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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para " METODO
PARA ESTIMULAR O CRESCIMENTO E O DESENVOLVIMENTO
FENOLOGICO DE PLANTAS " .
CAMPO DA TECNICA

[001] A presente invencao — dentro do ramo de microbiologia do

solo — refere-se a uma nova aplicacao de biofertilizantes microbianos que
sédo capazes de favorecer e estimular crescimento em plantas sem
afetar o ambiente.

TECNICA ANTERIOR

[002] Biofertilizantes sao definidos como produtos baseados

em micro-organismos que geralmente vivem no solo. Ao aumentar
sua populacdo através de inoculacdo artificial, a resposta €
gue esses micro-organismos reforcam sua atividade biologica. Entéo,
fornecimento das plantas com nutrientes importantes que aumentam
seu crescimento. Ainda, 0S micro-organismos sao acreditados
fornecer as plantas substancias hormonais que sdo essenciais
para seu desenvolvimento (Martinez, J. S. e outros,
1985, "Manual Practico de Microbiologia”. Ed: Pueblo y Educacion,
Cuba).

[003] Véarios estudos foram realizados sobre este tema,
particularmente sobre um grupo de micro-organismos bem conhecidos
gue sera analisado a seguir:

[004] E estimado que a fixac&o simbiotica de nitrogénio, inerente
ao Rhizobium, seja um dos meios mais provaveis de recuperar
nitrogénio e retornar para o ecossistema. Foi calculado que 175 milhdes
de toneladas de nitrogénio por ano sdo biologicamente fixadas; das
guais 70% vao para o solo (Burity, H.A. e outros, 1989. "Estimation of
nitrogen fixation and transfer from alfalfa to associated grasses in mixed
swards under Field conditions". Plant and Soil, 114:249-255). Cinquenta

por cento dessa fixacdo vém de associacOes nodulares como aquelas
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causadas por Rhizobium (Carrera, M. e outros, 2004, "Nodulacion
natural en leguminosas silvestres del Estado de Nuevo Leon").
[005] A fixacdo simbibtica de nitrogénio acontece quando as
bactérias (Rhizobium) reconhecem seu hospedeiro causando sua
infeccdo através dos pelos radiculares e na matriz das células corticais,
induzindo entdo meiose e mitose aceleradas. Isto leva a um tecido
superatrofiado: "o nodulo”, uma estrutura tipica das raizes de
leguminosas. Dentro deste nédulo o Rhizobium perde sua parede celular
e se torna um bacterdide que devido a acdo da sua enzima nhitrogenase
fixa nitrogénio (N2), transformando-o em aménio (NHs), este Ultimo sendo
transferido para o ribossoma vegetal para a sintese de proteina. Ao
mesmo tempo, por meio da fotossintese, o CO. € reduzido em
carboidratos pela planta leguminosa, que vai servir como uma fonte de
carbono e energia para o Rhizobium, entdo ele € mantido ativo no
nédulo satisfazendo entdo a necessidade de nitrogénio das plantas
(Bauer, T., 2001, "Micro-organismos Fijadores de Nitrogeno: familia
Rhizobiaceae". Em:
http://www.microbiologia.com.ar/suelo/rhizobium.html). Isto
constitui a associagao mais elaborada e eficiente entre plantas e micro-
organismos. E por esse motivo que ela tem sido estudada amplamente
até agora.
[006] Bactérias do género Azotobacter formam um grupo de micro-
organismos de fixacao de nitrogénio especial. Em vista que eles séo os
unicos unicelulares e aparentemente capazes de fixar nitrogénio em
condicdes aerdbicas (Andresson, A.J. e outros, 1994. "Effecto de la
inoculation con Azotobacter y MVA en vitroplantas de fiame (Dioscorea
alata"). Cultivos Tropicales, 15 (3): 66). Do ponto de vista histérico, é o
Azotobacter, na verdade, o micro-organismo mais amplamente usado
na agricultura. A primeira aplicacdo desta bactéria data de 1902,

obtendo grande utilizacdo durante as décadas de 40, 50 e 60,
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particularmente nos paises da Europa oriental (Gonzélez, J. e Llunch,
C., 1992. "Biologia del Nitrégeno. Interaccion Planta-Micro-organismo".
Ed. Rueda, Madrid. Espafa).
[007] Outros micro-organismos biofertilizantes séo feitos de varias
linhagens do género Pseudomonas, que contribuem para o aumento da
biodisponibilidade do fosforo alcancavel (Lawrence, A.R., 2002.
Biofertilizers for rice cultivation. Agricultural Universities of India. Em:
http://www.hinduonnet.com/thehindu/seta/2002/04/04/storie
s/2002040400120400.htm).
[008] A aplicacdo combinada de trés espécies de bactérias:
Bacillus pumilus Meyer e Gothel, Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn e
Curtobacterium flaccumfaciens (Hedges) Collins e Jones, a sementes de
pepino (Cucumis sativus, L.), proveu resultados melhores comparado com
a inoculacéo de cada uma separada (Raupach, G.S. e Kloepper, J.W.,
1998. "Mixtures of plant growth-promoting rhizobacteria enhance
biological control of multiple cucumber pathogens”. Phytopathology,
88:1158-1164). O efeito positivo das linhagens do fungo micorrizogénio,
em combinacdo com Azotobacter sp. e himus de minhoca da terra,
sobre o crescimento de mudas de café (Coffeea arabica) foi relatado. A
combinacao de Glomus fasciculatum e Glomus peul com Azotobacter
passou a ser superior aos tratamentos controle (Sanchez, C. e outros,
1994. "Utilizacion de las Micorrizas VA y Azotobacter sp. en la
produccion de posturas de Coffea arabica L.". Cultivos tropicales, 15
(3):69).
[009] No cultivo de tomates, acelga, alface, vagem e rabanete,
essas foram inoculadas com Glomus sp. e Azotobacter, resultados
positivos corroboraram a efichcia desta combinacdo que mostra
claramente que ambos 0s organismos reagiram de um modo sinérgico
(quando eles foram adicionados simultaneamente) (Terry, E. e outros,

2000. "Efectividad de Azotobacter chroococcum y HFMA em diferentes
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cultivos horticolas en condiciones de organoponico”. XII Seminario
Cientifico, Programa y Resumenes. La Habana. INCA, 1170.

[0010] A atividade nematocida da linhagem Tsukamurella
paurometabola C-924 foi previamente descrita como um controle (til
contra parasitas de ambos os animais e plantas (Mena, J. e outros,
Patente EP 0774906 B1). O controle bioldégico de nematdides é uma
alternativa eficaz ao uso de pesticidas quimicos na agricultura. O
mecanismo de acdo deste bionematicina foi relacionado ao efeito
combinado de atividades de dessulfurase e quitinase sobre o0s
nematoides e seus ovos. Até agora, nenhuma influéncia benéfica sobre
plantacdes foi conhecida, a ndo ser a derivada de sua acao direta sobre
nematdides.

[0011] Embora o efeito rapido de fertilizantes quimicos sobre o
crescimento de planta seja um fato, eles causam disturbios nutricionais
as plantas mais efeitos colaterais negativos ao solo. Por causa disso a
obtencao de novos biofertilizantes € uma necessidade. Eles tém como
objetivo a promocéao do crescimento e desenvolvimento de plantas sem
causar consequéncias prejudiciais indesejadas, ou ao ambientes ou as
pessoas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0012] A presente invencéo tem como objetivo resolver o problema

acima mencionado ao prover uma composicao biofertilizante que
compreende pelo menos uma linhagem de Tsukamurella
paurometabola, ou um mutante derivado dela, ou um metabdlito
derivado de tal linhagem, em um carreador apropriado. Tudo isso tem o
efeito de estimular o crescimento e desenvolvimento fenolégico de
plantas. Ainda, a presente composicao contribui para o0 aumento da
fertilidade de solo, criando as condi¢cdes para um desenvolvimento de
plantas mais favoravel.

[0013] Em uma modalidade basica da mesma, a composi¢cao
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biofertilizante compreende as bactérias conhecidas como linhagem
Tsukamurella paurometabola C-924 (Mena, J. e outros, 2003.
Biotecnologia Aplicada 20(4):248-252) cuja capacidade em influenciar
positivamente a fenologia em varias espécies de plantas cultivadas é
claramente demonstrada. Conseguentemente, com base nos resultados
obtidos, € possivel estabelecer um método para estimular o
desenvolvimento de plantas através de um biofertilizante a ser usado
em agricultura que ajuda as plantas a otimizar a aquisicdo de matéria
organica, favorecendo entdo a apropriacdo de nitrogénio e fésforo,
elementos relacionados com a atividade da linhagem T. paurometabola
C-924 no solo ou em um substrato natural ou artificial. Eventualmente,
a aplicacao de fertilizantes quimicos é reduzida ou eliminada. Apesar do
efeito imediato que os fertilizantes exercem sobre o desenvolvimento de
planta, eles causam outros distdrbios nutricionais e efeitos colaterais
indesejados.

[0014] O efeito de bioestimulagao de T. paurometabola em plantas
€ gerado pela producdo de amoniaco (NHs3), associado com o
crescimento desta bactéria interagindo com a matéria organica e amino
acidos presentes no solo ou substrato onde as plantas sao cultivadas,
ou na matéria organica e amino acidos adicionados a qualquer mistura,
aplicados simultaneamente ou em combinacdo com esta bactéria. Ao
mesmo tempo, este micro-organismo participa na solubilizacdo de
fosforo, entdo mudando-o de ndo-absorvivel para absorvivel pelas
plantas.

[0015] A aplicacédo da linhagem T. paurometabola C-924 ao solo,
sobre um carreador substrato (natural ou artificial) ou uma matéria
organica e/ou amino acidos, é feita por meio de uma suspensao celular
tendo entre 1,0x107 unidades de formacéo de coldnia (cfu)/ml e 5,0x102
cfu/ml ou através de um pé concentrado de aproximadamente 1012

CFU/g de composicao.
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[0016] A composicao contendo a linhagem T. paurometabola C-924
(carreada pela matéria organica, amino acidos e outros carreadores
organicos), aplicada em combinacdo com outros biofertilizantes e
bioestimuladores, ou independentemente, aumenta o desenvolvimento
de plantas de maneira similar a ou até mesmo melhor que outros micro-
organismos de promocao de crescimento de plantas usados na
agricultura.

[0017] Com os resultados obtidos, pode ser estabelecido um
método para estimular o crescimento de plantas com base no uso de
um agente biofertilizante para uso agricultura que otimiza a aquisicao
de matéria organica pelas plantas, o que favorece a assimilacdo de
nitrogénio e fésforo, elementos ligados a atividade da linhagem T.
paurometabola C-924 aplicada ou ao solo ou a um substrato natural ou
artificial.

[0018] Em outra modalidade da presente invengao, o metabolito
compreendido na composicéo de biofertilizante pode ser obtido de uma
maneira ou natural, recombinante ou sintética. A composicdo de
biofertilizacdo da dita invencéo pode ter varios tipos de carreadores, tais
como: um fertilizante organico, um solo pré-embalado, uma cobertura
de semente, um pd, uma formulacdo granulada, um nebulizador, um
liquido, uma suspensdo ou qualquer uma das variantes acima
mencionadas em uma forma encapsulada.

[0019] Em outra modalidade da presente invencéo, a linhagem T.
paurometabola €& combinada ou misturada com outros micro-
organismos biofertilizantes, tais como: Bacillus subtilis, Rhizobium
leguminosarum, Azotobacter chroococcum, Pseudomonas fluorescens,
Glomus fasciculatum e Glomus clarum, ou um mutante derivado de tais
organismos, bem como outros principios ativos ou metabolitos obtidos
de tais linhagens, através de uma maneira ou natural, recombinante ou

sintética, em um carreador adequado.
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[0020] E também um objetivo da presente invencdo um método
para estimular o crescimento de plantas, caracterizado por
compreender: a) obtencao de um agente biofertilizante que compreende
uma cultura de uma linhagem Tsukamurella paurometabola ou um
metabolito derivado de tal linhagem, obtido através de modo natural,
recombinante ou sintético; e b) contato do solo de um substrato ou
natural ou um artificial com uma quantidade eficaz de tal biofertilizante
ou de um metabdlito derivado desta linhagem. Em uma modalidade da
invencdo, o método descrito acima € caracterizado pelo fato da
linhagem Tsukamurella paurometabola ser a linhagem C-294. A
guantidade eficaz do agente biofertilizante é aplicada ao solo ou
substrato em uma suspensao aguosa em uma concentracdo de
aproximadamente entre 10° e 10° cfu por mililitro de suspensédo, e o
agente biofertilizante é aplicado pelo menos uma vez ao solo ou
misturado com o substrato.

[0021] O agente biofertilizante e 0 método de estimulacdo do
crescimento de planta da presente invencao sao eficazes para plantas
de producao de alimento empregadas com o objetivo de obtencdo de
alimento para seres humanos, tais como frutas e vegetais, ou para
plantas obtidas para alimentacao de animais, tais como, pasto, cereais,
etc. Eles sdo também aplicaveis a plantas ornamentais.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0022] Figura 1. Cinética da formacdo de amoniaco durante a

cultura de T. paurometabola C-924 em um biorreator de 5 L. A
temperatura de trabalho era 28C e o pH inicial era de 7,0 com um
agitacao de 500 rpm.

[0023] Figura 2. Correlacéo resultante do amoniaco acumulado e
do peso seco da biomassa produzida no biorreator de 5 L sob as ditas
condicoes.

EXEMPLOS
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Exemplo 1. Amoniaco produzido pela linhagem T. paurometabola
C-924, cultivada em um biorreator de 5L

[0024] Uma vez criadas as condi¢cdes, o processo de cultivo da
linhagem T. paurometabola C-924 em um biorreator de 5 L foi iniciado.
A temperatura foi ajustada em 28T em uma velocidad e de agitac&o de
500 rpm. As amostras de meio de cultura foram obtidas em intervalos
de tempo diferentes durante o processo de fermentacéo (2, 4, 6, 8, 10,
12 e 13 horas). Cinco mL de cada amostra (trés vezes) foram
centrifugados e filtrados através de um filtro de 0,2 um. A mistura filtrada
foi submetida a andlise de amdnio de acordo com o Método Reagente
de Nessler. Para sua determinacdo espectrofotbmetro, o
espectrofotbmetro Pharmacia Biotech foi usado, com um comprimento
de onda de 450 nm.

[0025] A producédo de amoniaco durante a cultura da Tsukamurella
paurometabola linhagem C-924 é representada na figura 1, onde a
cinética na formacg&o de amoniaco no biorreator de 5 L (até 14 horas de
cultura) € mostrada. A temperatura de trabalho era de 28C, e o pH
inicial era de 7,0. A producéo de amoniaco, foi notado, estava associada
com o crescimento da C-924, que mostra a desaminacao oxidativa do
organismo de uma maneira constitutiva na presenca de substrato de
amino acido. O aumento do pH (com o tempo) era notavel gquase
atingindo o valor de 9,0, e a concentracdo de NHs de até 934 pg/ml. Entéo,
a linhagem C-924 de T. paurometabola pode ser considerada como uma
produtora de muito amoniaco comparado com outros micro-organismos
(Hoffmann, T., 1998. "Ammonification in Bacillus subtilis utilizing
dissimilatory nitrate reductase is dependent on resDE". Journal of
Bacteriology, vol. 180,1:186-189; Takahasi, N., 2000. "Metabolic
Pathways for cytotoxic end product formation from glutamate and a
aspartate containing peptides by Porphyromonas gingivalis". Journal of
Bacteriology, vol. 182, 17:4704-4710).
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[0026] A producéo de NHz deve ser sustentada pelo processo de
desaminacdo oxidativa sofrido pelos amino acidos que participam do
meio de cultura (Vanhooke, J.L. e outros, 1999. "Phenylalanine
dehydrogenase from Rhodococcus sp. M4: high-resolution X-ray
analysis of inhibitory ternary complexes reveal key features in the
oxidative deamination mechanism. Biochemistry”, 38: 2326-2329;
Paustina, T., 2001. Microbiology Webbed Out. University of Wisconsin,
Madison). E importante destacar que por meio deste processo, 0s amino
acidos sdo desaminados dando amoniaco e um residuo de carbono (um
a-acetoacido), como mais carbono energético do que nitrogénio
assimilavel é necessario, geralmente acontece acumulo de amoniaco
no meio (Salle, A. J., 1966. Bacteriologia, Edicion Revolucionaria, La
Habana, Cuba). Presumivelmente, este mecanismo se encaixa no que
aconteceu no processo de acumulo de amoniaco pela linhagem
Tsukamurella paurometabola C-924.

[0027] Na figura 2 é mostrada a correlacdo experimental entre 0s
niveis de amoniaco no meio extracelular e a concentracdo celular
expressa como um peso seco para a biomassa produzida no biorreator
de 5 L. Uma relacdo linear acontece entre ambas as variaveis, o que
indica uma producdo de NHz associada com o crescimento de micro-
organismo cuja velocidade € constante com relacdo a concentracéo de
biomassa.

Biomassa: Solubilizacdo de fosfato pela linhagem Tsukamurella

paurometabola C-924.

[0028] O fosforo € um dos principais nutrientes para o
desenvolvimento de plantas, mas na maioria dos casos ele é encontrado
em uma forma insolavel no solo. Uma alta porcentagem do fosfato
inorganico aplicado ao solo como fertilizante é rapidamente imobilizada
ap0s a aplicacdo e é mantida pelas plantas de uma maneira ndo-

disponivel. Consequentemente, a liberacéo dessas formas insollUveis de
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fosfato sera importante para aumentar a disponibilidade deste elemento
nos solos.

[0029] Com propésitos experimentais, a linhagem C-924 foi
inoculada no meio NBRIP (Nautiyal, C., 1999. "An efficient
microbiological growth medium for screening phosphate solubilizing
microorganisms". FEMS Microbiology Letters 170: 265-270), util na
determinacédo de micro-organismos de solubilizacdo de fosfato. Ele foi
incubado a 30C durante 10 dias. Tendo passado todo s esses dias, 0
halo transparente caracteristico deste meio apareceu.

[0030] Foi demonstrado que varios isolamentos que ndo mostram
nenhum halo no meio sélido ou gue formam um halo muito pequeno séo
capazes de solubilizar fosfatos insoluveis em meios liquidos (Leyval, C.
e Barthelin, J., 1999, Plant Soll, 17: 103-110). Por esta razéo, o teste foi
realizado em um meio liquido. Como um controle positivo,
Pseudomonase aeruginosa ATCC 25922 foi empregada.

[0031] As duas linhagens foram inoculadas separadas no meio
liquido NBRIP e elas foram incubadas a 30C com agi tacdo a 180 rpm
por cinco dias. Ainda, um meio estéril (ndo-inoculado) foi usado a fim de
validar o teste. As amostras foram analisadas a cada 24 horas. As
culturas de cada amostra foram centrifugadas a 3000 rpm por 25
minutos e o sobrenadante foi filtrado com um filtro de 0,45 ym. Para
cada caso, a concentracdo de fosfato sollvel foi estabelecida, o método
Fiske e Subbarow foi usado (Fiske, H. e Subbarow, Y., 1925. "The
colorimetric determination of phosphorus”. J. Biol. Chem. 66:375-400).
Os dados sado mostrados na tabela 1. Embora ambos os micro-
organismos mostrassem a capacidade em solubilizar fosfatos, a

linhagem Tsukamurella paurometabola C-924 provou ser mais eficiente.
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TABELA 1. Resultados da medicéo de solubilizacao de fosfato em

linhagens estudadas

Tempo (dias) Linhagem C-924 Linhagem ATCC 25922
0 0,00 0,00
1 26,52 25,57
2 39,34 33,22
3 75,16 38,20
S) 95,19 44,40

Exemplo 3. Efeito de composicao biofertilizante que compreende
T. paurometabola C-924 sobre o desenvolvimento e crescimento de
plantas de tanchagem (hibrido de  Musa sp., cultivar "Macho").
[0032] Um "Solo Marrom Macio Médio-Carbonado " foi escolhido
(Instituto de Suelos, 1999. "Nueva clasificacion genética de los suelos
de Cuba". Ministerio de la Agricultura. Editorial AGRINFOR, Cuba). O
dito solo foi peneirado em uma peneira de 0,5 cm (diametro) para
eliminar particulas indesejaveis. 5% de humus de minhoca da terra
foram aplicados ao solo a fim de aumentar o teor organico do solo acima
de 3% de matéria organica labil e 12% de matéria orgéanica total.

[0033] Em seguida, potes de 15 cm de diametro superior e 1,0 L de
capacidade foram cheios, para serem usados nos experimentos de
atividade biolégica. Mudas de tanchagem (hibrido de Musa sp., cultivar
"Macho") de cultura de tecido in vitro foram plantadas nos ditos potes.
para cada um dos tratamentos que seguem, 10 réplicas foram usadas:
[0034] Controle: Meio Luria Bertani (LB) + H>O em uma
concentracao de 1/1000, aplicado para uma razéo de 50 mL/pote.
[0035] Linhagem Bacillus subtilis F 16/95 [ajustar para 1x10’
esporos/mL), aplicada para uma razéo de 50 mL/pote.

[0036] Linhagem Tsukamurella paurometabola C-924 [ajustar para
1x107 cfu/mL], aplicada para uma razdo de 50 mL/pote.

[0037] Depois de trés meses do experimento comecar, a avaliacao
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final foi feita direcionada a esses parametros: peso da folhagem, peso
das raizes e a soma total, dada em gramas. O experimento foi realizado
em uma estufa sob condicBes semicontroladas. A Analise de Variancia
(ANOVA) foi aplicada aos dados resultantes dos pesos. A fim de
encontrar o0s tratamentos onde as diferencas significantes se
encontrassem (p<0,05), teste de faixas mdiltiplas Tukey foi aplicado.
Além disso, o programa SYSTAT 7.0 para Windows foi aplicado para
realizar os célculos estatisticos. Trés meses ap0s 0 transplante e
aplicacao dos tratamentos, os resultados foram como segue:

TABELA 2. Média das medi¢cfes em 10 plantas

Peso (gramas) Controle C-924 F 16/95
Raizes 3,3° 26,8 2 302

Folhagem 10,9 ° 47,92 59,4 2
Total 14,2 ° 74,7 @ 89,42

[0038] Valores médios com letras diferentes diferem entre eles
significantemente, de acordo com o teste de faixa multipla de Tukey,
para p<0,05.
[0039] Ambos 0s micro-organismos usados eram capazes de
reforcar o crescimento de plantas de tanchagem. Diferencas em
crescimento entre os tratamentos com a linhagem T. paurometabola C-
924 e linhagem Bacillus subtilis F16/95 (como a bactéria controle
positivo) ndo foram notadas. A dltima é bem conhecida por aumento de
crescimento de plantas (Mc Spadden, B. B. e Fravel, D., 2002. Biological
Control of Plants Pathogens: Research, Commercialization and
Applicatoin in the USA. Em:
http://www.phcmexico.com.mx/apsnet_biological_control.ht
ml).
Exemplo 4. Efeito da linhagem Tsukamurella paurometabola C-924
sobre o desenvolvimento e crescimento de plantas de banana

(hibrido Musa sp., cultivar Cavendish).
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[0040] Um "Solo Marrom Macio Médio-Carbonado" (Instituto de
Suelos, 1999. "Nueva clasificacion genética de los suelos de Cuba".
Ministerio de la Agricultura. Editorial AGRINFOR, Cuba). O dito solo foi
peneirado em uma peneira de 0,5 cm (diametro) para eliminar particulas
indesejaveis. 5% de humus de minhoca da terra foram aplicados ao solo
a fim de aumentar o teor organico do solo acima dos 3% de matéria
organica labil e 12% de matéria organica total.
[0041] Em seguida, potes de 15 cm de diametro superior e 1,0 L de
capacidade foram cheios, para serem usados nos experimentos de
atividade bioldgica. Mudas de banana (hibrido Musa sp., cultivar
Cavendish) da cultura de tecido in vitro foram plantadas nos ditos potes.
Para cada um dos tratamentos que seguem, 10 réplicas foram usadas:

1- Controle: Meio Luria Bertani (LB) + H.O em uma
concentracao de 1/1000 aplicado para uma razéao de 50 mL/pote.

2- Linhagem Bacillus subtilis F16/95 [ajustar para 1x10’
esporos/mL] aplicada para uma razao de 50 mL/pote.

3- Linhagem Tsukamurella paurometabola C-924 [ajustar
para 1x107 cfu/mL) aplicada para uma razdo de 50 mL/pote.
[0042] Depois de cinco meses do inicio do experimento, a avaliacdo
final foi feita se direcionando a esses parametros: peso da folhagem,
peso das raizes e a soma total, dada em gramas. O experimento foi
realizado em uma estufa sob condicbes semicontroladas. A Analise de
Variancia (ANOVA) foi aplicada aos dados resultantes dos pesos. A fim
de encontrar os tratamentos onde diferencas significantes se
encontrassem (p<0,05), teste de faixas mudiltiplas foi aplicado. Além
disso, o programa SYSTAT 7.0 para Windows foi aplicado para realiza
os célculos estatisticos. Cinco meses apo6s o transplante e aplicacéo

dos tratamentos, os resultados foram como segue:
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TABELA 3. Médias para medi¢des em 10 plantas

Peso (gramas) Controle C-924 F 16/95
Raizes 25,06 ° 31,342 36,042
Folhagem 42,48° 65,12 2 63,322
Total 67,54 ° 96,46 2 99,36 2

[0043] Valores médios com letras diferentes diferem entre eles
significantemente, de acordo com o teste de faixas multiplas de Tukey,
para p<0,05.
[0044] Como no exemplo 3, os dois organismos sendo aplicados
relataram um crescimento significante nas plantas de banana.
Quaisquer diferencas entre os tratamentos com a linhagem C-924 e com
a linhagem controle F 16/95 foram relatadas.
Exemplo 5. Efeito de Tsukamurella paurometabola C-924 sobre o
crescimento e desenvolvimento de plantas de soja(  Glycine max)
[0045] Um solo "Vermelho Ferralitico" (Instituto de Suelos, 1999.
"Nueva clasificacion genética de los suelos de Cuba". Ministerio de la
Agricultura. Editorial AGRINFOR, Cuba). O dito solo foi peneirado em
uma peneira de 0,5 cm (diametro) para eliminar particulas indesejaveis.
Este solo tinha um teor de 2,6% de matéria organica labil e 10,7% da
matéria organica total.
[0046] Potes de 15 cm de diametro superior e 1,0 L de capacidade
foram cheios, para serem usados nos experimentos de atividade
biol6gica. Sementes de soja pré-germinadas foram usadas (Glycine
max). As sementes foram plantadas em numeros de trés em cada pote.
Vinte potes com trés plantas cada um foram empregados com 0s
tratamentos que seguem:

1. Controle: Meio Luria Bertani (LB) + H.O em uma
concentracao 1/1000 aplicado para uma razao de 100 mL/pote.

2. Linhagem Tsukamurella paurometabola C-924 [ajustar

para 1x10° cfu/mL] aplicada para uma razédo de 100 mL/pote.
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[0047]

das sementes pré-germinadas. Entdo, sete dias apos a semeadura

Os tratamentos foram aplicados um dia antes da semeadura

delas, foi feita uma avaliacao testando os parametros que seguem: o
peso das raizes, caules e folhas foi monitorado bem como o peso total
das plantas (dado em gramas). As plantas de 10 potes foram avaliadas
(30 ao todo).

[0048]

semicontroladas. A Andlise de Variancia (ANOVA) foi aplicada aos

O experimento foi realizado em uma estufa sob condi¢oes

dados resultantes dos pesos. A fim de encontrar os tratamentos onde
diferencas significantes se encontrassem (p<0,05), teste de faixas
multiplas de Tukey foi aplicado. Além disso, o programa SYSTAT 7.0
para Windows foi aplicado para realizar os calculos estatisticos.

[0049]
pesos liquidos para cada avaliacdo e sua significaAncia sdo mostrados

Os valores médios resultantes (por plantas) obtidos dos

na tabela 4.
TABELA 4. Valores médios das medi¢cdes em 30 plantas

Peso das Peso dos Peso das Peso da
Tratamento .
raizes (g) caules (g) folhas () planta (g)
Controle 0,388 0,783 0,564 1,735
C-924 0,367 1,066 0,680 2,113
[0050] Apos sete dias de crescimento, diferencas significantes entre

as plantas foram notadas, tais como: aumento no peso liquido dos caules
como nas folhas e no peso total das plantas. Consequentemente, a
conclusdo leva a declaracdo que o tratamento com a composicao
contendo a linhagem C-924 da resultados satisfatérios no aumento do
crescimento e desenvolvimento de plantas.

Exemplo 6. Efeito de Tsukamurella paurometabola linhagem C-924
sobre o crescimento de plantas de tomate ( Lycopersicon
esculentum Mill. variedade FA-180) em condi¢cdes de muda

[0051]

empregada. Como um substrato para a muda, uma mistura de humus

Deste modo, uma estufa adaptada para cultivo de mudas foi
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de minhoca da terra (50%), grama (25%) e Zedlito (25%) foi usada.
[0052] Dois tratamentos para o substrato foram aplicados ao solo,
trés dias antes do plantio das sementes pré-germinadas:

a) Um tratamento com uma suspensdo concentrada
(5,0x10* cfu/mL) da linhagem T. paurometabola C-924 em uma razéao
de 20 mL por 100 kg de substrato. Uma bomba de pulverizagdo manual
foi usada com uma adicdo de 10 L de &gua para ajudar a tornar
homogénea a distribuicdo de suspensao bacteriana.

b) Tratamento de controle onde apenas agua foi usada.
[0053] No dia 22 de sua semeadura, quando as mudas estavam
prontas para serem transplantadas, o peso de 40 plantas de cada
tratamento foi medido. As plantas foram pegas aleatoriamente, em 10
locais diferentes dentro do leito de semente. A tabela 5 mostra os
valores de peso médios por plantas. Diferencas significantes (p<0,05,
ANOVA) foram observadas entre os tamanhos obtidos em ambos os
tratamentos, uma influéncia clara da linhagem C-924 é observada. O
efeito de aumento da dita linhagem foi substancial para as mudas de
tomate no substrato com muita matéria organica.
TABELA 5. Média de medicGes em 40 plantas

Tratamentos das mudas Médias de alturanodia22 (c m)
C-924 16,22
Controle 13,57

Exemplo 7. Efeito da Tsukamurella paurometabola linhagem C-924
sobre o0 crescimento de plantas de tomate ( Lycopersicon
esculentum Mill. variedade FA-180) e outros parametros
fenoldgicos sob condicBes de campo

[0054] Uma estufa (0,09 ha de superficie) com um "Solo Marrom
N&o-carbonado” (Instituto de Suelos, 1999. "Nueva classificacion
genética de los suelos de Cuba". Miniesterio de la Agricultura. Editorial
AGRINFOR, Cuba) foi usada. O dito solo tinha um teor de matéria labil
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de 3% e matéria organica total de 12%. Em seguida, a estufa foi
separada em 16 lotes onde uma elaboracdo experimental foi ajustada
com quatro tratamentos e a mesma quantidade de réplicas. O
procedimento foi como segue:

e Tratamento com uma suspensdo concentrada (5,0x10!
cfu/ml) de T. paurometabola linhagem C-924, em uma razéo de 10L/ha
aplicada através de um tratamento de irrigacdo. Isto foi feito sete dias
antes de seu transplante.

e Tratamento com uma suspensdo concentrada (5,0x10!
cfu/ml) de T. paurometabola linhagem C-924, em uma razéo de 4L/ha,
aplicada através do sistema de irrigacao. Isto foi feito sete dias antes de
seu transplante.

e Tratamento quimico: Basamide (Dazomete) a 600 kg/ha.

e Controle (nenhum tratamento quimico ou biolégico).
[0055] Os dois tratamentos com a linhagem C-924 foram feitos por
meio de uma bomba auxiliar ligada ao sistema de irrigacdo por
gotejamento, com um resultado de irrigacdo total de 1L por metro
guadrado de acordo com os parametros estabelecidos para irrigagéo
em estufas (Casanova, A., 1999. "Guia técnica para la producién
protegida de hortalizas em Casas de Cultivo Tropical con efecto de
sombrilla”. MINAGRI, Instituto de Investigaciones Horticulas "Liliana
Dimitrova", Cuba).

[0056] Quinze dias ap6s o transplante, os procedimentos de
medicdo e contagem foram feitos (10 plantas por pote) incluindo os
par@metros que seguem:

e Altura das plantas (cm).

e NUumero de folhas por planta.

e Largura da base do caule (mm).

e NUmero de buqué de flores.

e NUmeros de flores por planta.
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[0057] A Tabela 6 mostra um sumario de resultados. Na realidade,
foi claramente estabelecido que a altura, o numero de folhas pequenas
e 0 numero de flores eram significantemente superiores em ambos 0s
tratamentos (com duas doses diferentes) com a linhagem C-924. Entao,
as propriedades de aumento deste agente biofertilizante estdo fora de
gualquer duvida.

TABELA 6. Valores médios de medicfes aplicadas a 10  plantas

Altura Folhas Largura Buqué
Tratamento Flores
(cm) |pequenas (mm) S
C-924,10L/ha | 36,392 8,78 @ 10,33 @ 1,152 | 653 &
C-924, 4L/ha | 36,032 9,08 @ 9,832 1,332 | 8,132
Controle 25,42 ° 7,50° 9,70 & 1,03 | 458¢
Bas. 600 Kg/ha | 29,10° 7,85° 8,65° 0,93¢ | 5,23°

[0058] Valores médios com letras diferentes para cada parametro
diferem significantemente de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).
Exemplo 8. Comparacdo e interacdo de Tsukamurella
paurometabola linhagem C-924 com Rhizobium luguminosarum no
cultivo de feijoes ( Phaseolus vulgaris L.)

[0059] Cada tratamento incluia cinco réplicas e quatro plantas por
réplica. Uma semente por leito foi plantada, atingindo quatro leitos por
pote com uma profundidade de 3 cm nos potes de capacidade de 1 L.
Para cada unidade ou pote experimental, 1,2 kg de "Solo Marrom
Carbonado" (Instituto de Suelos, 1999. "Nueva classificacion genética
de los suelos de Cuba". Ministerio de la Agricultura. Editorial
AGRINFOR, Cuba) foi usado, com uma matéria organica labil de 3,74%
e uma matéria organica total de 14,2%, mais fosforo soltvel: 19,14 mg
de P>0s/100 g de solo.

[0060] O experimento foi realizado em uma estufa sob condi¢cdes
semicontroladas. Os tratamentos foram como segue:

1- Controle sem nenhuma inoculacéo.
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2- T. paurometabola linhagem C-924 inoculada sete dias
antes do plantio e sete dias apds plantio das culturas. A dose aplicada
foi de 100 mL por pote com uma concentracdo de 1x10° cfu/mL.

3- R. leguminosarum foi inoculada (com uma concentracao
de 2,5x108 cfu/mL em uma formulacédo sélida) misturada com humus
previamente peneirado. A quantidade atingiu 1 kg de biofertilizante por
45 kg de sementes.

4- Combinacéao dos tratamentos 2 e 3.

[0061] Seguindo as recomendacfes agroquimicas do "Instituto de
Suelos" (Cuba), cada pote foi fertilizado de acordo com o0s teores no
solo de P20Os e K20. Os carreadores usados foram: Uréia, Super Fosfato
Triplo (TSF) e Cloreto de Potassio (KCI), para nitrogénio, fosforo e
potassio, respectivamente. Fertilizacao foi aplicada quatro dias antes do
momento do plantio (no caso de fosforo e potassio) enquanto para
Uréia, ela foi aplicada 15 dias apds a germinac¢ao. Para o ultimo cultivo,
a quantidade aplicada foi 217 kg/ha. Enquanto para TSF, e KCI,
fertilizacdo atingiu 0 maximo de 11,5 kg/ha e 60 kg/ha, respectivamente.
[0062] As variantes fenoldgicas avaliadas foram o niumero de folhas
a cada sete dias bem como seu peso seco (MINAG, 1988. Suelos.
Analisis Quimico. "Determinacion de peso seco, materia organica y los
indices del grado de acidez". NRAG. 892 y 878, Cuba). As variaveis
foram estatisticamente avaliadas através de ANOVA (classificacéo
simples). O teste comparativo multiplo de Duncan foi utilizado a fim de
comparar as médias de tratamento (valores médios). O pacote de
estatistica SPPP versdo 8.0 (1997) foi aplicado resultando nas

medicOes especificadas na tabela 7.
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TABELA 7. Resultados derivados da aplicacdo de linh  agens
inoculadas nos parametros fenol6gicos no cultivo de feijoes

(Phaseolus vulgaris L.)

Tratamentos Folhas, 36 dias  |Peso seco (%), 43 dias
Controle 70¢ 591°
C-924 12,102 6,25 &
Rhiz. leguminosarum 10,60° 6,572
C-924+Rhiz. 10,10° 6,62 2
[0063] Média com letras diferentes sao significantemente diferentes

entre elas mesmas (para cada medicao) de acordo com o teste de faixas
multiplas de Duncan, p < 0,05.

[0064] Como para o numero de folhas, os melhores resultados
foram obtidos no dia 36 com a aplicagao de T. paurometabola linhagem
C-924. Diferencas significantes com o0 resto dos tratamentos foram
claramente mostradas. No caso onde ambas as linhagens foram
usadas, este parametro era similar ao tratamento com R.
leguminosarum, no entanto para o controle, os resultados foram
diferentes.

[0065] Com relacdo a porcentagem de matéria seca, os valores
maiores foram relatados para a aplicagdo em conjunto das duas T.
paurometabola linhagem C-924 e a R. leguminosarum. No entanto,
estatisticamente falando, ela ndo diferiu dos tratamentos onde o
biofertilizante foi aplicado e onde néo foi inoculado (Controle). Este fato
€ devido a presenca de linhagens nativas de R. leguminosarum no solo
e seu efeito positivo sobre o crescimento do cultivo de feijdes.

Exemplo 9. Comparacéao e interacdo de T. paurometabola linhagem
C-924 com Azotobacter chroococum e Pseudomonas fluorescens
no cultivo de milho ( Zea mais)

[0066] Havia quatro réplicas para cada tratamento e quatro plantas

para cada réplica. As sementes foram tratadas em uma profundidade
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de 3 cm, que resultou em uma semente por leito. Cada pote (capacidade
de 1L) tendo quatro leitos. Para cada pote experimental, 1,2 kg de "Solo
Marrom Carbonado" foi usado. O ultimo contendo 3,74% de matéria
organica labil (total 14%), fésforo soltvel de 19,14 mg de P>0Os/100 g de
solo (Instituto de Suelos, 1999. "Nueva classificacion genética de los
suelos de Cuba". Ministerio de la Agricultura. Editoral AGRINFOR,
Cuba).

[0067] O experimento foi realizado em uma estufa sob condi¢oes
semicontroladas. Os tratamentos foram o que segue:

1. Controle sem inoculacao.

2. T. paurometabola linhagem C-924: inoculada sete dias
antes do plantio das sementes e sete dias apds plantio, de acordo com
as necessidades de aplicacdo de campo. A quantidade aplicada foi de
100 mL/pote com uma concentragdo de 1x10° cfu/mL.

3. A. chroococcum com uma concentracdo de 4,5x10%°
cfu/mL em uma formulacéo soélida, misturada com humus previamente
peneirado. A dose usada foi de 2 kg/ha.

4. P. fluorescens com uma concentracéo de 2,7x10*° cfu/mL
em uma formulacdo sdlida, misturada com humus previamente
peneirado e uma dose de 2 kg/ha.

5. Combinacgao dos tratamentos 2 e 3.

6. Combinacéao dos tratamentos 2 e 4.

[0068] Cada pote teve sua fertilizacdo necessaria conforme
requerido pelos teores de P20s e K2O do solo e de acordo com a
recomendacao agroquimica feita pelo "Instituto de Suelos" (Cuba). Os
carreadores usados foram: Uréia, Super Fosfato Triplo (TSF) e Cloreto
de Potéassio (KCI), para nitrogénio, fésforo e potassio, respectivamente.
No caso de fosforo e potassio, a fertilizacao foi aplicada 4 dias antes do
plantio das sementes, e para uréia, a fertilizacdo foi aplicada 15 dias

apos o estagio de germinacédo. O cultivo de milho teve uma fertilizacao
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aplicada em uma taxa de 185 kg/ha de uréia, 121 kg/ha de TSP e 45
kg/ha de KCI.

[0069] As variaveis fenoldgicas avaliadas foram o diametro do
caule, a altura da planta, o namero de folhas (contado a cada sete dias)
e também o peso seco (MINAG, 1988. Suelo. Analisis Quimico.
"Determinacién de peso seco, materia organica y los indices del grados
de acidez". NRAG. 892 y 878, Cuba). A tabela 8 é uma soma dos
resultados de medicao.

TABELA 8. Dados resultantes ap0s a aplicacdo das li  nhagens
inoculadas sob os parametros fenoldgicos e a matéri a seca na

cultura de milho (Zea maiz L.)

Diametro No. de Altura (cm), Peso

Tratamentos | do caule, folhas, ) seco
36 dias 36 dias 36 dias (%)

Controle 8,56 ° 6,30 P 69,79 ° 4,80°

C-924 10,71 2 11,70 2 77,702 5,08 @

Azotobacter 8,84 P 6,80 P 71,70 @ 5,122

Pseudomonas 8,69 P 6,30 P 75,15 @ 5,252

C-924+Azoto. 10,09 2 7,10° 77,052 5,102

C-924+Pseud. 10,70 @ 7,20° 69,20 © 5,16 @

[0070] Valores médios com letras diferentes diferem
significantemente entre eles de acordo com o teste de faixas mditiplas
de Duncan, p < 0,05.

[0071] Os melhores valores para cada um dos parametros
fenologicos estudados foram conseguidos onde T. paurometabola
linhagem C-924 foi aplicada, ou sozinha ou em combinag&o com outros
estimuladores de crescimento. Como para o numero de folhas, o
resultado derivado da aplicacdo de apenas C-924 foi maior, de uma
maneira estatistica (teste de Duncan, p < 0,05), comparado com o resto
dos tratamentos.

[0072] Os melhores resultados no desenvolvimento das culturas
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durante a aplicacdo de T. paurometabola linhagem C-924 indicam que ha
elementos adicionais para o crescimento das plantas que sdo devido
aos compostos nitrogenados que sao liberados durante a degradacao
da matéria organica.

[0073] Com relacéo a porcentagem de matéria seca de plantas de
milho, uma vez terminado o estudo, era evidente que todas as variantes
inoculadas com um ou outro micro-organismo mostram valores
similares, mas sempre maiores do que o controle n&do-inoculado. Isto
esta de acordo com a eficacia dos biofertilizantes estudados no
crescimento de culturas (Haggag, W.M., 2002. "Sustainable Agriculture
Management of Plant Diseases". Online Journal of Biological Science,
2:280-284).

Exemplo 10. Interacdo de T. paurometabola linhagem C-924 com
micorrizas arbusculares no cultivo de alface (  Lactuca sativa)
[0074] Um "Solo Vermelho Puarpuro Ferritico” (Instituto de Suelos,
1999. "Nueva classificacion genética de los suelos de Cuba”. Ministerio
de la Agricultura. Ed.: AGRINFOR, Cuba) foi usado para este
experimento. O dito solo continha 2,9% de matéria organica labil e
11,8% de matéria organica total, distribuidos em potes de capacidade
de 1 L. Sementes da variedade Blask Simpson de alface pré-germinada
(Lactuca sativa) foram empregadas.

[0075] A linhagem C-924 foi usada na maneira de um p6é umectante
concentrado em 2x102 cfu/mL. Ela foi inoculada sete dias antes do
plantio da semente, usando uma suspensao aguosa em concentracao
de 3x107 cfu/mL. Uma irrigacdo adequada diaria foi seguida de modo a
nao atingir a capacidade de retencéo de umidade do solo.

[0076] As micorrizas arbusculares (AM) Glomus fasciculatum e
Glomus clarum previamente formuladas no "Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas de Cuba" . Essas foram aplicadas no momento do

plantio das sementes, com uma quantidade de 200 g/m? (20 g por pote).
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Um elaboracdo experimental de seis tratamentos com quatro réplicas
foi usada, cada uma delas com 4 plantas de alface. As plantas foram
mantidas (durante 30 dias) sob condi¢cdes semicontroladas em uma
estufa. Os tratamentos foram como segue:

e Tratamento 1: Solo sem inoculacao (Controle).

e Tratamento 2: Solo inoculado com C-924.

e Tratamento 3: Solo inoculado com Glomus fasciculatum e C-
924.

e Tratamento 4: Solo inoculado com Glomus fasciculatum.

e Tratamento 5: Solo inoculado com Glomus clarum e C-924.

e Tratamento 6: Solo inoculado com Glomus clarum.
[0077] Depois de 30 dias do plantio, o peso liquido da folhagem para
cada planta foi checado em todos os tratamentos. A tabela 9 mostra um
sumario dos resultados.
[0078] Tratamentos onde T. paurometabola linhagem C-924 estava
envolvida foram significantemente melhores do que o Controle (Solo
sem inoculacdo). Para ambos o0s casos, as combinacdes de T.
paurometabola linhagem C-924 + G. clarum e T. paurometabola
linhagem C-924 + G. fasciculatum mostraram resultado superior
agueles tratamentos onde a mesma AM foi aplicada separada. Isto foi
com relagdo ao aumento do peso da folhagem das plantas.
TABELA 9. Comparacéo dos valores de peso médioda p  arte aérea

de plantas de alface em cada tratamento

Tratamentos Peso da folhagem das plantas (g)
Controle 0,9835 @
C-924 13,56425°"
C-924 + G. fasciculatum 23,0545 °©
G. fasciculatum 17,2235
C-924 + G. clarum 29,503 ¢
G. clarum 25,30975 ¢
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[0079] Valores médios com letras diferentes apresentaram
diferencas estatisticas significantes, p < 0,05 (Tukey).
Exemplo 11. Testes de compatibilidade entre T. paurometabola
linhagem C-924 e G. fasciculatum em pepino ( Cucumis sativus. var.
Poinset) cultivadas em estufas
[0080] Duas estufas com um "Solo Marrom Nao-carbonado”
(Instituto de Suelos, 1999. Nueva classificacion genética de los suelos
de Cuba. Ministerio de la Agricultura. Editorial AGRINFOR, Cuba)
estavam disponiveis. O dito solo tinha um teor de 3,1% da matéria
organica e um total de matéria organica de 12,3%. Uma elaboracao
experimental com lotes de tamanhos iguais (30 m?) foi feita; quatro
tratamentos com quatro réplicas foram realizados da maneira que
segue:

e Tratamento 1: Solo inoculado com Glomus fasciculatum e C-
924.

e Tratamento 2: Solo inoculado com Glomus fasciculatum.

e Tratamento 3: Solo inoculado com C-924.

e Tratamento 4: Solo sem nenhuma inoculacao (Controle).
[0081] A linhagem C-924 e AM foram aplicadas sete dias antes do
plantio das sementes e em dois outros momentos em intervalos de 21
dias apOs sua primeira aplicacdo, de acordo com as doses requeridas
por m?, conforme aplicado no exemplo 10. O rendimento (peso) das
frutas comerciais colhidas foi avaliados durante o ciclo de cultivo (98
dias) para cada tratamento. Os resultados podem ser vistos na tabela
10.
[0082] Em referéncia ao Grupo controle, um aumento significante
no peso das frutas foi conseguido para as plantas sob o tratamento com
T. paurometabola linhagem C-924 bem como aquelas tratadas com
Glomus fasciculatum. Além disso, a aplicacdo combinada dos micro-

organismos resultou em um peso maior das frutas comparado com a

Peticdo 870180129210, de 12/09/2018, pag. 29/37



26/26

aplicacdo separada. Esta diferenca provou ser estatisticamente
significante.

TABELA 10. Comportamento do rendimento em estufa co m
aplicacdo combinada de C-924 e o fungo micorrizogén ico G.

fasciculatum

Tratamentos Peso médio das frutas por lotes (kg)
G. fasciculatum + C-924 501,52
Glomus fasciculatum 4485
T. paurometabola cepa C-924 443,0°
Controle 303,5°¢

[0083] Valores médios com letras diferentes apresentaram
diferencas significantes,
p< 0,05 (Tukey)
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REIVINDICACOES

1. Método para estimular o crescimento de plantas,
caracterizado pelo fato de que compreende:

a) obter um agente biofertilizante que compreende uma
cultura de uma linhagem Tsukamurella paurometabola ou um metabdlito
derivado desta linhagem obtido de modo natural, recombinante ou
sintético;

b) contatar o solo, ou um substrato natural ou artificial, com
uma gquantidade eficaz do dito agente biofertilizante ou o metabdlito
derivado da dita linhagem, em gue a dita quantidade eficaz esta na faixa
de 10° a 5,0x10*? unidades formadoras de coldnia (cfu) de Tsukamurella
paurometabola por mililitro ou grama de meio de cultura.

2. Método para estimular o crescimento de plantas de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que a linhagem
Tsukamurella paurometabola é a linhagem C-924.

3. Método para estimular o crescimento de plantas de acordo
com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a quantidade
eficaz do agente biofertilizante a ser aplicada ao solo ou substrato em
uma suspensdo aquosa estA em uma concentracdo de
aproximadamente 108 e 10° cfu por mililitro de suspenséo.

4. Método para estimular o crescimento de plantas de acordo
com a reivindicagcdo 3, caracterizado pelo fato de que o agente
biofertilizante € aplicado pelo menos uma vez ao solo ou misturado com

o substrato.
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