoculados na erva-mate,

somente a bactéria G. diazotrophicus, conhecida por

interagir com a cana de aglcar e ocorrer obrigatoriamente no interior desta planta,
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promoveu o crescimento das plantas de I. paraguariensis (Figura 12). Como mostrado
nas Figuras 13 e 14, as plantas inoculadas com G. diazotrophicus apresentaram maior
comprimento e massa fresca que as plantas controle e dos demais tratamentos, com
excec¢do do comprimento radicular, em que o tratamento GD n&o diferiu das plantas
inoculadas com o fungo T. harzianum (tratamento TH). A promoc¢&o do crescimento
das plantulas é mais notavel no parametro massa fresca radicular, em que as plantas
inoculadas com G. diazotrophicus apresentaram raizes em média 69% mais pesadas
gue aquelas inoculadas com agua ([média GD/média CT]*100).

Figura 12. Plantulas de llex paraguariensis cinco meses ap6s inoculagdo com agua (controle, A e B)
Azospirillum brasilense (C e D), Gluconacetobacter diazotrophicus (E e F), Trichoderma harzianum (G
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Figura 13. Média do comprimento total, radicular e aéreo de plantas inoculadas com Azospirillum
brasilense (AB), com Gluconacetobacter diazotrophicus (GD), Trichoderma harzianum (TH) e das
plantas controle ndo inoculadas (CT). Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica.
(Comprimento total: F=11,62, p<0,001; Comprimento radicular: F=5,15, p=0,002; Comprimento aéreo:
F=8,39, p=<0,001).
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Figura 14. Média da massa fresca total, radicular e aérea de plantas inoculadas com Azospirillum
brasilense (AB), com Gluconacetobacter diazotrophicus (GD), Trichoderma harzianum (TH) e das
plantas controle n&o inoculadas (CT). Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica. (Massa
fresca total: F=12, p<0,001; Massa fresca radicular: F=11,6, p<0,001; Massa fresca aérea: F=10,62,
p<0,001).

22 1.0+ 1,24
204 0.9 1.1
18] 08 1,0
0,9
8 e =971 08
[} 4 ,8 -
] 14 2 06 0.7
= 12 8 )
2 S 054 5061
3 = 1.0 (3] |
s F0,5
2 8l T 04 905
s - € ;4] 044
s 06 = 031
0,44 N 0,24
02] 0.1 0,11
0,01 0.0 0,01
AB GD TH CT AB GD TH CT AB GD TH CcT
Tratamentos

O fato de as plantas de I. paraguariensis inoculadas com A. brasilense
ndo diferirem do tratamento controle em nenhum dos parametros analisados pode ser
devido a diversos fatores. Primeiramente, como colocado por PEDRAZA et al. (2010),
algumas inoculagbes podem n&o resultar em efeito positivo mensuravel, mas as
plantas podem apresentar maior resisténcia contra estresses ambientais, o que ndo
foi verificado neste estudo. Outro fator pode ser a secrecdo excessiva de AlA pela
bactéria. DOBBELAERE et al. (1999), estudando o efeito da inoculagédo de sementes
de trigo com Azospirillum brasilense, &cido indol-acético (AlA) e triptofano, precursor

da biossintese de AlA, encontraram que a inoculagédo das plantas com concentragdes
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crescentes da bactéria tinha efeito semelhante ao da inoculagdo com altas
concentracdes do fitormoénios, sendo ele a diminuicdo do comprimento radicular assim
como o aumento da quantidade de pelos radiculares, sendo que o fenétipo ja podia
ser visto com a menor concentracdo de inéculo bacteriano testada, de 108 UFC/ml.
Esta concentracdo de in6culo bacteriano é menor do que a utilizada no presente
trabalho, de 10° UFC/ml. Também KEYEO et al. (2011) avaliou a promog¢do do
crescimento de plantulas de arroz com diferentes bactérias diazotréficas e fixadoras
de nitrogénio, dentre elas A. brasilense e Gluconacetobacter sp., encontraram que as
bactérias que secretavam altas concentracdes de AIA, como A. brasilense, néo
induziam o crescimento das plantas. Por fim, possivel que os exsudados das raizes
de |. paraguariensis ndo tenham suficiente fonte de carbono para atrair a bactéria ao

rizoplano, seguindo a hipétese levantada por PEDRAZA et al. (2010).

Nos pardmetros analisados, como se relatou acima, tampouco se
detectou a promocao de crescimento da erva-mate com T. harzianum. Esse fungo ja
foi encontrado na rizosfera de plantas de |. paraguariensis em cultivos no Brasil
(PIMENTEL et al., 2006), indicando sua competéncia na coloniza¢do deste ambiente.
Como coloca MACHADO et al. (2012), esse fungo apresenta caracteristicas
importantes para a relagcdo benéfica com plantas, sendo elas o micoparasitismo, a
competicdo, a antibiose, a inducdo de resisténcia e a promocdo do crescimento. A
promocéo de crescimento de modo direto se da pela solubilizagdo de nutrientes
(ALTOMARE et al., 1999) e pela indugdo da sintese de fitorménios nas plantas. A
competicdo e antagonismo contra patégenos da erva-mate (ALMEIDA, 2008; SIVAN
& CHET, 1989) e a indugdo da sintese de fitormonios na plantas (SOFO et al., 2011)
séo fatores que deveriam facilitar o mutualismo entre as duas espécies. Sua auséncia
neste estudo pode indicar a seletividade de |. paraguariensis, ja que este fungo
interage com um amplo espectro de espécies (SCHUSTER & SCHMOLL, 2010).

O mutualismo entre |. paraguariensis e G. diazotrophicus, expresso
em maior comprimento e massa fresca das plantas inoculadas com a bactéria em
relacdo as plantas controle, pode ser resultado de diversas caracteristicas da bactéria,
como a secrecdo de auxina em baixa concentra¢do (KEYEO et al., 2011), a fixagdo

de nitrogénio (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988), o potencial para o biocontrole
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de patégenos (BANSAL et al., 2005; MUTHUKUMARASAMY et al., 2000; PINON et
al., 2002) e a solubilizagao de nutrientes (CRESPO et al., 2011; SARAVANAN et al.,
2007). Também ¢é possivel que o carater endofitico dessa bactéria (JAMES et al.,
2001) facilite a interagéo, visto que as caracteristicas benéficas citadas anteriormente
podem ser melhor aproveitadas pela planta em comparagdo a microrganismos

rizosféricos.

Durante o estudo, as plantas foram afetadas pela ampola da erva-
mate (Gyropsylla spegazzianiana), o que causou a morte de 23 plantas. De acordo
com Flores e Notta (1988) apud GONCALVES et al. (2008), os periodos de maior
infestacdo deste inseto na Argentina sdo entre marco e maio e entre agosto e outubro
e 0 presente experimento realizou-se entre agosto e janeiro, sujeitando os espécimes
a uma maior populagdo do inseto, principalmente por se tratar de um viveiro, com
plantas de erva-mate concentradas como em um monocultivo, onde as infestacdes
sdo maiores (GONCALVES et al., 2008). Infelizmente ndo foi possivel quantificar o
nuamero de folhas perdidas por planta por tratamento, entretanto, o nimero de plantas
mortas por tratamento foi igual para as inoculagdes com microrganismos (sete plantas
por tratamento), muito semelhante ao nimero de plantas mortas no grupo controle
(oito plantas). Assim, assume-se que a infestagdo nédo tendenciou os resultados.
Mesmo assim, seria interessante que o experimento fosse repetido com a exclusédo

desta variavel.

Este resultado levanta a possibilidade de uso da bactéria G.
diazotrophicus como biofertilizante em cultivos da erva-mate. Além disso, esse estudo
realca a necessidade de investigacdo dos solos onde ocorre a erva-mate em busca
de microrganismos com caracteristicas promotoras de crescimento vegetal que ja
interajam com esta planta induzindo seu crescimento, como fizeram BERGOTTINI et
al. (2015) na Argentina. Mesmo assim, ainda € necessario compreender 0s
mecanismos responsaveis pela interagdo de |. paraguariensis com G. diazotrophicus

e indutores do crescimento dessa planta pela citada bactéria.
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Considerac¢des Finais

1. Nao foi verificada a promogédo do crescimento das plantulas de I.
paraguariensis inoculadas com a bactéria Azospirillum brasilense ou com o fungo
Trichoderma harzianum, ndo havendo diferenca entre os tratamentos com estes
microrganismos e o tratamento controle em nenhum dos pardmetros morfométricos
analisados, sendo eles comprimento e massa fresca radiculares, aéreos e totais.

2. Foi verificado o crescimento diferencial das plantas de |
paraguariensis inoculadas com a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus em
relagdo as plantas do tratamento controle, sendo que as primeiras apresentaram
maiores comprimento e massa fresca radiculares, aéreos e totais.

3. A inducdo de crescimento de plantulas de |. paraguariensis por G.
diazotrophicus foi mais evidente nas raizes, que apresentaram uma diferenca de
massa fresca de 69% em relacdo as plantas do tratamento controle.

4. Pretende-se futuramente avaliar os efeitos da inoculagdo de I.
paraguariensis com a bactéria G. diazotrophicus na expressdo de genes de enzimas
do metabolismo do nitrogénio e do metabolismo de fitormdnios, verificando se a
promogédo do crescimento da planta por esse microrganismo se d& pelo fornecimento

de nitrogénio, de fitorménios ou de ambos.
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Anexos

Tabela 1. Dados brutos utilizados em analises e coletados de plantas de llex paraguariensis tratadas

com &gua (controle).

Matriz Planta

Comprimento (cm)

Massa fresca (g)
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13,50
15,90
14,10
18,90
14,40
16,60
15,80
14,60
16,60
19,10
20,00
13,30
12,70
14,30
11,90
17,70
15,60
10,80
14,00
12,20
15,60
17,60
13,80
13,10
17,20
15,40
18,00
18,20
12,00
17,00
14,00
18,90
18,30
13,50
11,30

6,80
7,14
6,00
9,50
6,30
9,40
7,10
9,60
9,00
9,00

11,00
5,80
7,40
8,00
6,30

10,40
9,20
5,30
8,40
6,80
9,80

10,60
7,80
8,20

10,30
8,50
9,50

10,50
7,10

11,50
9,10

13,20

11,00
6,20
5,90

6,70
8,76
8,10
9,40
8,10
7,20
8,70
5,00
7,60
10,10
9,00
7,50
5,30
6,30
5,60
7,30
6,40
5,50
5,60
5,40
5,80
7,00
6,00
4,90
6,90
6,90
8,50
7,70
4,90
5,50
4,90
5,70
7,30
7,30
5,40

Aéreo/ Aérea/
Total Radicular Aéreo radicular Total Radicular Aéreo radicular
0,99 0,61 0,14 0,47 3,36
1,23 1,63 0,67 0,96 1,43
1,35 0,90 0,20 0,70 3,50
0,99 1,98 0,83 1,15 1,39
1,29 0,95 0,35 0,60 1,71
0,77 1,73 0,87 0,86 0,99
1,23 1,41 0,33 1,08 3,27
0,52 0,84 0,43 041 0,95
0,84 1,34 0,63 0,71 1,13
1,12 1,78 0,78 1,00 1,28
0,82 141 0,57 084 1,47
1,29 1,31 0,39 0,92 2,36
0,72 0,51 0,15 0,36 2,40
0,79 1,14 0,54 0,60 1,11
0,89 0,51 0,14 0,37 2,64
0,70 1,20 0,66 0,54 0,82
0,70 1,51 0,82 0,69 0,84
1,04 0,98 0,37 0,61 1,65
0,67 0,58 0,27 0,31 1,15
0,79 0,31 0,07 0,24 3,43
0,59 0,85 0,42 0,43 1,02
0,66 1,79 0,85 0,94 1,11
0,77 1,33 0,66 0,67 1,02
0,60 0,49 0,26 0,23 0,88
0,67 1,37 0,62 0,75 1,21
0,81 1,19 0,56 0,63 1,13
0,89 1,35 0,57 0,78 1,37
0,73 1,24 0,49 0,75 1,53
0,69 0,64 0,35 0,29 0,83
0,48 0,62 0,30 0,32 1,07
0,54 0,63 0,40 0,23 0,58
0,43 0,92 0,44 0,48 1,09
0,66 1,04 0,41 0,63 1,54
1,18 0,91 0,33 0,58 1,76
0,92 0,58 0,16 0,42 2,63
0,82 0,85 0,37 0,48 1,30

14,00

7,70

6,30
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17
18
19
20
21
22

16,30
14,30
13,50
11,50
11,90
12,00

8,50
8,70
6,40
6,20
6,50
6,60

7,80
5,60
7,10
5,30
5,40
5,40

0,92
0,64
1,11
0,85
0,83
0,82

1,26
0,68
0,48
0,77
0,54
0,51

0,52
0,36
0,10
0,39
0,31
0,25

0,74
0,32
0,38
0,38
0,23
0,26

1,42
0,89
3,80
0,97
0,74
1,04

Tabela 2. Dados brutos utilizados em andlises e coletados de plantas de llex paraguariensis tratadas
com Azospirillum brasilense.

Matriz Planta

Comprimento (cm)

Massa fresca (g)

Aéreo/

Total Radicular Aéreo radicular

Aérea/

Total Radicular Aéreo radicular
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15,30
15,20
17,20
16,60
11,70
14,00
16,90
17,50
15,50
16,00
17,00
18,00
15,90
11,00
17,50
14,70
14,20
14,00
12,20

9,60
14,80
16,20
15,80
18,70
14,00
17,50
17,80
18,50
17,00
15,90
16,00

8,90
10,00
10,10

9,00

6,00

8,70

9,50
10,10

9,10

9,00
10,70

9,40

8,40

6,20

9,80
10,00

8,20

8,10

7,50

6,70

9,20

8,90

7,50
10,10

7,00
10,70

9,90

9,50
10,80

9,80

6,60

6,40
5,20
7,10
7,60
5,70
5,30
7,40
7,40
6,40
7,00
6,30
8,60
7,50
4,80
7,70
4,70
6,00
5,90
4,70
2,90
5,60
7,30
8,30
8,60
7,00
6,80
7,90
9,00
6,20
6,10
9,40

0,72
0,52
0,70
0,84
0,95
0,61
0,78
0,73
0,70
0,78
0,59
0,91
0,89
0,77
0,79
0,47
0,73
0,73
0,63
0,43
0,61
0,82
1,11
0,85
1,00
0,64
0,80
0,95
0,57
0,62
1,42

1,24
1,23
1,15
1,29
0,56
0,69
1,89
1,62
0,91
1,24
1,69
1,11
1,94
0,27
1,96
0,70
1,05
0,67
0,39
0,14
0,40
1,91
1,39
1,48
1,02
2,18
1,40
1,99
1,31
1,03
1,48

0,78
0,68
0,43
0,64
0,08
0,34
0,75
0,83
0,37
0,60
0,80
0,42
0,87
0,08
0,92
0,31
0,51
0,31
0,18
0,05
0,20
0,86
0,62
0,70
0,51
1,01
0,76
1,10
0,73
0,46
0,46

0,46
0,55
0,72
0,65
0,48
0,35
1,14
0,79
0,54
0,64
0,89
0,69
1,07
0,19
1,04
0,39
0,54
0,36
0,21
0,09
0,20
1,05
0,77
0,78
0,51
1,17
0,64
0,89
0,58
0,57
1,02

0,59
0,81
1,67
1,02
6,00
1,03
1,52
0,95
1,46
1,07
1,11
1,64
1,23
2,38
1,13
1,26
1,06
1,16
1,17
1,80
1,00
1,22
1,24
1,11
1,00
1,16
0,84
0,81
0,79
1,24
2,22
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

11,60
16,20
16,00
12,50
11,60
18,10
11,70
10,50
15,60
10,10

8,20
10,30

5,90
9,10
9,70
6,60
6,70
10,90
4,50
5,30
9,60
4,00
3,40
6,70

5,70
7,10
6,30
5,90
4,90
7,20
7,20
5,20
6,00
6,10
4,80
3,60

0,97
0,78
0,65
0,89
0,73
0,66
1,60
0,98
0,63
1,53
1,41
0,54

0,69
1,37
1,39
0,70
0,41
1,20
0,60
0,27
1,08
0,29
0,21
0,23

0,35
0,63
0,50
0,40
0,18
0,68
0,23
0,09
0,57
0,09
0,06
0,11

0,34
0,74
0,89
0,30
0,23
0,52
0,37
0,18
0,51
0,20
0,15
0,12

0,97
1,17
1,78
0,75
1,28
0,76
1,61
2,00
0,89
2,22
2,50
1,09

Tabela 3. Dados brutos utilizados em andlises e coletados de plantas de llex paraguariensis tratadas
com Gluconacetobacter diazotrophicus.

Matriz Planta

Comprimento (cm)

Massa fresca (g)

Aéreo/

Total Radicular Aéreo radicular

Aérea/

Total Radicular Aéreo radicular
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16,50
19,20
16,00
17,10
17,70
17,00
15,90
12,80
19,60
17,70
21,00
16,50
17,50
15,70
16,30
18,00
17,90
18,00
20,20
16,60
17,40
18,10
16,60
13,70

10,20
12,10
8,20
10,40
9,20
8,30
8,60
5,20
11,70
8,60
9,80
9,80
8,90
10,40
9,00
9,00
9,60
8,30
11,60
8,90
7,80
9,80
9,50
7,80

6,30
7,10
7,80
6,70
8,50
8,70
7,30
7,60
7,90
9,10
11,20
6,70
8,60
5,30
7,30
9,00
8,30
9,70
8,60
7,70
9,60
8,30
7,10
5,90

0,62
0,59
0,95
0,64
0,92
1,05
0,85
1,46
0,68
1,06
1,14
0,68
0,97
0,51
0,81
1,00
0,86
1,17
0,74
0,87
1,23
0,85
0,75
0,76

1,11
1,52
1,19
0,88
1,62
1,48
2,29
0,65
2,35
1,78
2,85
1,44
1,28
1,97
1,48
1,34
1,76
1,20
2,42
1,40
1,49
1,72
1,14
0,86

0,56
0,86
0,52
0,49
0,74
0,58
0,80
0,24
0,99
0,89
1,29
0,66
0,41
0,92
0,73
0,43
0,84
0,54
1,23
0,69
0,63
0,74
0,57
0,50

0,55
0,66
0,67
0,39
0,88
0,90
1,49
0,41
1,36
0,89
1,56
0,78
0,87
1,05
0,75
0,91
0,92
0,66
1,19
0,71
0,86
0,98
0,57
0,36

0,98
0,77
1,29
0,80
1,19
1,55
1,86
1,71
1,37
1,00
1,21
1,18
2,12
1,14
1,03
2,12
1,10
1,22
0,97
1,03
1,37
1,32
1,00
0,72
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

18,00
17,40
16,10
13,80
16,10
20,50
16,90
24,00
12,50
15,60
22,00
19,00
17,80
18,50
15,40
18,00
17,40
21,10
14,60

10,30
9,50
9,20
7,00
8,10

11,60

10,70

13,60
6,80
8,80

13,30

10,00
8,80

10,40
8,30
9,70
9,20

11,50
9,20

7,70
7,90
6,90
6,80
8,00
8,90
6,20
10,40
5,70
6,80
8,70
9,00
9,00
8,10
7,10
8,30
8,20
9,60
5,40

0,75
0,83
0,75
0,97
0,99
0,77
0,58
0,76
0,84
0,77
0,65
0,90
1,02
0,78
0,86
0,86
0,89
0,83
0,59

0,95
1,96
1,09
1,25
1,71
2,08
0,88
1,71
0,99
1,13
2,05
1,56
1,93
1,95
1,07
1,71
1,83
2,84
1,96

0,51
0,94
0,48
0,40
0,78
0,96
0,47
0,74
0,63
0,57
0,94
0,71
1,01
1,06
0,65
0,69
0,81
1,06
1,00

0,44
1,02
0,61
0,85
0,93
1,12
0,41
0,97
0,36
0,56
1,11
0,85
0,92
0,89
0,42
1,02
1,02
1,78
0,96

0,86
1,09
1,27
2,13
1,19
1,17
0,87
1,31
0,57
0,98
1,18
1,20
0,91
0,84
0,65
1,48
1,26
1,68
0,96

Tabela 4. Dados brutos utilizados em andlises e coletados de plantas de llex paraguariensis tratadas
com Trichoderma harzianum.

Comprimento (cm)

Massa fresca (g)

Aéreo/ Aérea/

Matriz Planta Total Radicular Aéreo radicular Total Radicular Aéreo radicular
1 16,00 8,00 8,00 1,00 1,06 0,47 0,59 1,26

2 15,00 8,50 6,50 0,76 0,49 0,39 0,10 0,26

3 15,20 7,90 7,30 0,92 1,12 0,58 0,54 0,93

4 15,30 9,70 5,60 0,58 0,75 0,40 0,35 0,88

5 15,50 8,10 7,40 0,91 1,03 0,60 0,43 0,72

6 12,00 7,80 4,20 0,54 0,40 0,17 0,23 1,35

7 11,00 5,20 5,80 1,12 0,61 0,29 0,32 1,10

8 16,70 7,60 9,10 1,20 0,87 0,33 0,54 1,64

16 9 16,10 8,70 7,40 0,85 1,52 0,88 0,64 0,73
10 15,50 8,40 7,10 0,85 1,05 0,57 0,48 0,84

11 14,80 9,00 5,80 0,64 0,92 0,50 0,42 0,84

12 14,20 9,30 4,90 0,53 1,12 0,58 0,54 0,93

13 15,10 8,30 6,80 0,82 0,97 0,40 0,57 1,43

14 16,40 9,70 6,70 0,69 1,18 0,47 0,71 1,51

15 13,00 8,40 4,60 0,55 0,49 0,25 0,24 0,96

16 16,60 9,90 6,70 0,68 2,79 1,28 1,51 1,18

17 10,70 6,00 4,70 0,78 0,33 0,15 0,18 1,20

18 16,70 8,70 8,00 0,92 1,35 0,63 0,72 1,14
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15,50
17,30
15,00
14,40
14,20
15,60
13,00
15,30
16,50
14,70
19,20
15,10
17,10
11,20
14,20
18,50
16,50
18,10
18,80
16,80
17,90
17,20

9,30
14,00
16,40

9,50
10,10
8,50
7,50
8,00
8,70
7,90
8,30
8,40
7,30
10,80
8,90
10,60
7,50
8,50
10,20
9,40
9,50
10,50
10,30
10,50
8,80
5,70
7,50
8,80

6,00
7,20
6,50
6,90
6,20
6,90
5,10
7,00
8,10
7,40
8,40
6,20
6,50
3,70
5,70
8,30
7,10
8,60
8,30
6,50
7,40
8,40
3,60
6,50
7,60

0,63
0,71
0,76
0,92
0,78
0,79
0,65
0,84
0,96
1,01
0,78
0,70
0,61
0,49
0,67
0,81
0,76
0,91
0,79
0,63
0,70
0,95
0,63
0,87
0,86

1,05
1,89
0,74
0,80
0,62
0,98
0,64
1,06
1,54
0,98
2,47
1,09
0,97
1,28
0,81
2,04
1,71
1,52
1,93
1,06
1,44
1,02
0,13
0,82
1,08

0,43
0,96
0,43
0,42
0,23
0,37
0,31
0,57
0,73
0,40
1,27
0,50
0,45
0,65
0,44
1,03
0,76
0,68
1,00
0,52
0,68
0,45
0,05
0,45
0,40

0,62
0,93
0,31
0,38
0,39
0,61
0,33
0,49
0,81
0,58
1,20
0,59
0,52
0,63
0,37
1,01
0,95
0,84
0,93
0,54
0,76
0,57
0,08
0,37
0,68

1,44
0,97
0,72
0,90
1,70
1,65
1,06
0,86
1,11
1,45
0,94
1,18
1,16
0,97
0,84
0,98
1,25
1,24
0,93
1,04
1,12
1,27
1,60
0,82
1,70

Tabela 5. Média e desvio padrdo dos parametros avaliados neste estudo. AB, tratamento com
inoculacdo de Azospirillum brasiliense. GD, tratamento com inoculacdo de Gluconacetobacter
diazotrophicus. TH, tratamento com inoculagdo de Trichoderma harzianum. CT, tratamento com
inoculac@o com agua, controle. Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica (ANOVA).

Comprimento
(cm)

Massa fresca

(9)

AB GD TH CT

Desvio Desvio Desvio Desvio
Parametro Média padrdo Média padrdo Média padrdo Média padrao
Total 14,76 b 2,72 17,39 a 2,29 1529 b 2,15 1529 b 2,43
Radicular 832 b 191 950 a 161 863 b 125 863 b 2,20
Aéreo 6,44 b 1,38 7,88 a 1,29 6,67 b 131 6,67 b 1,90
Aéreo/
radicular 0,81 a 0,27 0,85 a 0,19 0,78 a 0,16 0,84 a 0,23
Total 1,06 b 056 158 a 051 111 b 053 1,11 b 0,43
Radicular 0,49 b 028 073 a 023 054 b 0,27 054 b 0,21
Aérea 0,57 b 030 085 a 032 057 b 028 057 b 0,25
Aérea/
radicular 1,39 ab 0,85 120 b 037 1,11 b 0,31 157 a 0,86
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Figura 1. Comparacéo entre comprimento total (azul), radicular (amarelo) e aéreo (verde) tratamentos
AB (inoculagdo com Azospirillum brasilense), GD (inoculacéo com Gluconacetobacter diazotrophicus),
TH (inoculagdo com Trichoderma harzianum) e CT (inoculagdo com agua, controle).

Comprimento (cm)

20

18

16

14

12

10

Tratamentos

Figura 2. Comparagdo entre comprimento total (azul), radicular (amarelo) e aéreo (verde) dos
tratamentos AB (inoculagdo com Azospirillum brasilense), GD (inoculagdo com Gluconacetobacter
diazotrophicus), TH (inoculagdo com Trichoderma harzianum) e CT (inoculagdo com agua, controle).
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