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RESUMO

A prética da aplicacdo foliar de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) apresenta
certas vantagens frente a inoculacao via semente. A combinacao de diferentes microrganismos
benéficos pode gerar um efeito sinérgico nas plantas inoculadas, desta forma a co-inoculagdo
apresenta ganhos substanciais para o ecossistema, economia ¢ a agricultura. Este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da co-inocula¢do de Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae sobre o crescimento e quantificagdo de DNA bacteriano nas plantas em solo de
fertilidade natural. Um ensaio foi conduzido in vitro com a co-inoculacao de 4. brasilense ¢ H.
seropedicae nas radiculas do milho (DKB 390). As coletas ocorreram aos 3, 7 ¢ 9 dias ap0s a
inoculacdo. Dois ensaios foram conduzidos em casa de vegetagdo, com a inoculagdo de 4.
brasilense FP2 nas radiculas do milho e de H. seropedicae SmR1 na parte aérea no estagio V2
da planta (DKB 390). No primeiro ensaio em casa de vegetacao, nas variaveis comprimento
radicular, didmetro do colmo, comprimento e largura foliar, massa seca da raiz e parte aérea e
acumulo de nitrogénio ocorreram incrementos de 56%, 66%, 36%, 60%, 170%, 103% e 123%
respectivamente, nas plantas co-inoculadas em relacdo ao controle. No segundo ensaio em casa
de vegetagdo, as varidveis comprimento radicular e comprimento foliar foram maiores para as
plantas controle e nas variaveis comprimento da parte aérea e didmetro do colmo ndo foram
observadas diferencas significativas para as plantas submetidas aos quatro tratamentos. No
ensaio in vitro observou-se comprimento radicular e da parte aérea maior em plantas co-
inoculadas. Para massa seca do tecido radicular e da parte aérea, ndo foram observadas
diferengas significativas para as plantas submetidas aos quatro tratamentos. Os valores de UFC
das bactérias A. brasilense e H. seropedicae em raiz no primeiro ensaio de casa de vegetacao e
no ensaio in vitro ficaram em torno de 5 log UFC g!. No primeiro ensaio em casa de vegetacio,
a contagem de bactérias no tecido foliar ficou abaixo do limite de deteccio (LOD) e
aproximadamente 6 log UFC g no ensaio in vitro. A contagem de UFC, baseada no nimero
de copias de DNA bacteriano quantificado por qPCR, na raiz de plantas co-inoculadas no ensaio
in vitro denotou valores de H. seropedicae nas plantas proximos de 7 log UFC g, enquanto
que os valores de 4. brasilense ficaram proximos de 5,6 log UFC g'!. A quantificagdo bacteriana
baseada no numero de copias de DNA de H. seropedicae em folhas ficou cerca de 7 log UFC
g, A quantificagdo de A. brasilense e H. seropedicae no primeiro ensaio ficou abaixo do LOD
nas raizes e folhas, embora um efeito positivo da co-inoculagdo tenha sido observado no
crescimento da planta e na nutri¢do mineral. A quantificagdo de DNA bacteriano por qPCR
proporcionou monitorar as bactérias A. brasilense e H. seropedicae em plantas co-inoculadas.

Palavras-chave: Agricultura sustentavel. Consoércio de bactérias. Inoculacdo foliar.



ABSTRACT

The foliar application of plant-growth promotion bacteria (PGPB) has advantages over seed
inoculation. The combination of different beneficial microorganisms can generate a synergistic
effect on the inoculated plants, thus co-inoculation presents substantial gains for the ecosystem,
economy and agriculture. This study aims to evaluate the co-inoculation of Azospirillum
brasilense and Herbaspirillum seropedicae on the maize growth and bacterial DNA
quantification in plants grown in natural fertility soil. An assay was conducted in vitro with the
co-inoculation of A. brasilense and H. seropedicae in maize (DKB 390). The harvest occurred
at 3, 7 and 9 days after inoculation. Two greenhouse experiments were carried out with the
inoculation A. brasilense FP2 in the maize roots and H. seropedicae SmR1 in the aerial part
inoculated in the V2 stage (DKB 390). In the first experiment, the variables root length, stem
diameter, leaf length and width, dry root and shoot weight and nitrogen accumulation increased
by 56%, 66%, 36%, 60%, 170%, 103% and 123% respectively, in the plants co-inoculated in
relation to the control. In the second greenhouse experiment, the root length and leaf length
variables were high in control plants and in shoot length and stem diameter, no significant
differences were observed for the plants submitted to four treatments. Considering in vitro
experiment, the root and shoot length values were higher in co-inoculated plants compared to
other treatments. For root and shoot dry mass, significant differences were not observed for the
plants submitted to the four treatments. The 4. brasilense and H. seropedicae bacteria counting
(CFU) in root was around 5 log CFU g! in first greenhouse test and in vitro experiment. For
the first greenhouse test, the bacteria count was below the detection limit (LOD) in leaf and
approximately 6 log UFC g'! in leaf of in vitro plants. In co-inoculated plants of in vitro assay,
the bacterial H. seropedicae values in the root was close to 7 log UFC g, while the 4.
brasilense values were close to 5.6 log UFC g'!. H. seropedicae count in leaves was about 7 log
UFC g'!. A. brasilense and H. seropedicae count was below the LOD in root and leaf in the first
greenhouse experiment, although a positive effect of the co-inoculation has been observed on
plant growth and mineral nutrition. Quantification of bacterial DNA by qPCR was used to
monitor 4. brasilense and H. seropedicae co-inoculated in plants.

Keywords: Sustainable agriculture. Bacteria consortium. Leaf inoculation.
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1 INTRODUCAO

O milho fornece cerca de 365 Kcal 100 g!' representando grande importancia na
seguranga alimentar, podendo ser consumido de diversas formas (NUSS; TANUMIHARDJO,
2010). Além da sua relevancia social, o milho se destaca na economia e na ciéncia, sendo uma
commodity com numerosos usos industriais e como planta modelo de mecanismo fotossintético
Cs4 (PECHANOVA et al., 2013; RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014).

A cultura do milho ¢ bastante exigente em nutrientes, pois ¢ linear a produtividade
com a fertilizagdo. Em virtude disso o uso de fertilizantes quimicos utilizados na cultura acaba
sendo muitas vezes superdimensionado (LACERDA et al., 2015; BARROS et al., 2016). Outro
fator que favorece o superdimensionamento de fertilizantes sintéticos sdo as adubagdes pelos
agricultores em quantidades fixas de NPK (nitrogénio, fosforo e potassio), principalmente por
receio de queda na produtividade (BENITES; POLIDORO; RESENDE, 2010). Desta forma, o
uso exacerbado desses produtos sintéticos e altamente soliveis causa uma perturbagao ao meio
ambiente gerando reflexos negativos (MIRANSARI, 2011; BOURKE et al., 2015).

Como alternativa para os fertilizantes quimicos, as bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) vem ganhando espago no campo e aceitagdao pelos agricultores,
como prova disso ¢ a venda de mais de 80 milhdes de doses de inoculantes anualmente no
mercado brasileiro (SOARES, 2018). Entre os beneficios confirmados das BPCV, quando
associadas as plantas, estdo a facilitacdo da aquisi¢do de nutrientes como nitrogénio, fosforo,
ferro, modulacao e equilibrio de hormonios vegetais e auxilio na reducao de estresses bidticos
e abidticos (BHARDWALI et al., 2014).

A pratica da aplicacdo foliar de BPCV apresenta vantagens frente a inoculagdo via
semente, principalmente quando se trata de prote¢do da populagdo inoculada e a chegada das
bactérias em uma estrutura vegetal ja formada, fator que auxilia na répida instalacao das
mesmas (GUIMARAES et al., 2018). Os efeitos positivos das BPCV sob aplicagdo foliar é
consequéncia das mudancas no equilibrio hormonal induzidas por fitormonios liberado pelas
bactérias ou pela biossintese de metabdlitos ativos apds a colonizagdo bacteriana
(GONZALEZ-LOPEZ et al., 1991).

Dentre as BPCV pode-se destacar as espécies Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae, as quais sdo bactérias diazotroficas e quando associadas com as

plantas promovem beneficios como: aumento significativo na altura e biomassa da planta,
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comprimento das raizes, matéria seca, producdo e rendimento de graos, bem como aumento da
tolerancia a estresses bidticos e abidticos (CAMILIOS-NETO et al., 2014; BREDA; ALVES;
REIS, 2016; FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018; PEDROSA et al., 2019).

A co-inoculagdo de microrganismos ¢ uma estratégia eficaz, pois combina diferentes
microrganismos benéficos podendo gerar um efeito sinérgico (JARDIN, 2015). A partir desta
tecnologia agricola, os ganhos sdo substanciais, tanto para o ecossistema, quanto para a
economia ¢ a agricultura, a qual contempla alta produtividade da cultura com baixo custo de
produgdo (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015; GOSWAMI; THAKKER;
DHANDHUKIA, 2016).

A literatura relata trabalhos de co-inoculacdo na cultura do milho com diversos géneros
de BPCV, o conjunto desses géneros traz beneficios, como aumento da produtividade, aumento
da germinagdo de sementes, melhora nas avaliagdes morfométricas da planta e indugdo de
resisténcia das plantas as condi¢des de estresse bidtico e abidtico, entretanto, poucos estudos
relatam a co-inoculagdo com A. brasilense ¢ H. seropedicae em milho (KIM et al., 2012;
GUMARAES et al., 2014; DARTORA et al., 2016; PANDE; PANDEY; KAUSHIK, 2017;
FUKAMI et al., 2018).

Para que ocorra e seja bem-sucedida a interagdo depende de alguns fatores como a
sobrevivéncia da bactéria no solo, compatibilidade com a cultura inoculada e a capacidade de
competir com a microbiota do solo. Os fatores ambientais como radiagdo UV e altas
temperaturas, além do manejo e propriedades do solo como pH, teor de matéria organica,
nutrientes e textura também influenciam no sucesso da inoculagdo (MARTINEZ-VIVEROS ef
al., 2010; ZHANG; VIVANCO; SHEN, 2017; RILLING et al., 2019).

A concepgdo, formulagdo e otimizagdo de inoculantes bacterianos eficazes de co-
inoculagdo requerem uma compreensao profunda dos modos de interagdo, adesdo e colonizagao
bacteriana as sementes e/ou aos tecidos vegetais inoculados (MOLINA-ROMERO et al., 2017).
Sdo necessarios estudos que revelem novas combinagdes de linhagens bacterianas com
diferentes genotipos de plantas para aprimorar esta tecnologia (HELMAN; BURDMAN;
OKON, 2011).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito da co-

inoculacdo de Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae via aplicacdo foliar e na
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radicula do milho sobre o crescimento, nutricdo mineral e quantificacdo de DNA bacteriano nas

plantas em condig¢des de solo de baixa fertilidade natural.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MILHO (Zea mays L.)

A espécie Z. mays pertence a Ordem Poales, Familia Poaceac e Género Zea,
angiosperma monocotiledonea e graminea (TROPICOS, 2020). Originaria da graminea
selvagem teosinto (Zea mays subsp. parviglumis), teve como centro de origem diversos lugares
do México num periodo historico entre 5.000 a 10.000 anos atras (MATSUOKA et al., 2002).
E uma espécie diploide que apresenta 20 cromossomos, seu genoma tem em média 2.500 Mb
(WANG et al., 2014). O grao de milho contém aproximadamente 72% de amido, 10% de
proteina e 4% de gordura, fornecendo cerca de 365 Kcal 100 g' (RANUM; PENA-ROSAS;
GARCIA-CASAL, 2014).

Devido ao seu excelente potencial energético ¢ nutricional, o milho é consumido
tradicionalmente em todo o mundo, sendo de forma in natura ou de forma processada como,
farinha, xarope, oleo, bebidas alcoolicas entre outros produtos, desta forma apresenta grande
importancia na seguranga alimentar. O consumo animal também ¢ baseado no milho, por meio
de ragdo, silagem e forragem. Além de apresentar numerosos usos industriais, o milho esta
presente como matéria prima para produtos quimicos organicos, borracha, etanol e plastico,
também ¢ utilizado na industria farmacéutica e em outros usos. Ademais, tem sido utilizado
como planta modelo de mecanismo fotossintético C4, na biologia e genética, mostrando sua
importancia ndo s6 na economia, na alimentagdo, saude, mas também na ciéncia (NUSS;
TANUMIHARDJO, 2010; PECHANOVA et al., 2013; RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-
CASAL, 2014).

A producdo mundial total desse cereal foi 1,15 bilhdo de toneladas com um total de
areas plantadas de 193,73 milhdes de hectares no ano de 2018 (FAOSTAT, 2018). O Brasil ¢ o
terceiro maior produtor mundial de milho com uma produgdo nacional entorno de 101,90
milhdes de toneladas, em 18,2 milhdes de hectares de area plantada, considerando as trés safras
na temporada 2019/20, sendo essa producdo inferior apenas aquelas obtidas pelos Estados
Unidos e a China (CONAB, 2019).

A regido sudoeste do Parand, oeste-catarinense e noroeste do Rio Grande do Sul tem

a producdo agricola concentrada pela agricultura familiar e apresentam grande parte da
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demanda de milho, devido a produ¢ao animal na regido como bovino, aves e suinos. A cultura
do milho, principalmente no sul do pais e de forma mais intensificada, na regido oeste-
catarinense, tem vinculo histérico com a agricultura familiar, os quais sao motivados a
basicamente cultivar o milho pela subsisténcia, consumo pela produgdo animal e destinacao
comercial (WORDELL; ELIAS, 2012; WORDELL; CHIARADIA, 2016).

No Brasil o milho ¢ cultivado em regides tropicais e subtropicais, ¢ uma das culturas
com distribuicao geografica mais abrangente e isto se deve ao fato de ser uma cultura anual,
com ampla variabilidade em sua precocidade. Este cereal ¢ considerado exigente em fertilidade
do solo, pois o aumento da produtividade ¢ linear com a adubagao principalmente em relacio a
adubagdo nitrogenada, devido a isso o uso de fertilizantes quimicos utilizados na cultura acaba
sendo muitas vezes superdimensionado (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014;
LACERDA et al., 2015; BARROS et al., 2016).

2.2 0 USO DE FERTILIZANTES MINERAIS NA CULTURA DO MILHO

Segundo a pesquisa da FAO (2016), a populagdo continua crescendo com previsao
para 9,6 bilhdes de pessoas em 2050. Como consequéncia o consumo de cereais como milho,
arroz e trigo estima-se que chegara ha 170 milhdes de toneladas até¢ o ano de 2024. Devido a
essa demanda de alimentos, o sistema de produ¢do agricola vem buscando aumentar a
produtividade a cada safra, utilizando tecnologias mais eficientes como maquindrios e insumos
quimicos, por exemplo defensivos agricolas e fertilizantes minerais como NPK (nitrogénio,
fosforo e potassio) (ARTUZO et al., 2018).

O desenvolvimento da planta, por consequéncia o seu rendimento, sdo alterados por
diferentes fatores, tais como as condi¢des do solo e clima. A fertilidade natural que o solo
oferece estd diretamente ligada ao potencial produtivo, pois as plantas necessitam de macro e
micronutrientes tais como o nitrogénio, fosforo, potéassio, ferro, manganés, boro e zinco,
respectivamente, provenientes de forma organica ou mineral (MIRANSARI, 2011). O objetivo
dos fertilizantes quimicos ¢ suplementar os nutrientes presentes no solo naturalmente, desta
forma aumentando a fertilidade, a fim de satisfazer a demanda das culturas (IFA, 2018).

Em 2023 as vendas globais de nutrientes primarios para fertilizantes quimicos sao
projetadas em 268 milhdes de toneladas, para uma taxa média de crescimento anual de 1,3%

(IFA, 2019). A utilizacdo de ureia na agricultura do Brasil em 2017 foi de 2,5 milhdes de



25

toneladas, sendo o sétimo pais que mais utiliza esse fertilizante quimico na agricultura ficando
atras da India, Estados Unidos, Paquistao, Indonésia, Egito e Canada (FAOSTAT, 2017). No
final de 2019 foi vendido ao mercado nacional 36,24 milhGes de toneladas de fertilizantes NPK,
sendo as culturas mais representativas nas vendas, soja € o milho (ANDA, 2019).

Apesar do nivel de fertilidade do solo ser interpretado em muitos casos como alto ou
muito alto, € usual que os agricultores continuem adubando com quantidades fixas de N, P e K,
por temerem a redugcdo de produtividade. Essa pratica tem resultado em adubagdes
desnecessarias ou superdimensionadas, com baixa eficiéncia no uso dos fertilizantes sintéticos
(BENITES; POLIDORO; RESENDE, 2010; LACERDA et al., 2015).

O uso indiscriminado e exagerado de fertilizantes quimicos causa reflexos negativos
no meio ambiente ¢ na biodiversidade presente no solo, perturbando todo o sistema. Por
exemplo causando degradagdo dos recursos naturais, como a lixiviagdo e escoamento
superficial de nutrientes (nitratos e fosforos), resultando no processo de eutrofizacdo dos
sistemas aquaticos, volatilizagdo de gases (amodnia e Oxido nitroso), alteragdes nas
caracteristicas do solo, entre outras perdas (MIRANSARI, 2011; BOURKE et al., 2015; IFA,
2018).

Tem-se um grande debate sobre como superar os efeitos negativos ambientais e sociais
da agricultura convencional, com isso, as pesquisas tém avancado com solu¢des para minimizar
estes impactos. Sobretudo no que diz respeito aos fertilizantes quimicos, tecnologias como o
uso concomitante de fertilizantes sintéticos e organicos, fertilizantes de liberagdo lenta,
controlada ou estabilizado e o uso de inoculantes, a exemplo, as bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) sdo alternativas utilizadas no campo, com o intuito de minimizar
os impactos ambientais causado pelo excesso de aplicagdes quimicas € a0 mesmo tempo manter
a produtividade (OLIVARES et al., 2017; IFA, 2018).

Levando em consideracdo que o solo ¢ um ecossistema altamente complexo,
apresentando diversas comunidades de microrganismos que estdo associados as plantas, sendo
essenciais para o ciclo dos nutrientes e decomposi¢do da matéria organica, processos que
liberam nutrientes de forma orgéanica no solo e as plantas conseguem usufruir desses minerais
para se desenvolver. Desta forma o uso de inoculantes com BPCV ¢ uma abordagem promissora
para aumentar a eficiéncia do uso de nutrientes, reduzindo os custos ambientais e financeiros

da producdo agricola (OLIVARES et al., 2017; GUIMARAES et al., 2018).
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2.3 INOCULANTES BACTERIANOS EM GRAMINEAS

Inoculante ¢ wuma tecnologia definida como todo produto que contenha
microrganismos favoraveis ao crescimento das plantas, conforme DECRETO N° 4.954, DE 14
DE JANEIRO DE 2004 (BRASIL, 2004). Desse modo, os inoculantes representam o veiculo
de transporte de bactérias selecionadas. Atualmente, no mercado brasileiro existem duas
principais formas de inoculantes bacterianos, sendo elas fisicas e solidos (em po, tendo a turfa
como suporte para as bactérias) e fluidos (liquidos, com a bactéria estabilizada) (CARVALHO;
FERREIRA; HUNGRIA, 2010).

Durante os ultimos anos o uso de inoculantes tem crescido 10% ao ano (OWEN et al.,
2015), mostrando grande adesdo dessa tecnologia por parte dos produtores rurais. Conforme
ANPII (2018), no ano de 2018 foram vendidas 9.125.995 milhdes de doses de inoculantes para
gramineas. Além dos ganhos ambientais com o uso desta tecnologia, também pode-se destacar
os ganhos econdmicos, por ser um produto mais barato em relagdo a importacao de fertilizantes
nitrogenados.

Entre os diferentes géneros bacterianos que atuam na promog¢do do crescimento
vegetal, ainda ¢ relativamente baixo o numero de BPCV utilizadas em formulacdes de
inoculantes, quando comparado com a grande biodiversidade natural presente nas plantas € nos
solos. Em torno de 30 géneros foram utilizados para a produ¢do de inoculantes, entre eles
podemos salientar: Acinetobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia,
Burkholderia, Chlorella, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Pseudomonas, Pantoea, Rhodococcus, Rhizobium, Serratia e Stenotrophomonas (OLIVARES
etal., 2017).

A Unica espécie bacteriana recomendada para a producdo de inoculantes no Brasil
(MAPA, 2011) para gramineas ¢ A. brasilense. As cepas da A. brasilense autorizadas sao Ab-
V1 e Ab-V8 para trigo, Ab-V4 e Ab-V7 para milho e as cepas, Ab-V5 e Ab-V6 para milho,
trigo e arroz. No inicio de 2020 foi lancado no Brasil e desenvolvido pela Embrapa Milho e
Sorgo, o inoculante BiomaPhos® liquido e recomendado para a cultura do milho, com as
bactérias Bacillus subtilis cepa CNPMS B2084 e B. megaterium cepa CNPMS B119, as quais
sao solubilizadoras de fosforo. Paiva er al. (2020) encontraram um aumento médio na

produtividade do milho de até 8,9% com o uso do inoculante, sendo essa a primeira tecnologia
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com o0 uso de BPCV para a solubilizacdo de fésforo no Brasil. Essas informagdes ressaltam o
numero restrito de géneros, espécies e cepas bacterianas utilizadas comercialmente.

O primeiro inoculante comercial no Brasil foi com a bactéria 4. brasilense,
desenvolvido pela Embrapa Soja e UFPR para as culturas do milho e trigo no ano de 2009,
comercializado como AzoTotal contendo as cepas Ab-V5 e Ab-V6 (HUNGRIA, 2011). Com
interesse em pesquisas que desenvolvam inoculantes que abranjam maior nimero de culturas
gramineas, a Embrapa Agrobiologia juntamente com as Embrapas Roraima, Milho e sorgo e
Cerrado, estdo desenvolvendo um inoculante turfoso com a bactéria Herbaspirillum
seropedicae. Esse estudo mostra que a utilizagao de H. seropedicae pode diminuir até 40 kg de
N por hectare ou quando convertido para ureia a economia ¢ de 80 kg por hectare (REIS et al.,
2009; EMBRAPA, 2012).

Recentemente, um estudo feito pela Embrapa Amazonia Ocidental (OLIVEIRA, 1. J;
FONTES; BARRETO; PINHEIRO, 2018), demonstrou que fazendo uso da adubagdo de
cobertura com a inoculagao de 4. brasilense na semeadura em sementes de milho, permitiu uma
economia de 20 kg de nitrogénio por hectare, podendo resultar em uma redugdo de 360
toneladas de ureia, o que representaria uma economia de 1,2 milhdo de reais.

Embora sejam confirmados os beneficios das BPCV, existem algumas limitacdes
quando considerado o uso dos inoculantes a campo, como € o caso da exposi¢do a produtos
quimicos utilizados nos tratamentos de sementes, o qual, mostra-se prejudicial as populagdes
de BPCV, sendo o método mais difundido em condigdes de campo (HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2007, MOHIUDDIN; MOHAMMED, 2013; FUKAMI et al., 2016). Isto pode
resultar em diminuicdo do niimero de bactérias viaveis, diminuindo a eficacia do inoculante
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; PENNA et al., 2011). Contudo, uma alternativa para
evitar essas interagoes ¢ a aplicagao foliar (BATTISTUS et al., 2014).

A aplicacdo foliar de bactérias benéficas ndo ¢ uma pratica recente, Javaid (2010)
descreveu em seu capitulo de livro diversos trabalhos com aplicagdo foliar e seus beneficios,
além disso, na literatura ¢ encontrado uma gama de trabalhos que apresentam resultados
promissores quanto a pulverizacdo foliar de BPCV em diversas culturas, tais como soja
(PUENTE et al., 2017), milho (FUKAMI et al., 2016, 2017), trigo (FUKAMI et al., 2016),
tomate (CANELLAS et al., 2015), canola (AHMADI-RAD et al., 2016) e feijdo (SOUZA;
FERREIRA, 2017).



28

A pratica da aplicagdo foliar de BPCV apresenta vantagens frente a inoculagdo via
semente, principalmente quando se trata de mecanismos de protecdo da populacao inoculada.
A aplicacao foliar possibilita maior cobertura e distribui¢cao das bactérias, bem como a chegada
das bactérias com uma estrutura vegetal ja formada, auxilia na rapida instalagdo das mesmas e
favorece a entrada pelas vias aéreas da planta para bactérias endofiticas e quando associativas
pode gerar resultados in loco no vegetal. A liberagdo de substancias toxicas as outras células,
também exerce acao antagonista contra patégenos em diversos pontos do vegetal (BATTISTUS
et al., 2014; GUIMARAES et al., 2018). Os efeitos das BPCV sob aplicacio foliar tém sido
amplamente atribuidos a mudancas no equilibrio hormonal induzidas por fitormonios liberado
por essas bactérias ou pela biossintese in situ de metabolitos ativos apos a colonizacao
bacteriana (GONZALEZ-LOPEZ et al., 1991).

A inoculacdo foliar nos estagios vegetativos do milho traz beneficios comprovados.
No estagio fenoldgico V2.5 (2.5 folhas totalmente expandidas) Fukami et al. (2016)
comprovaram um aumento no rendimento de grio de 773 Kg ha™l. Canellas et al. (2013)
demonstram um aumento de 65% na producao de grao de milho quando aplicada a inoculagdo
de H. seropedicae e 4cido himico via foliar no estdgio fenoldgico V6 (6 folhas totalmente
expandidas) e Canellas et al. (2015) verificaram um aumento na produgdo de graos de 38% com
a aplicacdo foliar em estagio V8 (8 folhas totalmente expandidas).

O estagio vegetativo V3 (3 folhas totalmente expandidas) é definido como o
estabelecimento do nimero maximo de graos, fator que define a producdo potencial da planta.
Em estagio V6 o ponto de crescimento e o pendao estdo acima do nivel do solo. Em estagio V8
ocorre o inicio da queda das primeiras folhas e o nimero de fileira de graos ¢ determinado
(MAGALHAES; DURAES, 2006). Dessa forma, a inoculagdo via foliar nos trabalhos de
Canellas et al. (2013, 2015) e Fukami et al. (2016) foram estratégicos, considerando os estagios
fenologicos de definicdo da producao potencial e em que o pendao e o ponto de crescimento da
planta estdo acima do solo. Demonstrando que ainda ndo ¢ totalmente claro qual ¢ o melhor
estagio fenologico para a aplicacdo via foliar, no entanto, em cada estagio vegetativo (V3, V6
e V8) foi possivel obter resultados positivos.

As BPCV quando aplicadas via foliar denotam valor agronomico, disponibilizando um
método alternativo para o uso agricola, ampliando a utilizagdo e a eficacia de inoculantes
quando utilizada da forma correta (CANELLAS et al., 2015). Desta forma, é importante

entender os beneficios das BPCV e suas intera¢des, pois o sucesso da formulacdo dos
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inoculantes depende da sua aplicacdo adequada na agricultura. O grande desafio nessa area de
pesquisa estd no fato de que, juntamente com a identificagdo de varias cepas de BPCV e suas
propriedades, ¢ essencial entender o mecanismo real de funcionamento das BPCV para a

eficacia da exploragdo na agricultura sustentdvel (BHARDWALI et al., 2014).

2.4 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL (BPCV)

As interagdes entre raiz-microrganismo desempenham papéis vitais para o crescimento
e desenvolvimento da planta. Essas interagdes complexas na rizosfera sdo indicios de que as
raizes, solo e microrganismos podem ser manejados para favorecer uma agricultura sustentavel
(DESSAUX; GRANDCLEMENT; FAURE, 2016). O entendimento profundo das interagdes
entre solo-planta-microrganismo pode em ultima andlise, reduzir a dependéncia de
agroquimicos, substituindo suas fungdes por microrganismos benéficos, como ¢ o caso das
BPCV que sdo um grupo heterogéneo com capacidade de colonizar a superficie das raizes,
rizosfera, filosfera e tecidos internos dos vegetais (DUTTA; PODILE, 2010; HUNGRIA, 2011;
ZHANG; VIVANCO; SHEN, 2017).

A rizosfera € a regido do solo que circunda a raiz com 1 a 3 mm, sendo diretamente
modificada pelo sistema radicular e onde os processos relacionados com microrganismos
acontecem na sua grande maioria (GRAY; SMITH, 2005; KUNDAN et al., 2015). E neste
microambiente que as raizes das plantas absorvem agua, nutrientes e exercem seus efeitos no
solo adjacente através dos rizodepositos, fendmeno conhecido pela liberagdo de material
organico pela planta, basicamente constituido de exsudatos (metabolitos vegetais) e detritos
vegetais (HARTMANN; SCHMID, 2009; GOUDA et al., 2018). Essas condi¢des favorecem
as interacdes entre plantas e microrganismos, devido aos exsudatos serem fonte de energia e
nutrientes (VEJAN et al., 2016; ZHANG; VIVANCO; SHEN, 2017). Em razdo a essa
caracteristica, a rizosfera ¢ bastante rica quando comparada com o solo a granel, na rizosfera ¢
possivel quantificar de 10 a 100 vezes mais bactérias (GOUDA et al., 2018).

Quando se avalia as formas de colonizagdo a partir da rizosfera (Figura 1), as BPCV
podem colonizar o interior do vegetal sendo chamadas de bactérias endofiticas, que vivem nos
tecidos internos vegetais, utilizando as fissuras radiculares como meio de entrada no tecido

vegetal, sendo Herbaspirillum spp. e Azoarcus spp. exemplos desse grupo. Ou ainda, aderir a
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planta vivendo na superficie da raiz denominada associativo, as quais podemos citar as bactérias
do género Azospirillum spp. e Azotobacter sp. Existem também bactérias endofiticas
simbioticas que € o caso do género Rhizobium sp. e bactérias livres, ou seja, que nao estdo

associadas intimamente com a raiz (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015).

Figura 1— Representacdo das diferentes formas de colonizagdo radicular pelas BPCV conforme
colonizagdo, sendo, endofitica, simbidtica, associativa e de vida livre.
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Fonte: Modificado de Souza; Ambrosini; Passaglia (2015).

Sao conhecidas duas formas de promogdo do crescimento vegetal, direta e indireta. A
promocao direta ¢ quando o microrganismo fomenta a planta disponibilizando nutrientes que
estdo no ambiente facilitando a aquisi¢ao pela planta, como ocorre com o nitrogénio, fosforo e
ferro, outra forma ¢ modulando e equilibrando hormoénios vegetais (GLICK, 2012;
BHARDWADJ et al., 2014). A forma indireta ¢ a indugdo de resisténcia aos estresses bidticos e
abidticos, utilizando um arsenal de mecanismos biologicos como a producdo de antibidticos,
enzimas que degradam a parede celular dos patdgenos, resisténcia sistémica induzida,
diminui¢do da quantidade de ferro disponivel ao patogeno e sintese de compostos volateis
inibidores de patogenos (GLICK, 2012; CARVALHO et al., 2014). Os mecanismos pelos quais
as bactérias podem influenciar o crescimento das plantas difere entre espécies e linhagens
bacterianas, considerando que elas podem utilizar mais de um mecanismo (SOUZA;
AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015; GOUDA et al., 2018).

De forma geral, os tipos de colonizagdo associativos e endofiticos podem apresentar

resultados benéficos para a planta levando a promocao do crescimento vegetal, como aumento
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significativo na altura e biomassa da planta, comprimento das raizes, matéria seca, produgao e
rendimento de graos, bem como aumento da tolerancia a estresses biodticos e abidticos (SAHA
et al., 2013; VARGAS et al., 2014; ALVES et al., 2015; BREDA; ALVES; REIS, 2016;
VURUKONDA et al., 2016; CURA et al., 2017; SANTOS et al., 2017b; FUKAMI,
CEREZINI; HUNGRIA, 2018; BREDA et al., 2019; PEDROSA et al., 2019).

2.4.1 Mecanismos diretos utilizados pelas BPCV

O nitrogénio (N) ¢ utilizado na formagdo de proteinas e 4cidos nucléicos nos
organismos no entanto, a principal fonte de N na natureza, o nitrogénio atmosférico (N2) ndo ¢
acessivel a maioria dos organismos vivos (FRANCHE; LINDSTROM; ELMERICH, 2009). A
producdo industrial de fertilizantes nitrogenados chega a 100 milhdes de toneladas N ano™,
usando como fonte as energias fosseis (FOWLER et al., 2013). A fixagdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) ¢ o processo responsavel pela redu¢cdo de N> em amonia (NH3z) (FRANCHE;
LINDSTROM; ELMERICH, 2009), processo esse que ¢ desempenhado por microrganismos
diazotréficos, os quais executam FBN através da enzima nitrogenase que ¢ formada por dois
metaloproteinas (proteina FeMo e proteina Fe) (DIXON; KAHN, 2004; GOUDA et al., 2018).

Exemplos de géneros de BPCV que sdo fixadores de nitrogénio sdo Azospirillum,
Azotobacter, Burkholderia, Herbaspirillum, Bacillus, Paenibacillus € Rhizobium (GOSWAMI;
THAKKER; DHANDHUKIA, 2016), sendo possivel observar os efeitos da FBN pelas BPCV
em diversas culturas, como tem sido demonstrado em soja (HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUJO, 2015), milho (KUAN et al., 2016), trigo (CORTIVO et al., 2017), girassol (ARIF et
al., 2017), arroz (DEFEZ; ANDREOZZI; BIANCO, 2017) e sorgo (SANTOS et al., 2017a).

Depois do nitrogénio, o fosforo (P) € o nutriente mais limitante para as plantas,
participando como componente estrutural de acidos nucléicos, fosfolipidios e trifosfato de
adenosina (ATP), como elemento chave das vias metabdlicas e bioquimicas importantes
particularmente para FBN e fotossintese (RICHARDSON; SIMPSON, 2011). As plantas
absorvem P de duas formas soltiveis: a monobésica (H2POx") e a dibasica (HPO4*) (GOUDA
et al., 2018). Os solos tropicais das areas agricolas do Brasil geralmente apresentam condigao
acida e predominio de fosfato de ferro (P-Fe), resultando em baixa disponibilidade de fosforo

para as plantas. As principais fontes de P na agricultura atualmente sdo complexos minerais
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insoliveis ou organicos (incorporados na biomassa ou na matéria organica do solo)
(RICHARDSON; SIMPSON, 2011; BATISTA et al., 2018).

Os géneros Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella e
Rhizobium sdo exemplos de bactérias solubilizadoras de fosforo, contribuindo ativamente no
ciclo do fosforo, aumentando a biodisponibilidade deste elemento para as plantas. Os
microrganismos utilizam alguns mecanismos para fazer a conversao do fosforo pouco soluvel
em soluvel, como o processo de acidificacdo, quelagdo e reacdes de troca, liberagdo de acidos
organicos e a producdo de sideroforos.

Os sideroforos sao quelantes de baixo peso molecular, cuja a fungdo ¢ complexar
metais em especial o ferro (KOBAYASHI; NISHIZAWA, 2012; SOUZA; AMBROSINI;
PASSAGLIA, 2015). Como as BPCV sao capazes de produzir sider6foros, demonstra valiosa
ferramenta no fornecimento da quantidade necessaria de fosforo para a planta. Costa et al.
(2014) avaliou a capacidade de produzir sider6foros em 41 géneros, entre eles, Azospirillum,
Herbaspirillum, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas e Rhizobium e concluiu que
100% dos géneros estudados tem a capacidade de produzir.

As BPCV também possuem o potencial de fazer modula¢des hormonais de fitormonios
ou reguladores de crescimento de plantas, que em baixas concentragdes promovem, inibem ou
modificam crescimento e desenvolvimento de plantas. Os grupos mais comuns de fitormdnios
sdo auxinas, citocininas, giberelinas e etileno. (GLICK, 2014; SURESHBABU; AMARESAN;
KUMAR, 2016).

As auxinas (AIA - Acido indol-3-acético) controlam varios estagios do crescimento e
desenvolvimento das plantas, como alongamento, divisao e diferenciacao celular e ajudam no
dominio apical (GLICK, 2014). Souza et al. (2013) apontam que cerca de 80% das bactérias
presentes na rizosfera da cultura do arroz produz AIA, tornando as plantas com raizes altamente
desenvolvidas, aumentando seu tamanho e peso, nimero de ramificacdes e area de superficie
em contato com o solo, 0 que por sua vez permite que a planta absorva mais nutrientes, em
ultima analise, auxiliando o crescimento geral da planta. A. brasilense pode ser destacado como
exemplo de bactéria rizosférica que produz AIA, Enterobacter e Klebsiella sio bactérias
endofiticas que também produzem AIA e oferecem suporte hormonal para as plantas (COSTA
et al., 2014; GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016).

As citocinina sdo fitormonios que promovem a divisdo celular nas raizes e brotos das

plantas. Sua principal fungao ¢ crescimento e diferenciacdo celular, mas também esta presente
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na sinalizagdo nutricional, expansdo foliar, ramificagcdo, producdo de clorofila, crescimento
radicular, promog¢ao da germinacao de sementes e atraso da senescéncia (MURAI, 2014). Os
géneros que se destacam na modulagdo da produgdo de citocinina quando associada as plantas
sd0 Pseudomonas, Azospirillum, Bacillus, Klebsiella e Escherichia (GOSWAMI; THAKKER;
DHANDHUKIA, 2016).

As giberelinas influenciam e controlam os processos de desenvolvimento das plantas
como alongamento do caule, germinacdo, dorméncia, florescéncia, expressdo sexual e
senescéncia de folhas e frutos (HEDDEN; PHILLIPS, 2000). Azospirillum, Bacillus e
Herbaspirillum s3ao exemplos de BPCV produtoras desse fitormdénios (GOSWAMI,
THAKKER; DHANDHUKIA, 2016).

2.4.2 Mecanismos indiretos utilizados pelas BPCV

A planta ¢ submetida a diversos estresses frequentemente, estando sujeita a estresses
abidticos como ventos fortes, temperaturas extremas, seca, salinidade, inundagdes e estresse
bidtico, sendo o ataque de patdogenos como fungos, bactérias, virus, nematoides e insetos.
Quando em estresse a planta reage com mecanismos biologicos de resposta, como a formagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), que quando em excesso causam danos nos pigmentos
fotossintéticos, lipidios da membrana, proteinas e acidos nucleicos, produzindo um impacto
negativo no desenvolvimento da planta e por consequéncia na produtividade. As BPCV tém a
capacidade de atuar no gerenciamento e diminui¢cdo desses estresses (RAMEGOWDA;
SENTHIL-KUMAR, 2015; GOUDA et al., 2018).

Para controlar o ataque de patdgenos nas plantas, a produgdo de antibioticos tem sido
de grande valia. As BPCV Bacillus e Pseudomonas sao géneros que tem se destacado com esse
potencial. Os antibidticos se dividem entre antifiingicos, antivirais, antibacterianos e se
agrupam em compostos volateis, como exemplos desses grupos sao substancias formadas por
alcoois, aldeidos, cetonas, sulfetos, hidrogénio e cianeto e nao volateis como policetideos,
ciclicos, lipopeptideos, aminopoliol e fenilpirrol (FOUZIA et al., 2015; ULLOA-OGAZ;
MUNOZ-CASTELLANOS; NEVAREZ-MOORILLON, 2015; GOUDA et al., 2018).

As BPCV também apresentam a capacidade de induzir a resisténcia sist€émica induzida

(RSI) que consiste na ativacdo do sistema de defesa natural da planta por meio de substancias
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especificas, promovendo um amplo espectro de protecdo. A RSI ¢ regulada contra diversos
estresses, ativando enzimas que degradam a parede celular do patdégeno (quitinase, B-1, 3-
Glucanase, peroxidase, superoxido dismutase, catalase), diminuindo a ativacdo do hormdnio
etileno e jasmonico (ACC - 4cido 1-carboxilico-1-aminociclopropano), produzindo compostos
bacterianos (lipopolissacarideos, lipopeptideos ciclicos, 2, 3-butanodiol e acetoina), sider6foros
que impede alguns patdégenos de adquirir quantidade adequada de ferro e suprime sua
capacidade de crescer (KAMAL; GUSAIN; KUMAR, 2014; KUNDAN et al., 2015).

Diante dos vastos conhecimentos que tem sido gerados sobre as BPCV no mundo, o
grupo de biologia molecular UFSC/CCA/CAL faz parte desses estudos desde 2010 com
trabalhos de dissertacdes, teses e pos-doutorado que aprofundam os conhecimentos sobre as
formas diretas (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2013; AMARAL et al., 2014; FERRARI
et al., 2014; FALEIRO et al., 2015; PANKIEVICZ et al., 2015; AMARAL et al., 2016;
CARDOZO, 2017; ESPINDULA et al., 2017) ¢ indiretas (BARBIERI, 2018; DALL’ASTA et
al., 2019) das acdes das bactérias A. brasilense ¢ H. seropedicae. Atua também no
desenvolvimento de ferramentas moleculares que tornam a quantificagao bacteriana mais eficaz
(FALEIRO et al., 2013, 2015; PEREIRA et al., 2014; DALL’ASTA et al., 2017; CUNHA et
al., 2020).

2.4.3 Azospirillum brasilense: 1dentificacio, associacdo com as plantas e beneficios desta

associacio

As bactérias do género Azospirillum compreendem espécies a-proteobactérias de vida
livre no solo. Sdo chamadas de bactérias rizosféricas porque possuem a capacidade de colonizar
a rizosfera, superficie das raizes e até os tecidos internos do vegetal, sendo que o local de
colonizagdo depende da espécie e cepa do género (TARRAND; KRIEG; DOBERAINER,
1978). Foram encontradas em diversos lugares do mundo principalmente na rizosfera e raizes
de inimeras familias e espécies de plantas, Pereg; Bashan; Bashan (2016) afirmam que o género
tem afinidade com 113 espécies de plantas em 35 familias. Esse género possui 22 espécies
descritas até o segundo semestre de 2020 (LPSN, 2020a), sendo as mais estudadas 4. brasilense
e A. lipoferum (RODRIGUES et al., 2015).

A espécie A. brasilense foi classificada pela primeira vez em 1978, sendo uma bactéria

Gram-negativa, associativa, com formato de bastonete, uniflagelada, com movimentos
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vibroides. Apresenta didametro de 1 micrémetro (um) e comprimento de 2,1 a 3,8 um
(TARRAND; KRIEG; DOBERAINER, 1978).

Devido ao A. brasilense possuir flagelo, fator que lhe proporciona mobilidade no solo,
permite a migragdo para os nichos mais favoraveis como a rizosfera (ALEXANDRE, 2010;
MUKHERIJEE et al., 2016). As plantas liberam exsudatos radiculares, como acidos organicos,
agucares, aminoacidos, compostos fenolicos entre outros, que sdo quimiotaticos e fonte de
carbono, atraindo as bactérias para a rizosfera, sendo esse o primeiro processo de colonizagao
na planta (KASCHUK; HUNGRIA, 2017) (Figura 2).

Os genomas da maioria das bactérias méveis codificam dois ou mais sistemas de
quimiotaxia (Che). Mukherjee ef al. (2016) identificaram o mecanismo pelo qual as células de
A. brasilense podem obter uma vantagem quimiotatica significativa, usando duas vias de
quimiotaxia que regulam parametros de motilidade distintos. A via da quimiotaxia Chel foi
previamente demonstrada para regular as alteragcdes na velocidade da natacao principalmente e
apresenta um papel menor na colonizacdo da superficie radicular. O segundo sistema de
quimiotaxia, chamado Che4, regula a probabilidade de reversdes de natacdo, sendo a principal
via de sinaliza¢do para quimiotaxia e coloniza¢do da superficie radicular. Desta forma, 4.
brasilense responde a sinalizacdo quimica e suas células moveis aumentam transitoriamente a
velocidade da natagao.

A proxima etapa ¢ a adsor¢do, onde ocorre uma ligacdo fraca e reversivel entre a
bactéria A. brasilense e a planta, mediada pelo flagelo e por proteinas da superficie bacteriana,
como polissacarideos capsulares (PCS). Apds ocorre a fase de ancoragem, que ¢€ irreversivel e
mediada por exopolissacarideos (EPS), formando aglomerados no local da ligagdo
(RODRIGUEZ-NAVARRO; DARDANELLI; RUIZ-SAINZ, 2007), concluindo a etapa de
fixacdo na planta.

Apo0s o término das etapas de liberagao de exsudatos da raiz, movimento quimiotatico
e fases de fixacdo, ocorre a etapa de translocacdo do aglomerado de células (swarming)
rapidamente até locais especificos e a colonizagdo de forma ordenada da superficie radicular e
a formagdo de biofilme, que ¢ fundamental para a sobrevivéncia bacteriana entre os
competidores (VERSTRAETEN et al., 2008).

A. brasilense apresenta a capacidade de formar uma rede fibrilar (biofilme), a qual

permite que as bactérias ancorem nas raizes para melhor acesso aos exsudatos da planta e
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reciprocamente permite que a planta atinja substancias excretadas pelas bactérias antes do
consumo por microrganismos competidores. Além disso, fornece resisténcia contra forgas
fisicas aplicadas a raiz, como lavagem e agitagdo (BASHAN et al., 1991; GUERRERO-
MOLINA; WINIK; PEDRAZA, 2012; FALEIRO et al., 2015). Bem como, a biossintese de
EPS ¢ fundamental para a formagao do biofilme e colonizagdo de plantas nas fases iniciais do
reconhecimento de uma bactéria diazotrofica benéfica, como no caso da A. brasilense

(CARVALHO et al., 2016; RAMIREZ-MATA et al., 2016).

Figura 2 — Etapas do mecanismo de atrag@o, fixagdo e formagao de biofilme na planta por Azospirillum
sp.
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A literatura confirma os beneficios da inoculacdo com A. brasilense em diversas
espécies de plantas, principalmente gramineas de importancia econémica como o milho, trigo,
sorgo, arroz e outras familias como Curcubitaceae em pepino, Rosaceae em morango, Fabaceae
em feijdo, Simmondsiaceae em Jojoba (MEHNAZ et al., 2010; FERREIRA et al., 2015;
GONZALEZ; LARRABURU; LLORENTE, 2015; FUKAMI et al., 2016; GALINDO et al.,
2016; PIl et al., 2016; FONTANA et al., 2018; MALINICH; BAUER, 2018; NAKAO et al.,
2018).

A espécie A. brasilense promove o crescimento vegetal por meio de mecanismos

bioldgicos, tais como, liberagdo de fito-hormodnios, principalmente auxina, giberilina e
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citocinina, quelagdo de moléculas de ferro pela producdo de siderdforos, fixam nitrogénio e
auxiliam no controle bioldgico de organismos patogénicos (BASHAN; BASHAN, 2010;
TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011). As BPCV utilizam desse arsenal de
mecanismos bioldgicos em conjunto para atuar no crescimento e desenvolvimento da planta
(BASHAN; LEVANONY, 1990).

Pedrosa et al. (2019) avaliaram a inoculagdo com A. brasilense cepa Ab-V5 e HM053
associado a fertilizagdo basica (30 kg ha™ ! N) em milho. O Ab-V5 aumentou a producio de
graos entre 2,2 a 10,4% e a cepa HMO053 aumentou a produgdo de graos entre 4,7 ¢ 29%,
demonstrando que 4. brasilense tem grande potencial na FBN e que esse potencial depende da
cepa.

A. brasilense tem a capacidade de modular hormonios vegetais como AIA e giberilina
quando associado as plantas. Zeffa et al. (2019) encontraram resultados que indicaram que a
inocula¢do de milho com A. brasilense melhorou o crescimento de plantas e caracteristicas
bioquimicas, possivelmente devido & concentracdo de AIA ter sido maior quando inoculado
com a bactéria. Este efeito benéfico pode ser relacionado ao aumento observado na biomassa
da planta e modificacdes na arquitetura radicular. A biossintese do AIA por Azospirillum &
produzida em todas as fases do desenvolvimento bacteriano, o que ¢ uma caracteristica
altamente relevante para a promocao do crescimento vegetal, uma vez que beneficios ja podem
ser observados nos primeiros dias ou meses apds a inoculagdo. Espindula et al. (2017)
observaram a expressao do gene ZmKol (estimulado pela giberilina GA3) na parte aérea da
planta de milho, fator que pode estar relacionada as giberelinas produzidas por 4. brasilense na
raiz e translocado via xilema.

Calzavara et al. (2018) observaram um nimero maior dos elementos do metaxilema
das plantas de milho inoculadas com A. brasilense em comparacao com a planta controle. Fator
que resultou em um cilindro vascular mais espesso das plantas, favorecendo o transporte de
agua e nutrientes, resultando em maior producdo de biomassa de raiz e parte aérea, também
observaram aumento na taxa de fotossintese das plantas inoculadas.

A capacidade do vegetal tolerar estresses abidticos, como estresse hidrico e salino
também ¢ confirmada com a inoculacao de A. brasilense. Curé et al. (2017) demonstraram os
efeitos de bioprotecdo da inoculagdo com A. brasilense no estresse hidrico. As plantas

inoculadas mostraram uma maior tolerancia aos efeitos negativos em condi¢des de seca, com
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maior producdo de biomassa, niveis mais altos de carbono, nitrogénio e clorofila, também niveis
mais baixos de acido abscisico e etileno. Os niveis de estresse dessas plantas foram semelhantes
aos de plantas ndo inoculadas, mostrando menos lesdes na membrana celular. Foi observado
um maior teor relativo de dgua no tecido vegetal e melhor osmorregulagdo em condigdes de
seca nas plantas inoculadas, como refletido por um teor significativamente menor de prolina.
Fasciglione et al. (2015) confirma os estudos de que a inoculagao com Azospirillum melhorou
a qualidade da alface cultivada sob estresse salino e também promoveu maior biomassa.

Os efeitos no controle de patdgenos em plantas inoculadas com A. brasilense foi
demonstrado por Santos et al. (2014), pois a colonizacdo por A. brasilense afetou a sele¢ao do
hospedeiro e o desempenho do inseto Diabrotica speciosa. As larvas radiculares se orientaram
preferencialmente em dire¢do as raizes de plantas ndo inoculadas e ganharam menos peso ao se
alimentar de plantas inoculadas. Como a inoculagao por 4. brasilense induz maiores emissoes
de (E)-B-cariofileno em comparagcdo com plantas ndo inoculadas, ¢ entendivel que a nao
preferéncia de D. speciosa por plantas inoculadas esteja relacionada a esse sesquiterpeno, que
¢ conhecido por mediar interagdes solo-inseto abaixo do solo.

Os artigos acima citados sao alguns estudos que demonstram os diversos beneficios
trazidos pela inoculacdo com A. brasilense. Esses mecanismos em conjunto induzem o aumento
do comprimento € maior numero de raizes e pélos radiculares, facilitando a absorcao de
nutrientes, maior tamanho de planta, coloracdo mais verde das folhas e aumento da
produtividade de graos (BASHAN; BASHAN, 2010; HUNGRIA, 2011; SANTI; BOGUSZ;
FRANCHE, 2013). Para que seja bem-sucedida a interagdo entre a planta-bactéria, depende da
relagdo da espécie da planta com a da bactéria, bem como as condigdes ambientais favoraveis

(SANTIL, BOGUSZ; FRANCHE, 2013).

2.4.4 Herbaspirillum seropedicae: 1dentificacdo, associacio com as plantas e beneficios

desta associacao

As bactérias do género Herbaspirillum compreendem espécies P-proteobactérias
conforme a LPSN (2020b) esse género ¢ composto por 12 espécies, sendo apenas H.
seropedicae, H. rubrisubalbicans, H. frisingense, H. lusitanum, H. hiltneri com potencial para
a interacdo com plantas, as quais tém sido encontrados em associacdo com uma grande

variedade de vegetais, mais particularmente com os membros da familia Poaceae. As outras 7
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espécies vivem em diferentes ambientes, como solos poluidos, ambientes aquaticos ou até em
pulmao de pessoas com fibrose cistica. H. seropedicae ¢ a espécie mais estudada quando o
assunto ¢ associagao com plantas (MONTEIRO et al., 2012).

H. seropedicae foi isolado da rizosfera de raizes de milho, sorgo e arroz pela primeira
vez em 1984, no entanto foi classificado como Azospirillum seropedicae, devido as
semelhancas com o género Azospirillum. Em 1986, dois anos ap6s a descoberta, com estudos
de homologia de DNA:DNA foi identificado um novo género, Herbaspirillum e assim
renomeado de H. seropedicae (BALDANI et al., 1986; BALDANI; BALDANI, 2005).

H. seropedicae é uma bactéria Gram-negativa, endofitica, com formato podendo variar
entre helicoidal e vibroide, possui de um a trés flagelos, apresenta didmetro da célula de 0,6 a
0,7 pm e o comprimento da célula varia de 1,5 a 5 pm. A cepa SmRI1 ¢ a mais estudada da
espécie, mutante espontanea resistente ao antibidtico estreptomicina da linhagem Z78 (ATCC
35893) e teve seu genoma completo sequenciado e publicado sob nimero de acesso no
GenBank NC 014323.1 (BALDANI et al., 1986; PEDROSA et al., 2011; MONTEIRO et al.,
2012).

Conforme estudo feito por Chi ef al. (2005) demonstram que as bactérias endofiticas
sdo principalmente recrutadas pelas raizes e posteriormente translocam para o restante da
planta. A associacdo das plantas com H. seropedicae pela raiz (Figura 3) tem inicio com a
quimiotaxia, atraindo as bactérias para a rizosfera. Apds esse processo, H. seropedicae entra
em contato com os tecidos radiculares da planta, ocorrendo a adesdo da bactéria a superficie
das raizes preferencialmente nos pontos de emergéncia em raizes laterais. A penetragdo ocorre
pelas fissuras radiculares laterais e zonas de alongamento, atingindo os vasos do xilema
juntamente com espagos intercelulares, ocorrendo a colonizag@o endofitica na planta, podendo
ser encontrada em folhas, brotos e cavidades subestomatais (MONTEIRO et al., 2012).
Conforme Pedrosa et al. (2011), H. seropedicae nao possui genes para degradar as paredes
celulares das plantas no entanto, ¢ um endofito de sucesso, confirmando a existéncia de outras

estratégias para penetrar nos tecidos vegetais.
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Figura 3 — Coloniza¢do de plantas por H. seropedicae. A associagdo de H. seropedicae (pontos
vermelhos) inicia-se pela quimiotaxia da bactéria até a raiz da planta e fixacdo na superficie das raizes,
preferencialmente na zona de pélos radiculares (1). A maioria das bactérias permanece nas superficies
radiculares, mas algumas penetram através de algumas descontinuidades da epiderme, como a zona de
alongamento (2a) e rachaduras radiculares laterais (2b), entdo ocorre uma ocupagao rapida dos espacos
intercelulares das raizes, juntamente com a coloniza¢do do aerénquima (no arroz) e do xilema (3).
Algumas bactérias se movem das raizes para a parte aérea por meio do xilema (4), colonizando os brotos
(5) e folhas (6), onde podem espalhar-se em espagos intercelulares e cavidades subestomais.

Fonte: Adaptado de Baldani ef al. (1986) ¢ Monteiro et al. (2012).

Nas folhas e no caule normalmente os estomatos e lenticelas sdo as aberturas que
facilitam a entrada na parte aérea da planta, ocorrendo a colonizagao nas células da epiderme
superior, mesofilas, vasos do xilema e os espacos intercelulares (LIU ef al., 2017). Baldotto;
Olivares; Bressan-Smith (2011) estudaram a colonizacdo de H. seropedicae linhagem RAM 10
marcada com GFP em folhas de abacaxi (Ananas comosus) e puderam identificar que quando
a bactéria ¢ inoculada na folha, em caso de pulverizacao foliar por exemplo, nos primeiros dias
ela se encontrava nos tricomas, a partir do sétimo dia colonizou as jungdes epidérmicas da
parede celular além da periclinal externa de células epidérmicas e estomatos. A penetracao da
H. seropedicae nos tecidos vegetativos comeca pela camera subestomatica e se espalha através
dos espacos intercelulares do clorénquima esponjoso do mesofilo foliar.

Apoés a associagdo planta-bactéria estabelecida, H. seropedicae pode promover o
crescimento vegetal por meio de diferentes mecanismos como fixacao de nitrogénio, producdo
de sideroforos, liberacao de fito-hormonios, indugdo de resisténcia das plantas as condigdes de

estresse bidtico e abiotico (PEDROSA et al., 2011; MONTEIRO et al., 2012).
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H. seropedicae apresenta em seu genoma 15 genes de fixacdao de nitrogénio, sendo
eles nifA, nifB, nifZ, nifZ1, nifH, nifD, nifK, nifE, nifN, nifX, nifQ, nifW, nifV, nifU e nifS, fator
que evidencia a capacidade de FBN (PEDROSA et al., 2011). Diversos trabalhos vém
confirmando o potencial de FBN desta espécie. Pode-se salientar os estudos feitos por Ferrari
et al. (2014) que avaliaram o perfil proteico de raizes de milho inoculadas com H. seropedicae
identificando a proteina dinitrogenase redutase. Olivares et al. (2015) estudaram a inoculagdo
foliar e no substrato com H. seropedicae+ Humus, resultando no aumento da captagao de nitrato
e atividade de nitrato redutase em tomate e Brusamarello-Santos et al. (2017) confirmaram que
nos estagios iniciais do desenvolvimento do milho H. seropedicae foi capaz de reduzir o
acetileno, sugerindo atividade funcional da nitrogenase.

Costa et al. (2014) em seu estudo, demonstraram que o género H. seropedicae
apresentou cepas que nao possuem a capacidade de solubilizar fosfatos e estdo associadas com
uma baixa producdo de sideréforos. No genoma da H. seropedicae Pedrosa et al. (2011)
encontraram 27 genes envolvidos no transporte e metabolismo do ferro.

Conforme estudo feito por Brusamarello-Santos et al. (2012) a diminui¢do da
expressdao de proteinas relacionadas a defesa PBZ1 e tioninas no arroz foi responsivo a
inoculagdo com H. seropedicae, sugerindo que a bactéria modulou respostas de defesa de
plantas durante a colonizagao.

A expressao de genes responsivos ao etileno e giberilina ¢ regulado pela A.
seropedicae. O etileno € um hormodnio vegetal sintetizado a partir de ACC sintase, uma enzima
ativada pelo AIA sob condi¢des de estresse biotico e abiotico. O ACC ¢ convertido em etileno
por ACC oxidase. Um gene que codifica ACC desaminase estd presente na H. seropedicae, o
qual compete com o ACC oxidase modulando os niveis de etileno nas plantas, diminuindo a
resposta ao estresse promovida pelo etileno (PEDROSA et al., 2011). Amaral ef al. (2014)
demonstraram que a inoculacdo com H. seropedicae aumentou a expressao do gene ZmKol, o
qual ¢ envolvido na via da biossintese de giberilina.

Estudos recentes demonstram os beneficios da bactéria quando associada com
diferentes familias de plantas de interesse econdmico, como a alface (Lactuta sativa), couve
chinesa (Brassica rapa L. ssp. perkinensis) trigo (Triticum aestivum), abacaxi (Ananas
comosus) arroz (Oryza sativa), cana de acucar (Saccharum officinarum) e milho (Zea mays)

(BALDOTTO; OLIVARES; BRESSAN-SMITH, 2011; AMARAL et al., 2014; CHAVES et
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al., 2015; BALSANELLI et al., 2016; HOSEINZADE et al., 2016; LEE; LEE; CHAE, 2016;
MEIRELLES; BALDOTTO; BALDOTTO, 2017).

2.5 EFEITOS DOS ATRIBUTOS DO SOLO SOBRE O ESTABELECIMENTO DA
SIMBIOSE ENTRE PLANTA-BACTERIA

O sucesso da inoculagdo com BPCV depende de alguns fatores como sobrevivéncia
da bactéria no solo, compatibilidade com a cultura inoculada e a capacidade de competir com a
microbiota do solo. Além dos fatores ambientais como radiagdo UV, precipitagdo ¢ altas
temperaturas, fatores como manejo do solo (fertilizacao e rotacdo de culturas) e propriedades
do solo (pH, teor de matéria organica, nutrientes e textura) também influenciam no sucesso da
inoculagdo. As mudangas nas condi¢gdes do solo podem, por sua vez, levar a uma mudanga
adicional na composi¢do da microbiota das plantas (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010;
ZHANG; VIVANCO; SHEN, 2017; RILLING et al., 2019).

A quantidade de células inoculadas e que se estabelecem no hospedeiro, ¢ importante
para a efetivagdo dos beneficios das BPCV. A dose do inoculante pode promover em diferentes
graus a promogao do crescimento em plantas. De forma geral, os indculos costumam conter de
10% a 10° células mL™'. Apés a inoculagdo na planta com altas densidades de células bacterianas,
o numero de células pode sofrer um rapido declinio, dependendo se o solo for esterilizado ou
ndo. Em solos autoclavados, a concentracdo de células bacterianas muito provavelmente
persistira entre 107 a 10® células mL™' no solo por muitas semanas. Em solos ndo estéril onde
ha competicdo com a microbiota residente, as populagdes bacterianas diminuem rapidamente
até a populagdo atingir o equilibrio com o meio (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010).

Alguns componentes do solo contribuem para a colonizagdo e sobrevivéncia
bacteriana. A estrutura do solo pode restringir ou facilitar a capacidade de um microrganismo
se mover em dire¢do a planta, o pH do solo pode restringir o crescimento bacteriano, as
particulas do solo podem adsorver ou imobilizar as células bacterianas, a porosidade e estrutura
do solo também podem afetar os reservatorios locais da biodiversidade microbiana (WEI et al.,
2020).

O pH exerce efeito indireto sobre os microrganismos do solo como na composicao da
comunidade microbiana, condi¢des de solubilidade e toxidez de nutrientes e efeitos diretos

como ¢ no caso da efetiva colonizac¢do bacteriana na planta. Fernandez-Calvifio; Baath (2010)
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comprovam que uma varia¢do de 1,7 tanto para cima como para baixo no pH ideal para
colonizagdo bacteriana na planta pode reduzir o crescimento bacteriano, além de ser altamente
influenciado pelo pH, apresentando um crescimento 6timo em pH préximo ao do solo € um
crescimento menor em solos mais acidos.

O tipo de solo e a nutri¢do que ele oferece estd intimamente ligada com a efetivagdo
da colonizagdo da bactéria na planta (WEI et al., 2020). A sobrevivéncia e o crescimento das
bactérias recém-introduzidas no solo, sdo fortemente limitados pela competi¢dao por substratos
organicos com os microrganismos ja presentes. As BPCV s3o mais eficazes em solos com baixo
teor de matéria organica ou solos estressados onde o crescimento da populacdo microbiana
presente no solo ¢ restrito (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010). O estudo de Zeffa ef al.,
(2018) demonstra uma forte influéncia dos niveis de nitrogénio presente no solo na eficiéncia
da inoculagdo, visto que os efeitos positivos da inoculagdo foram significativos apenas na
auséncia de nitrogénio no solo.

O estudo de Ramirez; Craine; Fierer (2012) demonstrou efeito negativo na microbiota
do solo adubado com doses de fertilizante nitrogenado, resultando na diminui¢ao da capacidade
de colonizacdo pela bactéria. A adigao de fertilizante nitrogenado diminuiu as taxas de
respira¢cdo microbiana em 11% e a biomassa microbiana entorno de 35% ao longo de um ano,
também alterou de forma substancial a composi¢do da comunidade bacteriana. Concluiram que
a adi¢do de nitrogénio no solo de forma sintética deprime a atividade microbiana no solo,
mudando a capacidade metabolica das bactérias, resultando em comunidades que sao menos
capazes de decompor o carbono do solo.

Além do estabelecimento das BPCV ser afetado pelas caracteristicas quimicas do solo,
a FBN e os mecanismos da promocgao de crescimento vegetal também sao influenciados. Zeffa
et al. (2019) observaram que a FBN aumentou sob condig¢des limitantes de nitrogénio no solo.
Costa et al. (2014) avaliaram o comportamento do Azospirillum em solo de alta ou baixa
fertilidade. Em solos de alta fertilidade encontraram aumento na producdo de compostos
indolicos e apresentaram uma diminui¢ao na producao de sider6foros.

O comportamento das BPCV também ¢ alterado conforme a fertilidade que o solo
oferece, caracteristica que foi demonstrado por Costa ef al. (2014), no seu estudo foi possivel
identificar um comportamento mais endofitico do género Herbaspirillum quando o solo ¢ de

baixa fertilidade. Caracteristica que pode ser explicada como uma resposta a fertilizagdo em
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solos ricos em fertilidade nitrogenada, reduzindo a necessidade da interacdo com a cepas
bacterianas diazotrdficas. Dessa forma, as plantas nao utilizam todo o potencial dos beneficios
da interagdo planta-bactéria (BODDEY et al., 2003).

O tipo de solo ¢ outro fator que pode influenciar nos beneficios nas plantas inoculadas,
sendo considerado um dos fatores mais importante na formag¢ao do rizomicrobioma (ZHANG;
VIVANCO; SHEN, 2017). O estudo de Ferreira et al. (2013) avaliou o tipo de solo ¢ a eficiéncia
da inoculagdo. Demonstraram que o milho cultivado em casa de vegetagao com o uso de solo
argiloso e arenoso, inoculado com A. brasilense obteve respostas melhores em solo argiloso,
uma vez que um maior volume de solo foi explorado pelas raizes. No entanto, no trabalho de
Fachinelli; Ceccon (2020) contrapdem o estudo de Ferreira. Concluiram que tanto para o solo
arenoso quanto para o solo argiloso, o crescimento inicial e os componentes de produtividade
da soja, inoculadas com A. brasilense ou Bradyrhizobium japonicum ou co-inoculadas, foi
equivalente a adubagdo nitrogenada mineral, ndo sendo afetada pelo tipo de solo.

Em condi¢des ambientais e de solo idénticas, estudos mostram que o gendtipo da
planta € o principal fator que influencia e altera o rizomicrobioma, indicando que a planta atua
como um filtro do seu rizomicrobioma (ZHANG; VIVANCO; SHEN, 2017). Araujo et al.
(2013) avaliaram 35 genotipos de milho com a inoculagdo de H. seropedicae e confirmaram
que a promocao do crescimento vegetal, ¢ dependente do genotipo da planta. Zeffa et al. (2019)
também mostraram que depende do genotipo do milho para obtencdo das melhores respostas,
observaram esse resultado em 27 gendtipos de milho inoculados com A. brasilense.

O genotipo e o estagio de desenvolvimento do vegetal, caracteristicas bacterianas
como formacao de biofilme e adesdo de superficie podem também determinar quem pode
colonizar os compartimentos radiculares. Portanto, a estrutura do rizomicrobioma € o resultado
da complexa interag@o planta-solo-bactéria (ZHANG; VIVANCO; SHEN, 2017).

A eficiéncia a campo de inoculantes bacterianos € um aspecto chave para a aceitagao
de bioinoculantes e uso agricola mais amplo (OWEN et al., 2015). A eficacia do inoculante
depende de sua versatilidade e adaptacdo as mudangas ambientais, bem como sua capacidade
de colonizar e competir com outros microrganismos ja presentes no solo e na planta, também
devem superar e/ou se adaptar a fatores como caracteristicas da planta, clima, composi¢do e
manejo do solo (RILLING et al., 2019). Além dos varios beneficios de inoculagdo, outras

tecnologias alternativas tém sido estudadas, como a co-inoculagdo bacteriana.
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2.6 CO-INOCULACAO DE BPCV

A grande maioria dos primeiros inoculantes bacterianos produzidos comercialmente,
continham apenas uma espécie bacteriana com uma cepa ou no maximo duas cepas do mesmo
género. A combinacdo de duas cepas do género Bradyrhizobium para a cultura da soja ¢
utilizado comercialmente desde 1950, no milho ¢ utilizado o conjunto de cepas do género
Azospirillum (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). O uso de inoculantes bacterianos
com géneros diferentes tem expandido pois, a combina¢do de diferentes microrganismos
benéficos pode gerar um efeito sinérgico, superando os resultados produtivos quando
associados as plantas isoladamente, estimulando um ao outro, assim tornando-se uma
importante tecnologia agricola para melhorar o desempenho das culturas inoculadas (JARDIN,
2015).

A co-inoculagdo tem sido evidenciada e tem ganhado cada vez mais espaco no
mercado, principalmente quando se considera a cultura da soja inoculada com Bradyrhizobium
em conjunto com Azospirillum. No Brasil, a co-inoculagdo comercial desses géneros foi lancado
para soja e feijao no ano de 2014 (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019), desde entdao o
aumento da adogao da técnica tem sido gradual, no ano de 2018-19 teve uma adogao de 15% a
mais pelos produtores rurais na cultura da soja (HELMAN; BURDMAN; OKON, 2011; ANPII,
2019). Os beneficios principais dessa unido sdo aumento da nodulagdo, maior comprimento
radicular, estabilidade da planta em condigdes de estresses hidricos e por consequéncia,
aumento da produtividade, para diversas culturas como mostra a Tabela 1.

A soja quando bem inoculada com BPCV pode fixar cerca de 30 kg N ha™! no solo
para a cultura subsequente, ou seja, ela em conjunto com as BPCV fixam mais nitrogénio do
que realmente precisa, oferecendo um efeito residual para a proxima cultura, como o milho,
pois a sucessao soja e milho safrinha ¢ comumente praticado no Brasil (HUNGRIA, 2011).

O efeito residual da co-inoculag@o em soja foi estudado por Candido et al. (2020) onde,
avaliaram o efeito da co-inoculagdo de B. japonicum e A. brasilense inoculados em soja e seus
efeitos residuais nas caracteristicas vegetativas e produtivas, em plantas de milho cultivado em
sucessao a soja. Observaram aumento na massa seca da raiz nas plantas de milho em duas safras,
no entanto para as avaliagdes, altura da planta, altura da inser¢do da primeira folha, didmetro

do colmo, indice SPAD, massa seca da parte aérea, nimero de graos por espiga, peso de mil
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graos e o rendimento de graos ndo ocorreu aumento significativo. Devido a soja ser a cultura
mais inoculada em todo o mundo e o Brasil ser o lider mundial no uso de inoculantes nessa
cultura, ¢ importante compreender os efeitos residuais deixados pela soja (SANTOS;
NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019).

Azospirillum é o género entre as BPCV mais estudado e empregado como inoculante
no mundo, incluindo o Brasil (HUNGRIA et al., 2010). Dentre esse género, 4. brasilense
desenvolve respostas satisfatéria em co-inoculagdo com diversos géneros bacterianos,
destacando o Bradyrhizobium e o Rhizobium. Os beneficios foram comprovados por diversos
trabalhos que corroboram com diferentes plantas, como trigo, tomate, morango, feijao,
ervilhaca e amendoim (Tabela 1).

Dentre a literatura € incipiente o uso da H. seropedicae na co-inoculagao, os trabalhos
mostram beneficios comprovados em cana-de-aglcar, feijdo, sorgo, orquidea, brachiaria,
setaria e arroz, resultando em aumento na biomassa total da planta, N foliar, comprimento da
raiz e parte aérea, numero de nédulos em feijao e melhor recuperacio do vegetal em estresse
hidrico (MUTHUKUMARASAMY et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009; DEEPADEVI;
BASU; SANTHAGURU, 2010; PANKIEVICZ et al., 2015; AMARAL et al.,, 2016;
HOSEINZADE et al., 2016; WANG et al., 2016; MELO et al., 2017).

A literatura relata trabalhos de co-inoculag@o na cultura do milho com diversos géneros
de BPCV como Azospirillum, Rhizobium, Azotobacter, Pseudomonas e Bacillus. Conforme
apéndice A o conjunto desses géneros trazem beneficios ja comprovados, como aumento da
produtividade, aumento da germinagdo de sementes, melhora nas avaliagdes morfométricas da
planta e indugdo de resisténcia das plantas as condi¢des de estresse bidtico e abidtico (KIM et
al., 2012; PANDE; PANDEY; KAUSHIK, 2017; FUKAMI et al., 2018). Entretanto, apenas
alguns trabalhos relatam a co-inocula¢do com 4. brasilense e H. seropedicae em milho, como
o trabalho de Dartora et al. (2016) onde, encontraram incrementos de 12% de quantidade de
fosforo na folha de milho (cv. 30R50) e Guimaraes et al. (2014) que utilizaram o mesmo
conjunto de bactérias e ndo encontraram resultados morfométricos substanciais na cultivar de
milho DKB 390..

A co-inoculagdo de 4. brasilense e H. seropedicae em diferentes genotipos de
Brachypodium distachyon foi descrito por Amaral ef al. (2016) que encontraram uma ampla
gama de respostas positivas e negativas entre os genotipos de B. distachyon, sugerindo que a

promocao do crescimento vegetal por bactérias benéficas foi fortemente afetada pelo gendtipo



47

da planta. Pankievicz et al. (2015) estudaram esse conjunto de bactérias na graminea modelo
Setaria viridi e encontraram como resposta da inoculagdo, aumento no peso seco da parte aérea
de 82,2%, comprimento da raiz em 28,6%, numero de raizes laterais em 39,6% e maior
rendimento na produgdo de sementes. O experimento foi conduzido em substrato com baixo
nitrogénio (0,5 mM KNO3) ou sem adicdo de nitrogénio. Outro resultado que deve ser
mencionado ¢ que ocorreu a FBN em nivel suficiente para suprir a demanda diaria de N da
planta em condi¢des controlaveis de laboratoério.

Helman; Burdman; Okon (2011) indicaram que existem diferentes aspectos da co-
inoculagdo a serem estudados, como o estudo de novas linhagens de combinagdes de bactérias
com diferentes gendtipos de plantas, formulagdes comerciais para o desenvolvimento de
produtos com o consorcio de bactérias em larga escala para comercializar, bem como, ressalta
a importancia de estudos que demonstrem a relevancia da colonizagdo endofitica, sendo
necessario investigar profundamente as possiveis vantagens da colonizagdo endofitica em
comparagao/associagdo com a colonizagao da superficie radicular.

A eficiéncia da co-inoculagdo estd intimamente relacionada a sele¢ao apropriada de
cepas, a concentracdo celular de cada um, método de inoculacdo e gendtipo da planta
(SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). A concepgdo, formulagdo e otimizacdo de
inoculantes bacterianos eficazes de co-inoculag¢do, requer uma compreensdo profunda dos
modos de interagdo, adesdo e colonizagdo bacteriana as sementes e/ou tecidos vegetais
inoculados (MOLINA-ROMERO et al., 2017).

A co-inoculacdo de microrganismos representa uma tatica barata e inovadora, que
ainda estd nos primoérdios de adog@o na agricultura em larga escala (HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUJO, 2013). Sao de suma relevancia trabalhos que incentivam o uso dessa tecnologia. A
introducao de bactérias benéficas no solo tende a ser menos agressivo € causar menos impacto
ao meio ambiente do que a fertilizagdo quimica, o que a torna uma pratica agrondmica
sustentavel e uma maneira de reduzir os custos de producdo (SOUZA; AMBROSINI;
PASSAGLIA, 2015). Desta forma, contemplando beneficios ambientais, agrondmicos e
econdmicos com resultados promissores, sendo importante o desenvolvimento de estudos que
aprimorem a sua utilizacdo e que explorem os diversos conjuntos bacterianos, de modo que
possa ser aplicada com eficiéncia em uma agricultura sustentavel (GOSWAMI; THAKKER;
DHANDHUKIA, 2016).



Tabela 1 — Co-inoculagdo com A. brasilense em diferentes culturas e com diferentes géneros bacterianos.

Co-inoculacao

Cultura

Beneficios

Referéncia

A. brasilense;
Bradyrhizobium
Jjaponicum

Soja

Aumento da produgdo em média 16,1%; Nimero de nodulos e seu peso fresco;

N em 23%; Hemoglobina 39%; Comprimento total da raiz; Numero de raizes ¢

pélos radiculares; Matéria seca das raizes e parte aérea; Comprimento total das

plantas; Nodulagao precoce; Melhorou a estabilidade da membrana foliar sob

condi¢des de estresse hidrico; Reduziu a taxa de aborto de vagem sob estresse
moderado por seca.

(GROPPA; ZAWOZNIK;
TOMARO, 1998)
(MOLLA et al.,2001)
(MOLLA; SHAMSUDDIN;
SAUD, 2006)
(AUNG et al., 2013)
(HUNGRIA; NOGUEIRA,;
ARAUIJO, 2013)
(CHIBEBA et al., 2015)
(HUNGRIA; NOGUEIRA,;
ARAUIJO, 2015)
(FERRI; BRACCINI; CAIUBI,
2017)

(PUENTE et al., 2017)
(BULEGON et al., 2017)
(GALINDO et al., 2018)
(SILVA et al., 2019)

A. brasilense;
Bradyrhizobium

Amendoim

Aumento do comprimento do caule; Comprimento da raiz; Peso seco da parte
aérea e da raiz; Numero de nédulos.

(VICARIO et al., 2016)

A. brasilense;
Rhizobium tropici

Feijao

Aumento do rendimento em 19,6%; Numero de nédulos 9%; Fixacao de No;
Peso seco de nddulos 25%; Peso seco da raiz 35% e parte aérea 31%.

(BURDMAN; KIGEL; OKON,
1997)
(HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUJO, 2013)
(ARAUIJO et al., 2016)
(PERES et al., 2016)
(SOUZA; FERREIRA, 2017)

A. brasilense; R.
meliloti

Trigo

Aumento do rendimento de graos em 53,8%; Teor de N 22,8%, P 59,5% e K
34% dos griaos.

(ASKARY et al., 2009)
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A. bras.zlense; R. Ervilhaca Aumento da densidade de pélo radlcular; Matéria seca da parte aérea; (STAR et al., 2012)
leguminosarum Nodulagio.
A. braszlen;e; H. Braquipédio Aumento do comprimento e peso seco da}s raizes; Comprimento e peso seco da (AMARAL et al., 2016)
seropedicae parte aérea.
b . r 0 . .
A. braszlen;e, H Setaria Peso seco da p(;)lrte aere’a aumentou’ 82,2%, cgmprlmento da re(1)1z aumentou (PANKIEVICZ et al., 2015)
seropedicae 28,6% e o numero de raizes laterais aumentou 39,6%.
A. brasilense; Tomate,
Methylobacterium  pimenta e Aumento do comprimento da parte aérea e da raiz; Absor¢ao de nutrientes (MADHAIYAN et al., 2010)
oryzae arroz
A. brasilense; Morango Aumento significativo da altura das plantas; Teor de clorofila; Peso de raiz (RUEDA et al., 2016)
Azotobacter spp. seca.
A. brasilense; T . o . ] ] )
Burkholderia Morango Maior indice de crescimento (30%) e teor relativo de clorofila nas folhas; (LOVAISA; MOLINA;
. . Aumento do rendimento comercial de frutos. SALAZAR, 2015)
vietnamensis
A. brasilense; . N . . ]
Gluconacetobacter Tomate Aumento do comprimento da raiz; I:I;;riero de pélos radiculares; Massa seca (BOTTA et al., 2013)
diazotrophicus '
Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da co-inoculagdo de Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae via aplicagao foliar e na radicula do milho sobre o crescimento, nutricdo mineral e

quantificagdo de DNA bacteriano nas plantas em condi¢des de solo de baixa fertilidade natural.

3.1.1 Objetivos Especificos

Avaliar o comportamento das bactérias Azospirillum brasilense FP2 e Herbaspirillum
seropedicae SmR1 co-inoculadas nas radiculas de milho, em experimento conduzido em

condi¢des de cultivo in vitro.

Avaliar variaveis de crescimento vegetal e absor¢ao de nitrogénio nas plantas de milho
crescidas em solo com baixa fertilidade natural, em casa de vegetacdo, apos co-inoculacdo de

A. brasilense FP2 nas raizes e H. seropedicae SmR1 na parte aérea.

Quantificar por meio das técnicas de determinagdo de unidade formadora de colonia
(UFC) e PCR em tempo real (qPCR) a populagdo bacteriana de A. brasilense FP2 e H.

seropedicae SmR1 nas raizes e parte aérea das plantas de milho co-inoculadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONDICOES DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A. brasilense linhagem FP2 (linhagem Sp7 ATCC29145 Nal® Sm®) (PEDROSA;
YATES, 1984) foi inicialmente cultivado em meio s6lido NFbHPN (NFbN High Phosphate —
1,5 mg L") (MACHADO et al., 1991) suplementado com 5 mg L' de lactato de sédio, com
adi¢do dos antibidticos estreptomicina (Sm) e acido nalidixico (Nal) nas concentracdes finais
de 80 pg mL! e 10 ug mL"! respectivamente.

H. seropedicae linhagem SmR1 (linhagem Z78 ATCC 35893 Sm®) (BALDANI et al.,
1986) foi cultivada em meio solido NFbHPN, suplementado com 5 mg L' de acido malico
com adi¢io do antibidtico Sm na concentragdo final de 80 ug mL' (KLASSEN et al., 1997).

Apobs o esgotamento em placa e crescimento por periodo de 48 horas, as colonias
isoladas foram repicadas em meio de cultivo liquido especifico para 4. brasilense FP2 ¢ H.
seropedicae SmR1, sob agitacdo (120 rpm) a 30 °C até atingir a densidade 6ptica de 0,8 (~10°
células mL!') em comprimento de onda de 600 nm (DOgoo) medido em Espectrofotometro
Hitachi U2910 (Tokyo, Japan).

Para determinar o nimero de UFC das bactérias A. brasilense e H. seropedicae
inoculadas nas plantas de milho, foi utilizado o método drop plate. Foram maceradas 0,1 g de
raizes e folhas separadamente, com 1 mL de solucdo salina 0,9% estéril seguido de diluigdao
seriada 10! a 107 em solucdo salina 0,9% estéril e seguidas para cultivo em placa em seus
respectivos meios de cultivo solido. As placas foram incubadas a 30 °C durante 48 horas e as
coldnias foram contadas (STETS ef al., 2015).

Para as plantas que receberam os tratamentos controle e co-inoculado, quando
analisado o tecido radicular, a contagem foi observada nos dois meios de cultura. Para o tecido
foliar a contagem ocorreu apenas nas placas referentes ao meio de cultura da bactéria H.
seropedicae, uma vez que A. brasilense tem como caracteristica a colonizac¢do da superficie do
tecido vegetal e o mesmo foi inoculado apenas nas raizes.

Para a avalia¢do do indculo, ou seja, da cultura bacteriana pura, as metodologias de
dilui¢do seriada e plaqueamento ocorreram da mesma forma, no entanto, a diluigdo seriada foi

de 10" a 10°°.
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4.2 CONDICOES DE GERMINACAO E INOCULACAO DAS SEMENTES DE MILHO

Para os trés ensaios foi utilizada a variedade de milho DKB 390 (CARDOZO, 2017,
ARAUIJO et al., 2013). As sementes foram lavadas 3 vezes com dgua destilada autoclavada,
posteriormente para obter uma desinfec¢do superficial foram submergidas em etanol 70% por
3 minutos e ap6s, em uma solugio de hipoclorito de sédio 2% e Tween20® 2,5% por 30 minutos.
Em seguida, as sementes foram lavadas com &gua destilada autoclavada por 3 vezes
(RONCATO-MACCARI et al., 2003), transferidas para papel filtro imido e armazenadas em
camara de germinagdo por 3 dias a 25 °C no escuro, conforme descrito por Brasil (2009).

As plantulas de milho pré-germinadas foram inoculadas com as culturas bacterianas
ap6s a diluigdo para 107 células mL™! em solucio salina 0,9% estéril (um mL de indculo por
semente). No ensaio in vitro as sementes que receberam o tratamento de co-inoculacao foi
utilizado uma mistura das duas bactérias na mesma propor¢ao. As sementes do grupo controle
foram inoculadas nas mesmas condigdes sem a adi¢ao da bactéria, somente com solugdo salina
0,9% estéril. A suspensao de indculo e sementes foram acondicionados em um agitador orbital
a 80 rpm por 30 minutos (BALSANELLI et al., 2010). Apds a inoculagdo, as sementes foram
transferidas para tubos de ensaio contendo meio Plant Medium (EGENER; HUREK;
REINHOLD-HUREK, 1999) modificado, sem fonte de nitrogénio e carbono.

No primeiro ensaio em casa de vegetacdo o processo de inoculacdo com A. brasilense
FP2 nas sementes pré-germinadas seguiu o mesmo processo descrito no experimento in vitro,
no entanto para a diluicdo das células bacterianas foi utilizado o meio de cultivo NFbHPN
lactato 50% e no final foi realizado uma lavagem das mesmas com solugdo salina 0,9% estéril
(BALSANELLI et al., 2010). Para o segundo ensaio, o processo de inoculagao da 4. brasilense
FP2 e H. seropedicae SmR1 seguiu a mesma metodologia, entretanto, a diluigdo das células
bacterianas ocorreu com solucao salina 0,9% estéril no lugar do meio de cultivo da bactéria. As
sementes controle foram inoculadas nas mesmas condigdes, no entanto, sem a adi¢ao da
bactéria. Apds a inoculagdo as sementes foram transferidas para os vasos. As sementes que
receberiam somente a inoculagdo com H. seropedicae SmR1 na parte aérea, ndo foram
submetidas a nenhuma inoculagao antes do plantio.

A 1noculagdo da parte aérea foi realizada de forma manual com o auxilio de um
borrifador com 10 mL de in6culo, sendo aspergido cerca de 1 mL do inoculo da bactéria H.
seropedicae SmR1 por planta. As plantas inoculadas com H. seropedicae SmR1 foram as que

receberam o tratamento com inoculacdo somente de H. seropedicae SmR1 e as plantas co-
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inoculadas. A inoculagdo ocorreu no estagio V2 no horario mais fresco do dia conforme Fukami

et al. (2016). As plantas controle foram aspergidas somente com o meio de cultivo liquido

NFbHPN acido malico 20%.

4.3 CONDICOES EXPERIMENTAIS E ANALISES DA PROMOCAO DE CRESCIMENTO
VEGETAL NO ENSAIO IN VITRO

A condugdo do experimento in vitro e das analises laboratoriais ocorreram em julho de
2019 e foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (CAL), no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) em Floriandpolis.

Apbs a inoculagdo, as plantulas foram transferidas para tubos de ensaio, os quais foram
acondicionados ap6s sorteio sob delineamento inteiramente casualizado, em camara de
germinagdo a 16 horas de fotoperiodo, 25 °C e 40% de umidade relativa. A cada coleta foi
aplicado um novo sorteio para a randomizagao das unidades experimentais.

Devido ao uso de analises destrutivas, o experimento foi delineado para conter quatro
repeticdes biologicas em cada tratamento, sendo cada uma composta por quatro plantas,
totalizando 192 ao final do experimento. Para cada tratamento foram coletadas as plantas aos
3,7 ¢ 9 D.A.L Os tratamentos utilizados foram: controle, inoculagdo com A. brasilense FP2,
inoculagdo com H. seropedicae SmR1 e co-inoculagdo com 4. brasilense FP2 e H. seropedicae
SmR1, sendo todos os tratamentos inoculados nas radiculas das sementes de milho pré-
germinados.

As andlises do experimento consistiram na quantificagdo de DNA bacteriano por
gPCR, contagem do numero de unidades formadoras de colonia (UFC) por drop plate,
avaliagdo do comprimento de raiz e parte aérea com o auxilio de uma régua graduada, partindo
do ponto de inser¢ao entre a raiz e a parte aérea de cada planta e massa seca da raiz e parte aérea
utilizando estufa a 65 °C até peso constante. Apds as avaliagdes morfométricas, as raizes e a
parte aérea das plantas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em

freezer a — 80 °C para posterior extragdo de DNA e analise molecular.
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4.4 CONDICOES EXPERIMENTAIS E ANALISES DA PROMOCAO DE CRESCIMENTO
VEGETAL NOS ENSAIOS EM CASA DE VEGETACAO

Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetacdo do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) no Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) e as
analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (CAL), no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), ambos
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em Florianopolis.

Os dois solos foram coletados em uma area de empréstimo com baixa fertilidade
natural na camada de 0 — 20 cm em mata secundaria no municipio de Florianopolis, estado de
Santa Catarina, Brasil (-27.578016, -48.501443). Foram classificados como Argissolo
Vermelho-Amarelo de textura franco arenosa (SANTOS, 2018), as andlises fisico-quimicas
foram feitas conforme Tedesco et al. (1995) e estdo descritas nas Tabelas 2 e 3. Para o primeiro
ensaio o solo era distrofico.

No segundo ensaio foi utilizado solo de segundo cultivo, sendo aplicado correcao da
adubacgao no primeiro cultivo conforme recomendagdo do Manual de Adubagao e Calagem para
os Estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina (MANUAL, 2004) (corre¢do do pH para
6 com adi¢do equivalente a 7,7 toneladas de calcario calcitico por hectare e adubagdo com
Superfosfato triplo na quantidade de 189,02 Kg ha™! e Cloreto de potéassio 254,09 Kg ha'') e
cultivado soja. O solo foi peneirado em malha de 2 mm e ndo foi realizado corre¢do nutricional,
nem esterilizagdo do mesmo. Em vasos de 3,6 L foram plantadas trés sementes, logo nos
primeiros dias no inicio do desenvolvimento do milho ocorreu o desbaste mantendo apenas 2

plantas por vaso.

Tabela 2 - Andlise fisico-quimica do solo coletado em Florianépolis, em area de empréstimo. Solo
caracterizado como Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico de textura franco arenosa.

P (mgdm®) K (mgdm?®) MO (%) pH(H.0) Areia(gKg') Silte (gKg') Argila(gKg")

2,12 1,4 1,5 4,4 658 249 93

Tabela 3 - Analise fisico-quimica do solo coletado em Florianopolis, em area de empréstimo. Solo de
segundo cultivo, caracterizado como Argissolo Vermelho-Amarelo de textura franco arenosa.

P (mgdm®) K (mgdm?®) MO (%) pH(H.0) Areia(gKg') Silte (gKg') Argila(gKg")

13,2 100 1,3 6,5 660 250 90
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Os tratamentos foram: controle, sem inoculacdo de bactéria; inoculagdo nas sementes
pré-germinadas com a bactéria A. brasilense FP2 (Azos); inoculacdo da parte aérea com H.
seropedicae SmR1(Herbas) no estagio fisiologico da planta de milho V2 (vegetativo, segunda
folha); co-inoculagdo de A. brasilense FP2 nas sementes pré-germinadas € na mesma planta,
inoculagdo da bactéria H. seropedicae SmR1 na parte aérea no estagio fisioldgico da planta de
milho V2 (Azos+Herbas).

O delineamento foi inteiramente casualizado, com 4 repeticdes bioldgicas dispostas
em duas bancadas. No primeiro ensaio as coletas ocorreram aos 14 e 21 dias apds a inoculacao
da A. brasilense FP2. Devido as avaliagdes destrutivas, as duas plantas em cada unidade
experimental foram totalmente utilizadas, desta forma, foram empregadas 4 unidades
experimentais (vasos) para cada tratamento, totalizando 32 vasos.

Para o segundo ensaio, foram realizadas coletas aos 7, 14, 21 ¢ 28 D.A.I de todos os
tratamentos, desta forma foram utilizados 16 vasos para cada tratamento, totalizando 64 vasos
no total. A irrigacdo foi com agua potdvel em quantidade e dias que mantiveram 50% da
umidade do solo para os dois experimentos.

As unidades experimentais foram randomizadas entre duas bancadas, no entanto, no
momento da aplicacdo do inoculante foliar, os tratamentos foram divididos entre os tratamentos
que ndo receberam inoculag@o na parte aérea ficando na bancada A e na bancada B ficaram os
tratamentos que receberam inoculacdo na parte vegetativa, essa divisdo ocorreu para evitar a
contaminagdo entre os tratamentos. Apdés um dia de separagdo, os vasos foram dispostos
novamente conforme novo sorteio.

As variaveis avaliadas em cada coleta para os dois experimentos foram: comprimento
das raizes e parte aérea utilizando uma trena métrica, considerando a inser¢ao entre a raiz e a
parte aérea, didmetro do colmo acompanhado com o auxilio de um paquimetro digital, sendo
avaliado na parte superior e basal do colmo, indice SPAD utilizando o medidor de clorofila
portatil  (SPAD-502Plus, Japao) (GHORCHIANI; ETESAMI; ALIKHANI, 2018),
comprimento e largura foliar com o auxilio de uma régua graduada. As avaliagdes nas folhas
foram feitas em folhas totalmente expandidas, saudaveis e duas leituras por folha. As avaliacdes
citadas acima, foram executadas em cada planta do vaso e apos feito média dos valores. As

avaliagdes da parte aérea (colmo e folhas) ocorreram com as plantas ainda em vaso.
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Para o primeiro ensaio também foram feitas avaliagdes de massa seca da raiz e da parte
aérea, a qual o material vegetal foi seco utilizando estufa com circulagdo de ar a 65 °C até peso
constante e pesada em balanca analitica. O nitrogénio total da parte aérea da planta do milho
foi realizado por meio da metodologia de micro-Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995). Estas
avaliacdes foram avaliadas considerando o vaso. A quantificagdo bacteriana por qPCR e
contagem de UFC por drop plate também foram realizados. Apos realizar as avaliagdes das
variaveis de crescimento, as raizes e a parte aérea das plantas foram imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido e estocadas em freezer a — 80 °C para posterior extracdo de DNA e

avaliagdo molecular.

4.5 QUANTIFICACAO DE DNA BACTERIANO POR qPCR EM MILHO CULTIVADO IN
VITRO E EM CASA DE VEGETACAO

4.5.1 Extracao de DNA

Para extragdo do DNA genomico bacteriano do indculo, utilizou-se 2 mL da cultura
bacteriana contendo ~ 10® células mL™!, o0 mesmo foi submetido ao protocolo de extra¢io de
acordo com o fabricante do Kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega™, Madison,
WI, USA).

Para a extragdo de DNA genomico de raizes e folhas de milho ndo inoculadas e
inoculadas, as amostras foram submetidas ao protocolo hot CTAB de Sun et al. (2008), com
modifica¢des. O protocolo iniciou com a adigdo de PVP 1,5% diretamente no tubo falcon
contendo 100 mL do tampao CTAB (CTAB 2%, Tris-HC1 0,1 M, NaCl 1,4 M, EDTA bissodico
0,2 M) e apds submetido a 65 °C por 5 minutos, além disso, 4,5 uL de 2-mercaptoetanol foi
adicionado diretamente. Apds adi¢ao de 4 pLL RNAse as amostras foram incubadas em banho-
maria a 65 °C por 60 minutos, foi adicionado 900 pL de CIA (Cloroférmio/Alcool isoamilico
24:1), centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm a 4 °C. Apo6s recuperado o sobrenadante, foi
adicionado CIA e repetido o processo de centrifugacio e recuperacdo do sobrenadante. Apos
adicao de 540 pL de isopropanol gelado, foi homogeneizado e incubado por 2 horas em -20 °C.
Ap6s foi centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm a 4 °C e descartado o sobrenadante. Foi
lavado o precipitado bacteriano com 1 mL de alcool 70% e centrifugado por 10 minutos a

12.000 rpm a 4 °C e descartado o sobrenadante. O precipitado bacteriano secou em temperatura



57

ambiente e ap6s foi ressuspendidos em 50 pL de 4gua ultrapura, armazenado a 4 °C overnight
e apos congelado.

As concentracdes de DNA foram determinadas em espectrofotometro Thermo
Scientific NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific, Delaware, USA), onde a concentragio é

estimada pela medida da absorbancia da amostra em 260 nm e 280 nm.

4.5.2 Quantificacio de A. brasilense e H. seropedicae em milho por qPCR

A quantificacdo de DNA de A4. brasilense e H. seropedicae inoculadas em plantas de
milho cultivadas in vitro e em casa de vegetacdo foi realizada utilizando equipamento ABI
Prism™ 7500 Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As reacdes de
amplificagdo foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo 12,5 pL de 2X SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems), 1,25 uL de cada iniciador AzoR2.1 F/R para A.
brasilense na concentracao final de 500 nM e 0,25 pL de cada iniciador HERBAS1 F/R para
H. seropedicae na concentragio final de 100 nM, além de 4gua ultrapura e 10 ng pL™!' ou 20 ng
pL! de DNA molde, para 4. brasilense e H. seropedicae, respectivamente. As reacdes foram
realizadas em duplicata técnica utilizando triplicata bioldgica para amostras inoculadas e
duplicata bioldgica para o controle.

O protocolo de amplificagdo consistiu em incubag¢do inicial a 50 °C durante 2 min, 95
°C de incubagdo durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 s e 60 °C durante 1
minuto. Todas as corridas de qPCR foram analisadas usando configuragdes automaticas do
software.

Como controle negativo nas corridas foi utilizado DNA de outras espécies bacterianas
previamente cultivadas conforme Pereira ef al. (2014), sendo elas: Pseudomonas aeruginosa,

B. cereus, Escherichia coli, H. seropedicae e A. brasilense.

4.5.3 Construcio da curva padriao a partir da cultura pura de A. brasilense FP2 e H.

seropedicae SmR1

O DNA extraido de cultura pura (indculo) de cada bactéria foi utilizado para

construcdao das curvas padrao Cq (ciclo de quantificagdo) versus log UFC, a partir de uma
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dilui¢do (10X) seriada do DNA em 4gua ultrapura, cujas concentragdes finais continham de 10°
a 10° copias de DNA gendmico bacteriano, o que corresponde a 8,26 ng a 8,26 fg para A.
brasilense FP2 e 6,04 ng a 6,04 fg para H. seropedicae SmR1.

O numero de copias de DNA foi obtido a partir do calculo com base no tamanho do
genoma de A. brasilense Sp24 com 7.53 Mpb (Genbank ASM23736V1) (WISNIEWSKI-DYE
et al., 2011), e H. seropedicae SmR1 de 5.51 Mpb (PEDROSA et al., 2011), considerando a

constante de Avogadro (6,023 x 10?*) e a massa molecular média dos 4cidos nucléicos (660 Da

Tamanho do genoma da bactéria X 660
6,023 X 10723 ’

bp!), que correspondem a formula: m =

Os ntimeros de UFC correspondentes as concentracdes de DNA foram determinados
pela contagem de UFC em placa, a partir das mesmas aliquotas utilizadas no isolamento do
DNA, como descrito por Ilha et al. (2016) com modificagdes. Os parametros de reagdo foram

calculados com base nos valores de Cq versus o logaritmo do niimero de copias de DNA. As
eficiéncias de amplificagao foram determinadas usando a equagdo E = [10 (— i) — 1] x 100,

onde E ¢ a Eficiéncia calculada e s ¢ o coeficiente angular (slope) obtido a partir da curva
padrdo. O limite de deteccao (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) foram determinados
com base no Guidelines for verification of Analytical Methods from European Network of GMO
Laboratories (HOUGS; GATTO; ZEL, 2017).

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Lilliefors e
homogeneidade conforme teste de Levene dos dados para os trés experimentos. Em seguida, os
dados foram submetidos a analise de variancia para cada tempo de coleta e teste de comparagao
de médias multivariadas Tukey (a = 0,05) para os tratamentos que foram significativos na

analise de variancia, utilizando o software estatistico Statistica versao 7.0.
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5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS DE REACAO DE qPCR PARA A QUANTIFICACAO DE 4. brasilense
e H. seropedicae EM MILHO

Os parametros de reacao (Eficiéncia, Slope e coeficiente de correlacao) de qPCR para
a quantificacdo de 4. brasilense com os iniciadores AzoR2.1 foram determinados por meio de
curvas padrdo (trés corridas independentes) obtidas a partir do DNA isolado das raizes de milho
cultivadas in vitro, em casa de vegetacdo e de cultura pura. Para a quantificacdo de H.
seropedicae foi utilizado o par de iniciadores HERBASI, os pardmetros de reagdo foram
determinados por meio de curvas padrao (seis corridas independentes) obtidas a partir do DNA
isolado das raizes e folhas de milho cultivado in vitro, em casa de vegetacao e de cultura pura
1 e 2. As curvas padrao foram obtidas a partir da dilui¢do em série do DNA bacteriano extraido
de cada cultura pura e os valores foram plotados em Cq versus log UFC (Figura 4).

As curvas padrao obtidas a partir da cultura pura de A. brasilense apresentaram valores
de eficiéncia entre 95,43% e 96,35%, os valores de Slope (inclinacdo da curva) variaram entre
-3,4125 e -3,4365 e o coeficiente de correlagcao (R?) foi adequado para todas as curvas (R* >
0,99) (Tabela 4). Para as curvas padrao obtidas a partir de cultura pura de H. seropedicae, os
valores de eficiéncia variaram entre 81,79% e 86,70%, os valores de Slope variaram de -3,6881

a-3,8525 e o R? apresentou valores adequados de 0,99 (Tabela 5).
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Figura 4. Curvas padrao (Cq versus log UFC) para A) quantificacdo de A. brasilense utilizando DNA
extraido de cultura pura utilizando iniciadores AzoR2.1. Quantificacdo realizada em trés corridas
independentes de qPCR em duplicata (n=6). B) quantificacdo de H. seropedicae utilizando DNA
extraido de cultura pura utilizando iniciadores HERBAS1. Quantificagdo realizada em seis corridas

independentes de qPCR em duplicata (n=12).
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Fonte: Elaborada pela Autora (2020).

Tabela 4 — Parametros de qPCR obtidos das curvas padrdo para a quantificacdo de A. brasilense,
utilizando iniciadores AzoR2.1 e diluicdo em série de DNA obtido de cultura bacteriana pura.

A. brasilense

Condicio Experimental

Eficiéncia (%) Slope R?
In vitro 96,06 -3,4201 0,99
Casa de vegetagio 96,35 -3,4125 0,99
Cultura pura 95,43 -3,4365 0,99

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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Tabela 5 — Parametros de qPCR obtidos das curvas padrdo para a quantificacdo de H. seropedicae,
utilizando iniciadores Herbas1 e diluigdo em série de DNA obtido de cultura bacteriana pura.

. . Tecido H. seropedicae
Condicao experimental
vegetal Eficiéncia (%) Slope R?
Raiz 82,12 -3,8407 0,99
In vitro
Folha 84,75 -3,7513 0,99
Raiz 82,79 -3,8174 0,99
Casa de vegetacdo

Folha 85,63 -3,7222 0,99
Cultura pura 1 86,70 '3,6881 0,99
Cultura pura 2 8 1 ,79 —3,8525 0,99

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O limite de detecg@o (LOD) e o Limite de quantificagdo (LOQ) da gPCR com amostras
de cultura pura de A. brasilense foi estabelecido em 10? copias do genoma, correspondendo a
826 fg de DNA (Cq médio = 30,07). Para as amostras de cultura pura de H. seropedicae o LOD
e 0 LOQ foram estabelecidos em 10! cépias do genoma, correspondendo a 60,4 fg de DNA (Cq
médio = 34,52).

O desvio padrao da repetibilidade (% RSDr) e a veracidade (%Bias) dos valores de Cq
foram calculados a partir de seis e doze reagdes de qPCR, para 4. brasilense e H. seropedicae,
respectivamente. Os valores variaram de 7,08 a 11,20% e -5,4 a 8,4% para A. brasilense (Tabela

6) e de 2,55 a 4,63% e -25,2 a 16,1% para H. seropedicae (Tabela 7).

Tabela 6 — Determinagdo da repetibilidade do ensaio de qPCR para quantificacdo de 4. brasilense, por
meio da média dos valores de Cq em trés corridas independentes em duplicata (n=6), utilizando os
iniciadores AzoR2.1. ? Valores sdo média = DP de duplicatas de qPCR em trés corridas independentes
realizadas em dias diferentes. ® Desvio Padrdo. ¢ Desvio Padrdo da Repetibilidade. ¢ Veracidade.

N° de

Numero de
copias de  Quantidade C . L . .
DA deDNA(g) medi DF WRSDE o cdpias o veBias’
(diluicao)
10° 8,26 16,36 1,83 11,20 959443 -4.1
10° 0,826 19,72 2,03 10,28 101668 1,7
10 0,0826 23,20 2,04 8,80 9905 -0,9
103 0,00826 26,52 2,10 7,92 1084 8,4
10? 0,000826 30,07 1,87 6,20 101 0,9

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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Tabela 7 — Determinagdo da repetibilidade do ensaio de qPCR para quantificacdo de H. seropedicae,
por meio da média dos valores de Cq obtidos em seis corridas independentes em duplicata (n=12),
utilizando os iniciadores HERBASI. * Valores sao média = DP de duplicatas de qPCR em seis corridas
independentes realizadas em dias diferentes. ® Desvio Padrdo. ¢ Desvio Padrdo da Repetibilidade. ¢
Veracidade.

N°de

, . . Nuiamero de

°°]‘;‘§Zde cﬁ“g;gd?:g‘; mg(;lioa DP %RSDr® copias %Bias!

(diluicio) experimental
10° 6,04 15,47 0,72 4,63 748152 -25,2
10° 0,604 18,88 0,64 3,38 96374 -3,6
10 0,0604 22,40 0,65 2,91 11609 16,1
10° 0,00604 26,27 0,67 2,55 1130 13,0
10? 0,000604 30,25 0,78 2,57 103 2,8
10! 0,0000604 34,52 0,90 2,60 8 21,1

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

5.2 QUANTIFICACAO DE DNA DE 4. brasilense E H. seropedicae POR qPCR EM MILHO
CRESCIDO IN VITRO

Para a quantificacdo de 4. brasilense nas raizes, nao foi detectado DNA da bactéria
nas plantas controle em nenhum dos tempos de coleta. Para raizes de milho coletadas aos 3
D.A.I foram observadas amplificacdes apenas para amostras co-inoculadas (Azos+Herbas),
sendo que a quantifica¢iio apresentou valores médios de 5,95 = 0,37 log UFC g™!. Aos 7 D.A.I
os tratamentos Azos e co-inoculagdo (Azost+Herbas), corresponderam as médias 6,44 + 0,48 e
5,54 + 0,31 log UFC g!, respectivamente e aos 9 D.A.I, apresentaram os valores médios de
6,29 £ 0,12 ¢ 5,53 + 0,17 log UFC g™ (Figura 5). Nao ocorreu diferenca significativa entre os
tratamentos.

Para a quantificagdo de H. seropedicae em amostras de raizes de milho, aos 3 D.A.I
foram observados valores de 7,19 + 0,72 ¢ 7,31 £ 0,58 log UFC g! para as amostras inoculadas
com Herbas e co-inoculadas (Azos+Herbas), respectivamente. Aos 7 D.A.I, foram observados
valores médios de 7,27 + 0,22 e 7,03 £ 0,40 log UFC g e aos 9 D.A.I, ocorreu amplificagio
de DNA em apenas uma das replicatas das amostras controle, apresentando valor de 4,09 log
UFC g'!, muito possivelmente sendo uma contamina¢do da amostra. As amostras inoculadas
com Herbas apresentaram valores médios de 6,91 + 0,12 log UFC g e as amostras co-
inoculadas (Azos+Herbas) apresentaram valores médios de 7,55 + 0,67 log UFC g™ (Figura 6).

Para a quantificagdo de H. seropedicae em folhas de milho (Figura 7), aos 3 D.A.I

foram observados valores médios de 7,59 + 0,29 e 5,75 + 0,58 log UFC g! para amostras
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inoculadas com H. seropedicae (Herbas) e co-inoculadas (Azos+Herbas), respectivamente.
Neste tempo de coleta foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
conforme teste de Tukey (o= 0,05), sendo que para as amostras inoculadas com H. seropedicae
(Herbas) foi observado um maior numero de copias de DNA em relagdo as amostras controle
ou co-inoculadas (Azos+Herbas). Aos 7 D.A.I ndo foram observadas diferengas significativas
entre os tratamentos, sendo que os valores de quantificagdo de amostras inoculadas com H.
seropedicae (Herbas) ou co-inoculadas (Azos+Herbas) corresponderam as médias 7,43 + 0,64
e 7,01 £ 0,59 log UFC g’!, respectivamente. Aos 9 D.A.I, ocorreu a amplificacdo de uma de
seis replicatas das amostras controle (4,76 log UFC g!), muito possivelmente sendo uma
contaminagdo da amostra. Para as amostras inoculadas com H. seropedicae ¢ co-inoculado a

quantificacdo ficou em torno de 6,85 £ 0,58 e 6,91 + 0,45 Log UFC g'! respectivamente.

Figura 5 — Quantificacdo em log UFC g'! de 4. brasilense (Azos) em raizes de milho cultivar DKB 390,
crescidas in vitro. Amostras coletadas aos 3, 7 ¢ 9 dias ap6s inoculagdo (D.A.I). Os dados representam
média + desvio padrio de triplicata biologica e duplicata técnica (n=6) para tratamentos inoculados e
duplicata bioldgica e técnica para controle (n=4). * Amplificacdo foi observada somente em duas
replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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Figura 6 — Quantificagdo em log UFC g de H. seropedicae (Herbas) em raizes de milho cultivar DKB
390, crescidas in vitro. Amostras coletadas aos 3, 7 ¢ 9 dias ap6s inoculagdo (D.A.I). Os dados
representam média + desvio padrdo de triplicata bioldgica e duplicata técnica (n=6) para tratamentos
inoculados e duplicata bioldgica e técnica para controle (n=4). * Amplificagdo foi observada somente
em uma replicata.
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Figura 7 — Quantifica¢do em log UFC g de H. seropedicae (Herbas) em folha de milho, cultivar DKB
390, crescidas in vitro. Amostras coletadas aos 3, 7 ¢ 9 dias apds inoculacdo (D.A.I). Os dados
representam média + desvio padrao de triplicata bioldgica e duplicata técnica (n=6) para tratamentos
inoculados e duplicata bioldgica e técnica para controle (n=4). * Amplificagdo foi observada somente
em uma replicata. Médias ndo seguidas de mesma letra diferem ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Tukey.
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5.3 DETERMINACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA (UFC) DAS
BACTERIAS 4. brasilense E H. seropedicae ASSOCIADAS COM MILHO CRESCIDO IN
VITRO

Analisando o tecido radicular (Tabela 8), ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos para os resultados obtidos no meio de cultura especifico de
cada bactéria. Para as amostras controle a contagem bacteriana de A. brasilense foi menor que
o LOD de 4,95 log UFC g! nos tempos 3, 7 e 9 D.A.IL Para o tratamento inoculado com A.
brasilense (Azos), a contagem bacteriana apresentou valores abaixo do LOD nos tempos 3 ¢ 9,
entretanto, para as amostras de milho co-inoculado (Azos+Herbas) foi possivel fazer a
contagem em todos os tempos, representando médias de 5,27 = 1,31; 5,97 + 0,85; 5,33 £ 0,11
log UFC g!, respectivamente aos 3, 7 ¢ 9 D.A.L

As contagens bacterianas de H. seropedicae no tecido radicular (Tabela 8) ndo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Para o tempo de coleta aos 3 D.A.I
a contagem ficou abaixo do LOD para as amostras controle e para as amostras co-inoculadas
(AzostHerbas). Em todos os demais tempos de coleta foi possivel observar a contagem de
células bacterianas variando entre 5,17 a 5,79 log UFC g entre os tempos. As contagens
bacterianas de H. seropedicae no tecido foliar (Tabela 8) para as amostras inoculadas com H.
seropedicae (Herbas) e amostras co-inoculadas (Azos+Herbas) apresentaram valores em todos
os tempos de coleta. Para as amostras controle as contagens bacterianas dos tempos de coleta 3
e 7 D.A.I ficaram abaixo do LOD. Nao foram observadas diferencas significativas entre os

tratamentos.
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Tabela 8 — Contagem em placa de A. brasilense e H. seropedicae (log UFC g') das raizes e parte aérea
de milho cultivar DKB 390 crescidas in vitro. Amostras coletadas aos 3, 7 ¢ 9 dias apods inoculagio
(D.A.I). Os dados representam médias + desvio padrdo de quadruplicata bioldgica (n=4). LOD = 4,95
log UFC g

Raiz (log UFC g

D.AI Controle Azos Herbas Azos+Herbas

Azos Herbas Azos Herbas
3 <LOD <LOD <LOD 5,67 +0,77 5,27 +1,31 <LOD
7 <LOD 5,17+£0,18 5,15+0,77 5,79 £ 0,32 5,97 £0,85 5,48 £ 0,84
9 <LOD 5,26+0,10 <LOD 5,67+1,048 5,33+0,11 5,16 £ 0,85

Folha (log UFC g')

3 - <LOD - 5,03 £0,74 - 5,04 +£0,68
7 - <LOD - 7,29 £ 1,44 - 6,37 +1,15
9 - 5,08+0,14 - 5,57+1,30 - 6,75+ 1,25

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

5.4 AVALIACAO DE VARIAVEIS DE CRESCIMENTO VEGETAL DE MILHO
CRESCIDO IN VITRO

Para o comprimento radicular e a parte aérea do milho (Figura 8) das plantas
submetidas aos quatro tratamentos, no tempo de coleta 3 D.A.I, ndo foram observadas
diferengas significativas. Aos 7 D.A.I o crescimento radicular das plantas que receberam a co-
inoculagdo foi maior (13,03 + 0,73 cm), denotando diferenca significativa pelo teste de Tukey
(o = 0,05) em relagdo as plantas controle (10,21 + 0,88 cm) e as plantas inoculadas com H.
seropedicae (10,83 = 0,29 cm) e com A. brasilense (10,51 = 0,89 cm). Considerando o
comprimento da parte aérea da planta, as plantas co-inoculadas apresentaram valores maiores
(16,66 = 0,38 cm) e significativamente diferentes em relacao as plantas controle (14,84 + 0,8
cm), inoculadas com 4. brasilense (14 = 0,58 cm) e inoculadas com H. seropedicae (12,14 £+
3,41 cm).

Para o tempo de coleta 9 D.A.I (Figura 8) as médias observadas para o comprimento
radicular ndo apresentaram diferenca significativa para as plantas submetidas aos quatro
tratamentos. Para a parte aérea, as plantas que receberam o tratamento de co-inoculacao
apresentaram diferenga significativa pelo teste de Tukey (o = 0,05) com média superior em
comparagao aos demais tratamentos aplicados.

Para os valores de massa seca radicular e parte aérea (Figura 9) ndo foram observadas
diferencas significativas para as plantas submetidas aos quatro tratamentos. As médias
observadas de massa seca para o sistema radicular variaram entre 0,05 a 0,06 g planta e para

a parte aérea 0,05 a 0,07 g planta™.
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Figura 8 — Comprimento radicular e parte aérea do milho cultivar DKB 390, crescidas in vitro. Amostras coletadas aos 3, 7 e 9 dias apds inoculagdo (D.A.I). Os
dados representam média + desvio padrdo de quadruplicata bioldgica (n=4). Médias ndo seguidas de mesma letra diferem ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Tukey.
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Figura 9 — Massa seca radicular do milho cultivar DKB 390, crescidas in vitro. Amostras coletadas aos 3, 7 ¢ 9 dias ap6s inoculacdo (D.A.I). Os dados
representam média + desvio padrdo de quadruplicata bioldgica (n=4).
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5.5 QUANTIFICACAO DE DNA DE 4. brasilense E H. seropedicae POR qPCR EM MILHO
CULTIVADO EM CASA DE VEGETACAO

A quantificacdo de DNA considerando o tecido radicular (Tabela 9), apresentou
valores abaixo do LOD (<LOD) para as amostras submetidas aos quatro tratamentos e em todos
os tempos de coleta. Para o tecido foliar (Tabela 10), valores acima do LOD foram detectados
em uma das seis replicatas para as amostras inoculadas com H. seropedicae (Herbas) e co-
inoculadas (Azos+Herbas) coletadas aos 14 D.A.I sendo os valores de 4,52 ¢ 6,19 log UFC g!
respectivamente. No tempo de coleta de 21 D.A.IL para as amostras controle, as amplificagdes

apresentaram valores abaixo do LOD.
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Tabela 9 — Quantificagdo em log UFC g! de A. brasilense (Azos) e H. seropedicae (Herbas) em raiz de milho, cultivar DKB 390, cultivadas em casa de
vegetacdo. Amostras coletadas aos 14 e 21 dias apos inoculagdo (D.A.I). Os dados representam média somente dos valores detectados acima do limite de

deteccdo (>LOD) de 10 copias (n=4 para amostras controle, n=6 para amostras inoculadas).
Raiz
DNA DNA DNA DNA DNA
D.A.I >LOD/n bacteriano >LOD/n bacteriano >LOD/n  bacteriano >LOD/n  bacteriano >LOD/n bacteriano
(log UFC g (log UFC g) (log UFC g) (log UFC g) (log UFC g)
Controle Azos Controle Herbas Azos Herbas Azos+Herbas
14 0/4 <LOD 0/4 <LOD 0/6 <LOD 0/6 <LOD 0/6 <LOD
21 0/4 <LOD 0/4 <LOD 0/6 <LOD 0/6 <LOD 0/6 <LOD

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Tabela 10 — Quantificagdo em log UFC g de H. seropedicae (Herbas) em folha de milho, cultivar DKB 390, cultivadas em casa de vegetagdo. Amostras
coletadas aos 14, 21 dias ap6s inoculacdo (D.A.I). Os dados representam média somente dos valores detectados acima do limite de deteccao (>LOD) de 10

copias (n=4 para amostras controle, n=6 para amostras inoculadas).

Folha
DNA DNA DNA
D.A.I >LOD/n bacteriano >LOD/n bacteriano >LOD/n bacteriano (log
(log UFC g (log UFC g1 UFC g
Controle Herbas Azos+Herbas
14 0/4 <LOD 1/6 4,52 1/6 6,19
21 0/4 <LOD 0/6 <LOD 0/6 <LOD

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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5.6 DETERMINACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA (UFC) DAS
BACTERIAS A. brasilense E H. seropedicae ASSOCIADAS COM MILHO CULTIVADO
EM CASA DE VEGETACAO

Como apresentado no item 4.3.1, para o tecido radicular (Tabela 11) foi realizada a
contagem de UFC no meio de cultivo especifico de A. brasilense e H. seropedicae. Para as
plantas do tratamento controle, a contagem de A4. brasilense no tempo de coleta 21 D.A.I,
apresentou valores abaixo do LOD (4,95 log UFC g™!). Para as amostras de plantas inoculadas
ou co-inoculadas, foi possivel realizar a quantifica¢do para os tempos de coleta 14 ¢ 21 D.A.L
Para a contagem de H. seropedicae, as amostras ndo foram avaliadas. Para o tecido foliar

(Tabela 11) as amostras de todos os tempos de coletas apresentaram valores abaixo do LOD.

Tabela 11 — Contagem em placa de 4. brasilense (Azos) e H. seropedicae (Herbas) (log UFC g!) em
amostras de folha e raiz de milho cultivar DKB 390 cultivadas em casa de vegetagdo. Amostras coletadas
aos 14 e 21 dias apos inoculagdo (D.A.I). Os dados representam média = desvio padrao de quadruplicata
bioldgica (n=4). LOD = 4,95 log UFC g’

Raiz (log UFC g )

Controle Azos+Herbas
D.A.I Azos Herbas

Azos Herbas Azos Herbas
14 6,2+04 - 55+1,1 5,8+ 1,0 5,9+0,5 6,1 £0,4
21 <LOD - 59+04 6,1 £0,4 5,3+0,8 5,4+0,6

Folha (log UFC g™)

14 - <LOD - <LOD - <LOD
21 - <LOD - <LOD - <LOD

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

5.7 VARIAVEIS DE CRESCIMENTO VEGETAL DE MILHO CULTIVADO EM CASA DE
VEGETACAO

5.7.1 Variaveis de crescimento vegetal avaliadas em plantas de milho obtidas em primeiro

ensaio (ano 2018)

Observou-se que o comprimento radicular (Figura 10) aos 14 D.A.I foi maior para

plantas co-inoculadas (75,6 = 17,3 cm) em relacdo as plantas controle (48,4 £ 8,6 cm) e
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inoculadas com A. brasilense (50,8 = 8,6 cm). Porém, em relagdo as plantas inoculadas com H.
seropedicae (72,1 £ 8,9 cm) ndo foram observadas diferencas significativas. As plantas co-
inoculadas alcancaram valores de comprimento radicular 56,19% maiores em relagdo as plantas
controle.

Para a parte aérea da planta de milho (Figura 10) aos 14 D.A.I observou-se que as
plantas inoculadas com H. seropedicae (31 = 2,3 cm) e co-inoculadas (32,3 £ 0,6 cm)
apresentaram diferencas significativas (a = 0,05) em relacao as plantas inoculadas com A.
brasilense (26,4 = 1,5 cm) mas ndo em relagdo as plantas controle (30,4 £+ 2,5 cm). Em relacao
ao comprimento da parte aérea, foi observado incremento de 21,96% nas plantas co-inoculadas
em relagdo as plantas inoculadas com A. brasilense. Para o tempo de coleta 21 D.A.I ndo foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos quando analisados comprimento de

raizes e parte aérea da planta.

Figura 10 — Comprimento da parte aérea e radicular do milho, cultivar DKB 390, cultivadas em casa
de vegetacdo. Amostras coletadas aos 14, 21 dias apds inoculagdo (D.A.I). Os dados representam
média + desvio padrao de quadruplicata bioldgica (n=4). Médias ndo seguidas de mesma letra diferem
ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Para o diametro do colmo (Figura 11) aos 14 D.A.I as plantas controle (0,28 + 0,01
cm) ndo diferiram das plantas inoculadas com A. brasilense (0,26 + 0,02 cm) e inoculadas com
H. seropedicae (0,32 + 0,02 cm), mas diferiram significativamente das plantas co-inoculadas
(0,33 £ 0,02 cm). Os valores médios de diametro do colmo observados para as plantas co-
inoculadas ndo foram estatisticamente diferentes das plantas inoculadas com as bactérias
isoladas. Quando comparados os valores obtidos para as plantas co-inoculadas em relacdo as

plantas controle, observa-se uma diferenca de 20%.
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Aos 21 D.A.I os valores médios de didmetro do colmo para as plantas controle (0,24
+ 0,03 cm), inoculadas com A. brasilense (0,29 = 0,03 cm) e co-inoculadas (0,34 = 0,01 cm)
nao foram estatisticamente diferentes. Contudo as médias observadas para as plantas inoculadas
com H. seropedicae foram 65,89% maiores (0,40 = 0,01 cm) em relagdo as plantas controle,
sendo igual estatisticamente somente em relag@o as plantas co-inoculadas.

Para o indice SPAD nao foram observadas diferencas significativas no teste de Tukey
(.= 0,05) entre os grupos tratados, mas observou-se que os valores obtidos foram decrescendo
com os tempos de coletas (14 ¢ 21 D.A.L.), sendo que os valores médios das avaliagdes entre os

tratamentos aos 14 D.A.I foi de 25,6 + 2,3 e aos 21 D.A.I1de 21,8 + 1,9 indice SPAD.

Figura 11 — Didmetro do colmo do milho, cultivar DKB 390, cultivada em casa de vegetagdo. Amostras
coletadas aos 14 e 21 dias ap6s inoculagdao (D.A.I). Os dados representam média + desvio padrdo de
quadruplicata biologica (n=4). Médias ndo seguidas de mesma letra diferem ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Para a largura foliar (Figura 12A) aos 21 D.A.I foram observadas diferencas
significativas no teste de Tukey (a = 0,05) entre os valores médios obtidos para as plantas
controle (0,8 £ 0,1 cm) e inoculadas com A. brasilense (0,7 £ 0,1 cm), diferindo das plantas
inoculadas com H. seropedicae (1,4 = 0,1 cm) e das plantas co-inoculadas (1,2 + 0,1 cm), sendo
que estas ultimas foram as que apresentaram maior média. O incremento da largura foliar das
plantas co-inoculadas em relagdo as plantas controle foi de 60,77%. Para tempo de coleta 14

D.A.Indo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos.
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Observou-se para as plantas inoculadas com H. seropedicae e co-inoculadas 0 mesmo
padrao de comportamento para a variavel comprimento foliar (Figura 12B) aos 14 D.A.I (21 +
1,4e223+09cm)e 21 D.AI (30,4 £ 3,0 26,2+ 2,7 cm). Para estes dois grupos foram
observados os valores médios mais altos de comprimento foliar, que foram estatisticamente
diferentes dos valores observados para as plantas controle e plantas inoculadas com A.
brasilense (Azos), cujos valores foram de 17,7 £ 1,8; 16,4 £ 1,2 cm aos 14 D.A.le 19,3 +2,1;
21,2 £ 1,3 cm aos 21 D.A.I respectivamente. Os incrementos observados foram de 25,8% aos

14 D.A.Iede 36,24% aos 21 D.A.I para as plantas co-inoculadas em relagdo as plantas controle.

Figura 12 — A) Largura foliar. B) Comprimento da folha do milho, cultivar DKB 390, cultivado em casa
de vegetagao. Amostras coletadas aos 14 ¢ 21 dias apds inoculagdo (D.A.I). Os dados representam média
+ desvio padrao de quadruplicata bioldgica (n=4). Médias ndo seguidas de mesma letra diferem ao nivel
de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Para a variavel massa seca de parte aérea (Figura 13) aos 14 D.A.I, observou-se que
as plantas inoculadas com H. seropedicae (0,07 + 0,02 g) e co-inoculadas (0,06 + 0,01 g)
apresentaram valores médios maiores em relagdo as plantas controle (0,03 + 0,01 g) e inoculadas
com A. brasilense (0,03 £ 0,01 g). Ao comparar os valores de massa seca da parte aérea,
observou-se que as plantas co-inoculadas apresentaram um incremento de 87,57% em relagao
as plantas controle.

Aos 21 D.A.I os mesmos grupos de plantas (inoculadas com H. seropedicae e co-
inoculadas) apresentaram os maiores valores médios de massa seca em relagdo as plantas
controle e plantas inoculadas com 4. brasilense. Os valores observados de massa seca de parte
aérea para plantas inoculadas com H. seropedicae (0,14 + 0,03 g) foram significativamente
diferentes dos valores observados para plantas controle (0,06 + 0,01 g) e inoculadas com A.

brasilense (0,08 + 0,01 g). Os valores observados para as plantas co-inoculadas (0,12 + 0,04 g)
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foram diferentes apenas das plantas controle, apresentando um incremento de massa seca de
103% em relacao as mesmas.

Para a varidvel massa seca de raizes (Figura 13), aos 14 D.A.I observou-se que os
valores médios obtidos para as plantas inoculadas com H. seropedicae (0,15 + 0,1 g) e co-
inoculadas (0,12 + 0,03 g) foram maiores do que os observados para plantas controle (0,06 +
0,01 g) e inoculadas com A. brasilense (0,04 + 0,01 g) apresentando diferenca significativa pelo
teste de Tukey (a = 0,05). Aos 21 D.A.I, o mesmo comportamento foi observado, sendo os
valores médios obtidos de massa seca de raizes para plantas inoculadas com H. seropedicae
(0,17+0,4 g) e co-inoculadas (0,17 + 0,4 g) maiores do que os valores observados para as plantas
controle (0,6 + 0,1 g) e inoculadas com A. brasilense (0,9 + 0,3 g). O incremento da biomassa
seca aos 14 e 21 D.A.I para as plantas co-inoculadas em relag¢do ao controle, foram de 113,38%

e 170,45% respectivamente.

Figura 13 — Massa seca da parte aérea e radicular do milho, cultivar DKB 390, cultivado em casa de
vegetacdo. Amostras coletadas aos 14 e 21 dias apos inoculagdo (D.A.I). Os dados representam média
+ desvio padrao de quadruplicata bioldgica (n=4). Médias ndo seguidas de mesma letra diferem ao nivel
de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

As amostras de folhas das plantas co-inoculadas (4,7 + 1,0 mg) e inoculadas com H.
seropedicae (3,7 £ 1,0 mg) apresentaram maior acimulo de nitrogénio (Figura 14) aos 14 D.A.1
e foram diferentes em nivel de significincia pelo teste de Tukey (a = 0,05), aos 14 D.A.I em
relacdo as plantas controle (2,1 = 0,6 mg) e inoculadas com A. brasilense (1,8 = 0,1 mg). As

plantas co-inoculadas denotaram incremento de 123,80% no aciimulo de nitrogénio em relacdo
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as plantas controle. Aos 21 D.A.I, os valores médios obtidos para as plantas inoculadas com 4.
brasilense (6,9 = 1,3 mg), inoculadas com H. seropedicae (6,9 = 1,1 mg) e co-inoculadas (6,6
+ 2,4 mg) foram significativos em relagdo aos valores obtidos para as plantas controle (3,7 +
1,3 mg). As plantas co-inoculadas apresentaram incremento de 78,37% em relacdo as plantas
controle. Os teores de nitrogénio aos 14 D.A.I variaram entre 23,9 e 30,3 mg vaso™ e aos 21

D.A.Ientre 20 e 31,2 mg vaso™.

Figura 14 — Acimulo de nitrogénio na parte aérea do milho, cultivar DKB 390, cultivado em casa de
vegetacdo. Amostras coletadas aos 14 e 21 dias apds inoculacao (D.A.I). Os dados representam média
+ desvio padrio de quadruplicata bioldgica (n=4). Médias ndo seguidas de mesma letra diferem ao nivel
de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

5.7.2 Variaveis de crescimento vegetal avaliadas em plantas de milho obtidas em segundo

ensaio (ano 2020)

Para a variavel comprimento (Figura 15) da parte aérea, as médias dos tratamentos
nao diferiram entre eles nos quatro tempos de coleta. Para o comprimento radicular, os valores
médios dos tratamentos também ndo diferiram estatisticamente entre eles nos tempos de coletas
7,14 ¢ 28 D.A.L. Aos 21 D.A.I as plantas controle (78,6 £ 9,5 cm) diferiram significativamente
pelo teste de Tukey (a = 0,05) das plantas co-inoculadas (60,8 + 7,3 cm) e das inoculadas com
A. brasilense (63,9 = 6,4 cm).

Os valores do indice SPAD obtidos ndo foram significativamente diferentes (o =
0,05) entre os tratamentos, apesar de que os valores obtidos para as plantas co-inoculadas e

inoculadas com A. brasilense terem sido maiores aos 28 D.A.I, na ordem de 21,4 + 1,4 ¢ 20,4



77

+ 1,6 indice SPAD respectivamente e as plantas controle terem apresentado valores de 19,2 +
0,8 indice SPAD.

Quando comparados os valores obtidos para o didmetro do colmo (Figura 16), nao
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos. As plantas controle (0,55 +
0,02 cm) apresentaram os maiores valores de didmetro em relagdo aos demais tratamentos e as
plantas co-inoculadas (0,53 + 0,04 cm) e inoculadas com H. seropedicae (0,52 + 0,00 cm)
apresentaram os menores valores aos 28 D.A.L

Em relagdo os valores obtidos para largura foliar (Figura 17A), observaram-se
diferengas somente aos 14 D.A.I. As plantas controle apresentaram os menores valores de
largura, diferindo significativamente pelo teste de Tukey (a0 = 0,05) dos valores dos demais
tratamentos.

Para a variavel comprimento foliar (Figura 17B) os valores médios obtidos foram
significativamente diferentes apenas aos 28 D.A.I, sendo que as plantas controle (30,9 £ 0,1
cm) apresentaram maior desenvolvimento foliar, seguido das plantas inoculadas com A.

brasilense (29,6 £ 0,1 cm) e co-inoculadas (26,3 = 1,5 cm).
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Figura 15 — Comprimento radicular e da parte aérea do milho, cultivar DKB 390 cultivado em casa de vegetagdo. Amostras coletadas aos 7, 14, 21 e 28 dias
apos inoculagdo (D.A.I). Os dados representam média + desvio padrdo de quadruplicata biologica (n=4). Médias nao seguidas de mesma letra diferem ao nivel
de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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Figura 16 — Diametro do colmo do milho, cultivar DKB 390, cultivado em casa de vegetacdo. Amostras
coletadas aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s inoculagdo (D.A.I). Os dados representam média + desvio padrao
de quadruplicata biologica (n=4).
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Figura 17— A) Largura foliar. B) Comprimento da folha do milho, cultivar DKB 390, cultivado em casa
de vegetacao. Amostras coletadas aos 7, 14, 21 e 28 dias apos inoculagao (D.A.I). Os dados representam
média £ desvio padrao de quadruplicata biologica (n=4). Médias ndo seguidas de mesma letra diferem
ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

Para utilizar novas combina¢des de microrganismos a fim de potencializar os
beneficios oferecidos as plantas associadas, ¢ importante considerar que a eficiéncia da co-
inoculagdo estd intimamente relacionada a selecdo adequada das cepas, a concentragdo celular
de cada bactéria, aos métodos de inoculagdo e ao genotipo da planta (HELMAN; BURDMAN;
OKON, 2011; SANTOS et al., 2019). Estudos voltados para a co-inoculagdo bacteriana, a fim
de melhorar seu uso e explorar os diferentes conjuntos bacterianos para que possa ser aplicada
de forma eficiente no campo, sdo altamente relevantes para o aprimoramento desta tecnologia
agricola (GOSWAMI et al., 2016). Portanto, os efeitos da interagdo foram analisados em
plantas de milho cultivadas in vitro e em solo de baixa fertilidade natural em casa de vegetacgao.

Varios estudos t€ém mostrado que a quantificagdo bacteriana para plantas co-inoculadas
se torna uma analise importante para a compreensao do comportamento da bactéria,
possibilitando o monitoramento do processo de colonizagdo (HELMAN; BURDMAN; OKON,
2011; VICARIO et al., 2016). Porém, nos ultimos dez anos menos de 25% dos artigos
publicados com inoculagio de BPCV utilizaram métodos de quantificagdo bacteriana
(RILLING et al., 2019). Desta forma, a quantificagdo por qPCR e contagem em placa foram
realizadas neste trabalho para avaliar a colonizagdo de A. brasilense e H. seropedicae em milho,
co-inoculados ou inoculados separadamente.

Para obten¢do de resultados de quantificagdo por qPCR de forma confiavel, os
parametros de reagdo foram definidos usando curvas-padrao obtidas a partir do DNA isolado
de culturas bacterianas puras. Requisitos para que a curva padrdo seja confiavel foram
estabelecidos, desta forma, os valores de R* devem ser superiores a 0,95, para o slope os valores
devem variar entre -3,6 e -3,1 correspondendo a eficiéncia de 90 a 110%, além dos parametros
de %RSDr ¢ Bias os valores devem ser menores ou igual a 25% (HOUGS; GATTO; ZEL,
2017). Zhang; Fang (2006) consideram aceitaveis valores de R? superiores a 0,95, valores para
slope de -3,9 a -3,0, com eficiéncia de qPCR entre 80 e 115%.

Os resultados encontrados neste trabalho para os parametros coeficiente de correlagao
(R?), slope, eficiéncia (Tabela 4), %RSDr e bias (Tabela 6) na quantificacio de 4. brasilense
estdo de acordo com os requisitos estabelecidos anteriormente (HOUGS; GATTO; ZEL 2017).
O LOD e o LOQ para A. brasilense usando os iniciadores AzoR2.1 foi estabelecido em 10>

copias do genoma, considerando o Cq médio de 30,07. Cunha et al. (2020), que utilizou também
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o par de iniciadores AzoR2.1, encontrou valores de Cq médio de 31,94 e estabeleceu em 10?2
copias do genoma, apresentando resultados proximos.

Para a quantificacdo de H. seropedicae, R?, slope, eficiéncia (Tabela 5), %RSDr e bias
(Tabela 7) estao de acordo com os requisitos estabelecidos anteriormente (ZHANG; FANG,
2006; HOUGS; GATTO; ZEL, 2017). Para H. seropedicae o LOD ¢ o LOQ utilizando os
iniciadores HERBAS1 foram determinados em 10! copias do genoma, apresentando Cq médio
de 34,52, valores semelhantes aos encontrados por Pereira et al. (2014) quando utilizados os
mesmos iniciadores (10! copias do genoma e Cq médio de 32,15). A vista disso, os pardmetros
de reacdo para quantificacdo obtidos a partir das curvas-padrio apresentaram baixa varia¢ao e
grau de precisdo adequado para o ensaio das duas bactérias, tanto na condi¢do in vitro quanto
em casa de vegetacao.

A quantificagdo por qPCR das bactérias A. brasilense e H. seropedicae inoculadas em
raizes e folhas de milho crescido na condigdo in vitro, demonstrou que quando co-inoculadas o
niimero de copias de DNA bacteriano expresso em log UFC g'! (Figura 6 e 7) diminuiu no caso
de A. brasilense (Figura 5) ou se manteve no caso da H. seropedicae, quando comparado com
a quantificacao bacteriana em plantas inoculadas com as bactérias isoladas ao longo do periodo
de crescimento do milho (3, 7 € 9 D.A.I). Para contagem em placa por drop plate (Tabela 8),
onde sdao determinadas as UFC (NOCKER; CAMPER, 2009), observou-se o mesmo
comportamento indicado pela quantificagdo molecular para H. seropedicae, mostrando uma
ligeira diminuicao ou manutencao ao longo do periodo de crescimento da planta.

Para a condi¢ao de cultivo de milho in vitro, a quantificagdo molecular demonstrou
que as bactérias colonizaram efetivamente os tecidos vegetais. Embora tenha sido realizada a
inoculacdo de H. seropedicae nas radiculas das sementes pré-germinadas, foi possivel
quantificar o DNA de H. seropedicae tanto na raiz quanto na folha. Este resultado reforca os
estudos de que a bactéria coloniza os tecidos vegetais internos (MONTEIRO et al., 2012;
AMARAL et al., 2016).

Considerando que a inoculagdo para ambas bactérias foi realizada na raiz no
experimento in vitro, a presenca de H. seropedicae em maior concentragdo nas amostras de
plantas co-inoculadas em relacao a quantidade de 4. brasilense, reforca que o comportamento
endofitico caracteristico do género Herbaspirillum favorece a colonizacdo dos tecidos quando

existe competi¢do pelo mesmo nicho (CARVALHO ef al., 2014). Até onde sabemos este € o
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primeiro estudo avaliando a co-inoculagdo entre A. brasilense e H. seropedicae por meio de
ferramentas moleculares, permitindo evidenciar a quantidade de cada bactéria nos tecidos
colonizados e trazendo um resultado inicial do comportamento delas em conjunto nas raizes de
milho sob condigdes laboratoriais.

A especiagdo de nicho possivelmente favoreceu a co-inoculagdo, devido a isso,
espécies microbianas podem coexistir na rizosfera ocupando subconjuntos de espacos das raizes
e consumindo diferentes conjuntos de recursos derivados de plantas e solo (WEI et al., 2020).
Essa especiacdo favoreceu a co-inoculagdo por A. brasilense ¢ H. seropedicae, sendo que A.
brasilense colonizou a superficie das raizes e H. seropedicae os tecidos internos vegetais.

Para o primeiro ensaio conduzido em casa de vegetagdo em condi¢do de solo com
baixa fertilidade natural e avaliado nos tempos 14 e¢ 21 D.A.I, ndo foram observadas
amplificacdes das amostras em valores acima do LOD determinado para a qPCR (Tabela 9 e
10). Desta forma, ndo ¢é possivel afirmar que a inoculagio ocorreu de forma efetiva.

Os resultados de contagem bacteriana por drop plate obtidos do primeiro ensaio em
casa de vegetacio, apresentaram valores médios de 5,8 log UFC g! para H. seropedicae ¢ 5,6
log UFC g'! para 4. brasilense, considerando o tecido das raizes no tratamento de co-inoculagio
(Tabela 11). Resultados semelhantes foram observados por Botta ef al. (2013) ao avaliar a co-
inoculagdo entre A. brasilense e H. seropedicae em plantas de tomate, onde o experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo com uso de solo ndo estéril, quando avaliadas as contagens
bacterianas de raizes, observou-se comportamento similar ao deste estudo (5,5 log UFC g'! para
H. seropedicae e 6,5 log UFC g'! para A. brasilense).

Apesar de ser um método classico para enumeragao de populagdo microbiana, técnicas
dependentes de cultivo como a contagem bacteriana em placa podem apresentar algumas
desvantagens na sua utilizacdo, como custo alto para o desenvolvimento da analise e a
possibilidade de contagem inespecifica de outros microrganismos. Este risco ¢ ainda maior
devido ao uso de solo ndo estéril para o cultivo das plantas nos experimentos conduzidos em
casa de vegetacdo (NOCKER; CAMPER, 2009; ACHILLEOS; BERTHIER, 2013).

Apesar de ndo ter sido possivel quantificar a presenca das bactérias em plantas
cultivadas em casa de vegetacdo no primeiro ensaio, devido a auséncia de amplificacdo das
amostras, os resultados das avaliagdes das variaveis de crescimento vegetal indicam incremento
nos tratamentos inoculados. A avaliagdo das varidveis comprimento radicular e de parte aérea

(Figura 10), didmetro do colmo (Figura 11), largura e comprimento foliar (Figura 12), massa
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seca radicular e parte aérea (Figura 13) e acumulo de nitrogénio (Figura 14), mostraram que as
plantas que receberam os tratamentos de co-inoculagdo e de inoculagdo com H. seropedicae
(Herbas), foram as que obtiveram maior acréscimo dos valores de crescimento. Os trabalhos de
Gholami et al. (2012); Amaral et al. (2016); Molina-Romero et al. (2017) e Puente et al. (2019)
co-inocularam Azotobacter+Azospirillum, Azospirillum+Herbaspirillum,
Sphingomonas+Azospirillum+Acinetobacter ¢ Azospirillum+Bradyrhizobium respectivamente
e confirmam incrementos substanciais em plantas quando associadas com as BPCV em co-
inoculagao.

Os géneros Azospirillum e Herbaspirillum fazem a biossintese e/ou modulagdo de
fitormdnios em todas as fases do desenvolvimento vegetal. Devido a essa caracteristica os
beneficios nas plantas ja podem ser observados nos primeiros dias ou meses apos a inoculagao.
Possivelmente os principais hormdnios modulados no primeiro ensaio em casa de vegetacao
foram as auxinas e citocininas, as quais sao responsaveis pelo desenvolvimento e crescimento
das raizes e pela expansao foliar, resultando em aumento dessas varidveis de crescimento nas
plantas. A fitoestimulagao do Azospirillum por meio da biossintese de IAA € extremamente
importante nos estagios iniciais de crescimento (germinacao e crescimento inicial da muda) e €
considerada complementar a outros mecanismos em estagios mais avangados de crescimento
da planta (ZEFFA et al. 2019).

A inoculagdo de 4. brasilense na semente possivelmente atuou nos estagios iniciais do
desenvolvimento da planta de milho e a inoculagdo de H. seropedicae na parte aérea em estagio
fenoldgico V2 aonde o estabelecimento do nimero maximo de graos estd sendo definido, tem
um 6timo potencial para aumentar a produgdo de graos no final do ciclo da planta, sendo que a
fitoestimulacdo de 4. brasilense nos estagios iniciais e a promocao de crescimento vegetal da
H. seropedicae se complementam, resultando em uma resposta sinérgica no desenvolvimento
da planta. Essa caracteristica das bactérias pode explicar os acréscimos nas avaliagdes
morfométricas nas plantas de milho co-inoculadas, no primeiro ensaio conduzido em casa de
vegetacao (GLICK, 2014; MURALI 2014).

Vale ressaltar o resultado do nosso primeiro estudo em casa de vegetagdo com solo de
fertilidade natural, que obteve o maior acumulo de nitrogénio nas plantas de milho co-
inoculadas em relacdo as plantas controle, resultado que afirma a agdo da FBN realizada pelas

bactérias A. brasilense FP2 e H. seropedicae SmR1. Pankievicz et al. (2015) estudaram a co-
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inoculacdo de A. brasilense e H. seropedicae na Setaria viridi, em um experimento conduzido
em condi¢des in vitro utilizando substrato com baixo teor de nitrogénio (0,5 mM KNO3) ou
sem adi¢ao de nitrogénio. Em resposta a co-inoculagao, obteve-se aumento na massa seca da
parte aérea em 82,2%, comprimento da raiz em 28,6%, nimero de raizes laterais em 39,6% e
maior rendimento na produc¢do de sementes. Além disso, a FBN ocorreu em nivel necessario
para fornecer a taxa diaria de N da planta em condigdes laboratoriais. Dessa forma os dois
estudos que utilizaram a co-inoculagdo de A. brasilense e H. seropedicae confirmaram a FBN
em condicdes in vitro e em casa de vegetacao para milho e setaria.

A literatura ressalta que diversas condi¢des ambientais ocorrem em ambientes semi-
controlados e podem contribuir para o ndo sucesso da colonizag¢do bacteriana nas plantas, desta
forma, algumas hipoteses podem ser consideradas para justificar a ndo deteccdo das bactérias
por qPCR nos tecidos vegetais (raiz e parte aérea) no primeiro ensaio e os resultados nao
substanciais encontrados para o segundo ensaio em casa de vegetacdo. Bashan; Holguin;
Bashan (2004) e Martinez-Viveros et al. (2010) afirmam que o sucesso da interagdo depende
de varios fatores, como a concentracdo das bactérias nos tecidos, motilidade ativa,
sobrevivéncia bacteriana, adsor¢do as particulas do solo, bem como da competicdo com outros
microrganismos presentes na rizosfera.

Os solos utilizados nos ensaios em casa de vegetacao nao foram esterilizados, portanto
poderiam conter uma alta variedade de microrganismos competindo pelo mesmo nicho de
colonizacdo. Este fator pode explicar as diferengas observadas em experimentos conduzidos em
laboratorio onde os substratos normalmente sdo esterilizados, ja em casa de vegetagdo e no
campo o inoculante encontra competi¢ao de nicho, tornando os resultados de inoculagdo com
BPCV mais inconsistentes (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010). Outros microrganismos
presentes no solo também poderiam estar liberando compostos antagonistas na regido da
rizosfera, e isso viria a impedir a sobrevivéncia de 4. brasilense no solo resultando em baixa
colonizagdo pelo inoculante.

Ferreira et al. (2013) e Costa et al. (2014) comprovaram que a fertilidade do solo
também influencia na associagdo simbiotica da planta-bactéria. O solo utilizado no segundo
ensaio em casa de vegetacdo foi corrigido nutricionalmente e cultivado soja como primeiro
cultivo, e apds, no segundo cultivo foi cultivado milho sem corre¢ao nutricional. No entanto,
sabe-se que a soja inoculada com BPCV fixa nitrogénio além da sua necessidade, deixando uma

contribuigio residual de nitrogénio no solo de cerca de 30 kg N ha™! para a cultura seguinte
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(HUNGRIA, 2011). Zeffa et al. (2018) demonstram forte influéncia dos niveis de nitrogénio
no solo sob a eficiéncia da inoculagdo, sendo que o aumento da eficiéncia bacteriana foi
observado em solos com baixo teor de nitrogénio. O teor residual de nitrogénio no solo do
segundo ensaio em casa de vegetagdo pode ter influenciado nos resultados observados.

Além do estabelecimento das BPCV ser afetado pelas caracteristicas quimicas do solo,
a FBN e o comportamento bacteriano também sao influenciados. Zeffa et al. (2019) observaram
que a FBN aumentou sob condig¢des limitantes de nitrogénio no solo. Costa ef al. (2014), em
seu estudo identificaram um comportamento mais endofitico do género Herbaspirillum quando
o solo ¢ de baixa fertilidade. Essas caracteristicas podem explicar a auséncia de respostas
substanciais no segundo ensaio em casa de vegetagdo, pois devido ao solo ter maior
disponibilidade de nutrientes, reduzindo a necessidade da interacdo com a cepas bacterianas
diazotréficas. Dessa forma, as plantas ndo utilizaram todo o potencial dos beneficios da
interagdo planta-bactéria (BODDEY et al., 2003).

Fernandez-Calvifio; Baath (2010) ressalvam que solo acido pode ser um fator limitante
na colonizagdo e crescimento bacteriano. A analise de pH do solo utilizado para o primeiro
ensaio, indicou pH de 4,4 tornando o solo acido, fator que pode ter afetado a sobrevivéncia da
A. brasilense FP2 nas raizes do milho, ndo sendo possivel a quantificagdo bacteriana apos 14
dias de inoculagao.

A inoculagdo foliar ¢ uma forma fécil e pratica para introduzir microrganismos
benéficos a campo, com resultados semelhantes ou maiores do que os outros métodos mais
praticados, como inoculac¢ao na semente e no sulco (SILVA; OLIVARES; CANELLAS, 2017).
No entanto, alguns fatores podem ocorrer, diminuindo a eficacia do inoculante. A forma de
aplicacdo bacteriana via foliar estd diretamente exposta a fatores deletérios como a incidéncia
de luz UV, dessecacdo e altas temperaturas, estes fatores podem dificultar a sobrevivéncia das
células bacterianas no tecido vegetal (GUIMARAES et al., 2018). O estudo feito por Fukami
et al. (2017) demonstra que em condigdes de casa de vegetacdo, 48 horas apds aplicagdo via
foliar de A. brasilense, nao foi possivel detectar células vivas, contudo, foi observado
incremento no crescimento vegetal, sugerindo que os metabolitos produzidos foram
responsaveis pelo crescimento foliar e ndo as células vivas inoculadas, fator que pode ter

contribuido para os resultados encontrados neste estudo.
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A interagdo entre o genotipo utilizado e a linhagem bacteriana inoculada pode ser um
fator determinante na colonizacao bacteriana (ARAUJO et al., 2013; SANTI; BOGUSZ;
FRANCHE, 2013). A fim de determinar a influéncia deste fator neste estudo, foi realizado o
ensaio de co-inoculagdo em condic¢des in vitro, o qual mostrou que a colonizagdo por A.
brasilense FP2 e H. seropedicae SmR1 na cultivar de milho DKB 390 foi efetiva. Estes
resultados indicam que o insucesso da colonizagdo em condi¢des de casa de vegetagdo no
segundo ensaio provém de outra fonte, que ndo a incompatibilidade da linhagem bacteriana
com o genotipo do milho.

Embora no trabalho de Guimaraes et al. (2014) nao tenham encontrado efeito positivo
nas caracteristicas morfométricas do milho (cv. DKB 390) co-inoculado na semente com A.
brasilense Ab-V5 e H. seropedicae SmR1 em quatro diferentes solos (Argissolo Distrofico,
Cambissolo Eutrofico, Eutréfico Latossolo e Argissolo Eutréfico), nosso estudo confirma os
beneficios da co-inoculacdo com A. brasilense FP2 e H. seropedicae SmR1 em milho da mesma
cultivar, com co-inoculag@o nas sementes em um ensaio in vitro e co-inoculagdo em diferentes
orgdos da planta no ensaio conduzido em casa de vegetacdo com solo Argissolo Vermelho-
Amarelo distrofico de fertilidade natural. Esses resultados confirmam que a interagdo entre as
linhagens, a cultivar e o tipo de solo sdo fatores de extrema importancia quando se considera a
co-inoculagao bacteriana.

Fica evidente com os resultados encontrados na literatura e evidenciados no estudo,
que o sucesso da inoculacdo depende de fatores bioticos e abiodticos. Por isso os esforcos para
compreender cada etapa da interagdo e o sucesso ou nao da co-inoculagdo ¢ de suma
importancia. Os estudos nesta linha de pesquisa sdo necessarios, uma vez que conhecer como
ocorre a interagdo entre as bactérias torna possivel a aplicagdo de novos consorcios bacterianos

que promovam o crescimento vegetal.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Tém-se observado que a co-inoculagdo de microrganismos ¢ uma estratégia eficaz,
pois combina diferentes microrganismos benéficos (MOLINA-ROMERO et al., 2017). Para se
obter inoculantes bacterianos eficazes de co-inoculagdo requer um entendimento profundo dos
modos de interagdo, adesdo e colonizacdo bacteriana aos tecidos vegetais inoculados
(MOLINA-ROMERO et al., 2017), sendo necessarios estudos que explorem esta tecnologia
(HELMAN; BURDMAN; OKON, 2011). A partir dos estudos que certificam os beneficios ¢ o
sucesso da inoculagdo de BPCV, a co-inoculagdo de diferentes microrganismos traz uma
estratégia promissora para o campo, além de ser uma abordagem que cumpre com os
paradigmas da sustentabilidade (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2015).

O presente trabalho demonstrou que a co-inoculagdo de A4. brasilense FP2 e H.
seropedicae SmR1 em milho (cv. DKB 390) sob condi¢des in vitro foi efetiva. Neste ensaio
também foi possivel quantificar o DNA bacteriano por qPCR. Nas plantas co-inoculadas
(Azos+Herbas) a quantidade de H. seropedicae SmR1 se manteve em relagdo a quantidade de
A. brasilense FP2, que diminuiu com o passar do tempo de coleta (3, 7 ¢ 9 D.A.I). Além disso
também foi observado que as plantas co-inoculadas apresentaram incremento no comprimento
radicular e da parte aérea em relacdo aos demais tratamentos.

No estudo do primeiro ensaio conduzido em casa de vegetacdo, ndo foi possivel
quantificar o DNA bacteriano por meio da qPCR, apesar disso, encontrou-se resultados
substanciais em relagdo ao crescimento e desenvolvimento do milho, com incrementos nas
variaveis: comprimento radicular e da parte aérea, diametro do colmo, largura e comprimento
foliar, massa seca e acimulo de nitrogénio em plantas submetidas aos tratamentos de co-
inoculacdo (Azost+Herbas) e inoculadas com H. seropedicae (Herbas). Esses resultados
demonstram um efeito inicial da co-inoculacao em condi¢des semi-controladas.

No segundo ensaio em casa de vegetacdo, os resultados das avaliacdes morfométricas
e acimulo de nitrogénio ndo foram substancias, muito provavelmente devido ao solo com
correcdo nutricional e com residual de nitrogénio deixado pela soja que foi cultivada
anteriormente ao cultivo do milho. Confirmando que em solos nutricionalmente corrigidos ou

com boa fertilidade, a planta ndo utiliza todo o potencial das bactérias diazotroficas inoculadas.
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O presente trabalho contribui com a analise dos efeitos da interagdo das BPCV 4.
brasilense FP2 e H. seropedicae SmR1 em plantas de milho, cultivadas em solo com baixa
fertilidade natural e em solo com correcao nutricional. Embora exista uma vasta gama de
trabalhos com as BPCV, a co-inoculagdo em plantas ndo leguminosas apresenta aspectos dessa
associacao que precisam ser elucidados.

Devido a notoriedade que as BPCV apresentam ¢ importante dar continuidade neste
longo caminho para elucidar os detalhes da interacao e explorar as diversas possibilidades que

o uso destes microrganismos oferecem na cultura do milho.
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APENDICE A — Tabela de géneros bacterianas co-inoculados em milho

Tabela 12 - Co-inoculagdo com BPCV inoculadas em plantas de milho.

Co-inoculacio

com BPVC Beneficios Referéncia
4 br;z:;;eiise; R Protecdo contra os efeitos negativos do estresse salino. (FUKAMI et al., 2018)
4, braszlel.fzse; Incremento de 12% de quantidade de fosforo na folha. (DARTORA et al.,
H. seropedicae 2016)
Azotobacter
coroocoocum;
A. brasilense; P. Aumento do niimero da linha e de graos por linha; Rendimento de gréos. (YAZDANL et al.,
. 2009)
putida, B.
lentus.
Azotobacter . . (GHOLAMI et al.,
Azospirillum Aumento significativo do peso seco total da planta. 2012)
Burkholderia Maior teor de fosforo soluvel no meio de cultivo; Aumento na altura da parte aérea;
cepacia; Peso seco da parte aérea; Comprimento da raiz; Peso seco das raizes; Comprimento (PANDE; PANDEY;
Alcaligenes das folhas. Aumento no comprimento da espiga; Numero de graos/espiga; Peso dos KAUSHIK, 2017)
aquatilis graos.
Brevibacterium
iodinum; - Aumento da germinagdo das sementesg Mitigou o gstresse de salinidade; Promoveu (KIM et al., 2012)
Methylobacterium o comprimento da raiz.
oryzae
Chrysz;;;b};z;termm Aumento da biomassa das raizes e brotagdes; Alongamento da brotacdo; Melhorou (MOREIRA et al.,
P reac t’a s substancialmente o acimulo de P nas raizes. 2016)




Acinetobacter sp.,

Aumento da condutividade do solo e liberar Cu do solo; O efeito da inoculagdo no
crescimento das plantas foi maior no solo contaminado do que no nao contaminado,

(ROJAS-TAPIAS;
BONILLA; DUSSAN,

P. putida aliviou o estresse causado pelo Cu; Melhorou a extragdo de Cu pelo milho. 2014)
P. putida;
Sphingomonas sp. ; . i (MOLINA-ROMERO
A brasilense ¢ Aumento do peso seco da parte aérea e da raiz, altura e diametro da planta. et al., 2017)

Acinetobacter sp.

Pseudomonas sp.; (MIRJANA JARAK,
Bacillus sp. Aumento da altura e peso seco das plantas. 2012)
Azotobacter Aumento do crescimento ¢ a biomassa seca da planta em solo poluido com Pb; A

chroococcum;

R. leguminosarum

translocagdo do Pb para as folhas.

(HADI; BANO, 2010)

Rhizobium;
Pseudomonas

A tolerancia ao sal da inoculagao foi geralmente mediada por redugdes no
vazamento de eletrélitos e no potencial osmdtico; Aumento na producao de
osmoregulantes (prolina); Manutencao do teor relativo de 4gua das folhas e absor¢do
seletiva de ions K.

(BANO; FATIMA,
2009)

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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