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RESUMO

JAKOBY, ISABEL CRISTINA MENDONCA CARDOSO. Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde — GO, novembro de
2016. Rizobactérias promotoras de crescimento e inoculantes para pre-
inoculacdo de sementes de milho e feijdo. Orientador: Prof. Dr. Edson Luiz
Souchie.

Obijetivou-se selecionar rizobactérias promotoras de crescimento vegetal com potencial
para inoculacdo nas culturas do milho e feijdo, e analisar a viabilidade da pré-inoculagéo
de sementes de milho com produtos comerciais, em nivel de laboratério. No Capitulo I,
foram avaliados os tracos funcionais para promocdo de crescimento de vegetal e
identificados a nivel molecular rizobactérias isoladas de plantas de feijdo e milho,
visando o uso em estudos de inoculacdo. Os isolados obtidos foram testados quanto a
producdo de siderdforos, producdo de enzimas celulases e fosfatases, biossintese de
acido indol acético (AlA) na presenca e auséncia de triptofano, e atividade antifungica
contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum. A identificacdo molecular foi feita por
sequenciamento do gene 16S rRNA. No Capitulo Il, buscou-se definir uma metodologia
de recuperacdo de células de A. brasilense em sementes de milho inoculadas e avaliar a
viabilidade e compatibilidade de produtos na pré-inoculacdo de sementes com
Azospirillum brasilense. Na primeira etapa, sementes de milho foram inoculadas com A.
brasilense Abv5 Abv6 e procedeu-se a recuperacdo de células apos 2h. Foram testadas
trés solugdes diluentes (sacarose 4%, solugéo salina com tween 80 e agua deionizada) e
trés meios de cultura para plagueamento (NFb semi-sélido, NFb sélido e meio batata).
Apos defini¢do do diluente e meio de cultura adequados, na segunda etapa, sementes de

milho foram pré-tratadas com fungicidas/inseticidas recomendados para o tratamento de
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sementes de milho, um aditivo protetor e inoculadas com A. brasilense. A recuperagédo
de células sobre as sementes foi realizada as 2h e aos 7, 14 e 21 dias ap0s o
armazenamento. Nenhum isolado foi capaz de produzir siderd6foros, celulases e
fosfatases. Apenas dois isolados produziram AIA em meio liquido. A atividade
antifangica contra S. sclerotiorum foi caracteristica presente em seis isolados. A
actinobactéria Microbacterium oxidans e a bactéria Lysinibacillus fusiformis foram as
espécies predominantes, com ocorréncia tanto na rizosfera de milho quanto de feijdo. A
solucdo diluente mais adequada para recuperacdo de células de A. brasilense foi a
solucdo de sacarose 4% como recuperacdo de 3,5x10* UFC semente™ no meio NFb
sélido e 3,7x10* UFC semente™ no meio batata. Esses dois meios podem ser usados
para plagueamento em testes de recuperacdo de células, porém, no meio batata
observou-se maior contaminacdo. No pré-tratamento das sementes de milho, o maior
nimero de células foi recuperado no tratamento com piraclostrobina+tiofanato
metilico+fipronil as 2h apés o tratamento com 1,12x10° UFC semente™ recuperadas. Todos

0s tratamentos tiveram resultados iguais ao controle aos 7 dias de armazenamento.

Palavras-chave: bactérias promotoras de crescimento; tracos funcionais; inoculacao

antecipada, Azospirillum brasilense; recuperacédo de células.



ABSTRACT

JAKOBY, ISABEL CRISTINA MENDONCA CARDOSO. Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde — GO, November
2016. Plant growth promoting rhizobacteria and inoculants for pre-
inoculation of maize and common bean seeds. Advisor: Prof. Dr. Edson Luiz
Souchie.

This work aimed to select plant growth promotion rhizobacteria with potential for
inoculation in maize and bean crops, as well as to analyze the viability of pre-inoculation
of maize seeds with commercial products at the laboratory. In Chapter I, functional traits
for plant growth promotion were evaluated and rhizobacteria isolated from bean and maize
plants were identified at the molecular level, aiming their use in inoculation studies. The
isolates obtained were tested for siderophore production, cellulase and phosphatase
enzyme production, indole acetic acid biosynthesis (AlA) in the presence and absence of
tryptophan, and antifungal activity against the fungus Sclerotinia sclerotiorum. Molecular
identification was done sequencing the 16S rRNA gene. In Chapter Il we tried to define a
methodology for the recovery of Azospirillum brasilense cells in inoculated maize seeds
and to evaluate the viability and compatibility of products in the pre-inoculation of seeds
with A. brasilense. In the first step, maize seeds were inoculated with A. brasilense Abv5
Abv6 and cells were recovered after 2h. Three diluent solutions (sucrose 4%, saline
solution with tween 80 and deionized water) and three culture media for plating (semi-
solid NFb, solid NFb and potato medium) were tested. After definition of the appropriate
diluent and culture medium, in the second stage, maize seeds were pre-treated with
fungicides/insecticides recommended for the treatment of maize seeds, a protective
additive and inoculated with A. brasilense. The recovery of cells on seeds was performed

at 2h and at 7, 14 and 21 days after storage. No isolate was able to produce siderophores,
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cellulases, and phosphatases. Only two isolates produced AIA in liquid medium. The
antifungal activity against S. sclerotiorum was present in six isolates. The actinobacteria
Microbacterium oxidans and the bacterium Lysinibacillus fusiformis were the predominant
species, occurring in both maize and bean rhizosphere. The most suitable diluent solution
for recovery of A. brasilense cells was the sucrose solution with recovery of 3.5x10* CFU
seed in the solid NFb medium and 3.7x10* CFU seed™ in the potato medium. These two
media can be used for plating in cell recovery tests. In pre-treatment of maize seeds, the
highest number of cells was recovered in the treatment with pyraclostrobin + thiophanate
methyl + fipronil at 2 h after treatment with 1.12x10° CFU seed™ recovered. All treatments

had equal results to the control at 7 days of storage.

Keywords: growth promoting bacteria; functional trait; early inoculation, Azospirillum

brasilense; cell recovery.



INTRODUCAO GERAL

As culturas do milho (Zea mays L.) e do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
possuem importancia econdmica significativa, a primeira por ser a que mais contribui
para a producdo mundial de cereais e a segunda por ser uma das principais leguminosas
consumidas na alimentacdo humana no mundo. A microbiologia do solo oferece varias
alternativas para o desenvolvimento de novas biotecnologias que podem contribuir para
0 estabelecimento desses sistemas agricolas tornando-os mais sustentaveis, produtivos e
menos dependentes do uso de altas concentracGes de fertilizantes e agroquimicos
(Ddbereiner, 1990).

Os micro-organismos do solo desempenham importante papel na ciclagem de
nutrientes e interagem naturalmente com as plantas, muitas vezes atuando como
promotores do crescimento vegetal. Estes micro-organismos sdo encontrados na
rizosfera, podem ser de vida livre, estabelecer simbiose com leguminosas e também
ocorrem em associa¢do plantas da familia Poaceae (gramineas) de interesse econdémico,
como milho, arroz, trigo, aveia e cana-de-agucar (Moreira et al., 2010). Os beneficios da
colonizacdo de plantas por estes micro-organismos estdo relacionados a sua capacidade
de promover o crescimento vegetal por uma série de mecanismos que juntos contribuem
para tornar as plantas mais saudaveis e produtivas, pela maior eficiéncia de absorcao de
agua e nutrientes, maior tolerancia a estresses abiOticos e ao ataque de agentes
patogénicos (Hungria, 2011).

Com o crescimento acelerado da populacéo global e consequente aumento por
demanda de alimentos, a introducdo de novas técnicas para aumentar a produtividade
das culturas com sustentabilidade é essencial. A utilizacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal, na forma de inoculantes, tem mostrado potencial e é estratégica,

pois reduz a dependéncia das culturas por fertilizantes, e também o efeito negativo da



sua aplicacdo sobre o ambiente, 0 que torna o desenvolvimento dessa tecnologia
necessario ndo sé do ponto de vista econébmico como também ambiental (Gupta et al.,
2015; Goswami et al., 2016).

O sucesso da inoculacéo pode ser afetado por um fator ainda pouco estudado
que ¢ a utilizacdo de fungicidas e inseticidas para o tratamento das sementes, antes da
semeadura. A composi¢do dos produtos recomendados para o tratamento de sementes,
que é de suma importancia para garantir o estabelecimento inicial das culturas e
protegé-las do ataque de pragas e doencas, pode afetar a sobrevivéncia dos micro-
organismos inoculados, 0 que torna esse um dos principais obstaculos para garantir a
eficiéncia da inoculagdo. Considerando que atualmente o problema mais relevante na
inoculacdo da cultura da soja € a compatibilidade das cepas utilizadas com fungicidas e
outros produtos usados no tratamento de sementes (Hungria et al., 2007), € esperado

que tal problema também afete outras culturas, como o milho e o feijoeiro.

1. A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais produzido no mundo e possui grande
importancia econdmica pelo fato de ser uma cultura de usos mdltiplos, tanto na
alimentacdo humana e animal, como também em varios setores da industria. A previsao
de producdo mundial de milho para o fechamento da safra 2015/16 é de
aproximadamente 959 milhGes de toneladas e, nesse cenario, o Brasil estd entre os
principais produtores, com producdo de cerca de 67 milhdes de toneladas (USDA,
2016).

No panorama nacional de producdo de milho, o Estado de Goids ocupa
atualmente o terceiro lugar no ranking, com mais de 6,4 milhdes de toneladas somando-
se safra e safrinha (CONAB, 2016). Além da importancia econdmica da cultura do
milho, destaca-se sua relevancia social principalmente no que diz respeito a agricultura
familiar em que ela se torna a principal cultura (Fabrini et al., 2012).

A cultura do milho é exigente quanto a aplicacdo de fertilizantes,
principalmente os nitrogenados, o que a torna altamente responsiva a esse nutriente. A
adubacdo fosfatada também é muito importante para a cultura, principalmente durante
o0s primeiros estadios de desenvolvimento da plantula. A resposta da cultura a aplicagéo
de fertilizantes depende do manejo adequado da adubacdo, da fonte de nutriente

utilizada, época de aplicagdo do fertilizante, além da interferéncia exercida pelas



condicdes edafoclimaticas e pelos micro-organismos do solo (Ohland et al., 2005,
Okamuraet al., 2011).

2. A cultura do feijoeiro

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) é alimento basico na nutricdo dos
brasileiros, sendo sua principal fonte de proteina de origem vegetal e importante fonte
de micronutrientes. Segundo os dados mais recentes, publicados pela Food and
Agriculture Organization of the United Nations, a producdo mundial do feijdo-comum,
em 2012, alcangou 23 milhGes de toneladas e o Brasil foi 0 segundo maior produtor
com producao de 2,8 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2013).

No Brasil, o cultivo do feijoeiro possui trés safras, a primeira designada como
safra das aguas que ocorre entre 0s meses de agosto a novembro; a segunda é a safra da
seca, realizada entre 0os meses de dezembro e abril; e a terceira é a safra de inverno,
caracterizada pelo cultivo irrigado de abril a junho (Embrapa Arroz e Feijdo, 2012). Em
termos de agricultura empresarial (grandes produtores), Goias esta entre os principais
produtores de feijdo comum. Na safra 2015/16, a producdo foi superior a 284 mil
toneladas, com produtividade acima de 2.300 kg ha (Silva e Wander, 2013; CONAB,
2016).

Do ponto de vista social, o cultivo do feijoeiro é de grande representatividade,
por ser realizado por diversos tipos de produtores, em varias regides do pais e em
diferentes niveis tecnoldgicos, sendo a agricultura familiar a principal responsavel pela
producdo brasileira de feijdo. Boa parte da producdo é destinada ao autoconsumo das
familias, especialmente nas regides onde predominam pequenas areas de cultivo. No
estado de Goids, em 2006, 84% dos estabelecimentos com cultivo de feijdo-comum
eram de pequenos agricultores, no entanto, a produtividade dessas areas é baixa,
possivelmente pela nédo utilizagdo das tecnologias recomendadas para a cultura (Silva e
Wander, 2013).

O nitrogénio (N) € o nutriente mais requerido pelo feijoeiro e as principais
fontes desse nutriente para a cultura sdo os fertilizantes nitrogenados e a FBN, porém, o
efeito da inoculagdo de bactérias fixadoras de N nesta cultura nem sempre é positivo, 0
que requer mais estudos, principalmente com enfoque nos seus diversos sistemas de

producéo (Barbosa e Gonzaga, 2012).



3. Micro-organismos promotores de crescimento vegetal

As plantas estdo associadas a micro-organismos de diversas formas. Na
rizosfera, &rea de solo sob influéncia das raizes, s&o encontrados indmeros micro-
organismos conhecidos como promotores de crescimento vegetal, que podem colonizar
os tecidos das plantas e contribuir para o seu desenvolvimento (Fibach-Paldi et al.,
2012). A colonizagdo dos tecidos vegetais por tais micro-organismos pode ocorrer de
forma epifitica, quando se da superficialmente ou endofitica, quando bactérias e fungos
penetram o0s tecidos vegetais sem causar danos ao tecido. Uma caracteristica da
colonizacdo endofitica é a auséncia de sintomas de doenca, pelo fato dessa relacdo nédo
ter caracteristica patogénica (Reinhold-Hurek e Hurek, 2011).

Existem varios mecanismos pelos quais fungos e bactérias podem contribuir
para o desenvolvimento de plantas colonizadas. A nutricdo vegetal pode ser diretamente
beneficiada pela FBN e solubilizacdo de fosfatos. Esses micro-organismos também séo
capazes de sintetizar fitormonios e vitaminas essenciais; atuar em rotas de sinalizacéo,
como a rota do etileno; aumentar a resisténcia das plantas a estresses; e protegé-las de
ataques de patdgenos pela producdo de compostos antifingicos e antibacterianos, e da
producdo de sideréforos (Dobellaere et al., 2003; Bashan e Bashan, 2005; Perrig et al.,
2007).

A FBN ¢ realizada por bactérias de diversos grupos filogenéticos, que sdo
denominadas diazotroficas. Estas bactérias podem viver livres em diversos
ecossistemas, estabelecer simbioses com leguminosas da familia Fabaceae ou estarem
associadas as plantas, entre elas gramineas da familia Poaceae, sendo nesse caso
denominadas de diazotroficas associativas (Moreira et al., 2010). A FBN é um processo
estratégico para a manutencdo da sustentabilidade dos agrossistemas, pois beneficia ndo
s6 a cultura colonizada, como também as subsequentes, reduz a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados e as perdas de N no sistema 0 que, por consequéncia, pode
reduzir o custo de producdo e os problemas de contaminacdo ambiental (Liu et al.
2012).

Em leguminosas produtoras de grdos como a soja e o feijdo, e também em
espécies forrageiras e arbdreas, a FBN ocorre por meio do estabelecimento da relagéo
de simbiose entre bactérias do solo da familia Rhizobiaceae e as raizes dessas plantas,

em que a hospedeira fornece a bactéria produtos oriundos da fotossintese e se beneficia



do N fixado pela bactéria, principalmente na forma de amdnio (Moreira e Siqueira,
2006).

A cultura do feijoeiro, especificamente, é colonizada por varias espécies de
bactérias diazotréficas do género Rhizobium (R. leguminosarum sv. phaseoli, R.
phaseoli, R. tropici, R. etli, R. leucaenae, R. giardinii sv. phaseoli, R. gallicum, R.
lusitanum e R. pisi), mas nem sempre as estirpes inoculadas séo eficientes para
colonizar as plantas sob condi¢cdes de campo, e a nodulacdo acaba sendo baixa. As
estirpes de R. tropici SEMIA 4080 é a recomendada atualmente e autorizada para
producdo e comercializacdo de inoculantes recomendados para a cultura do feijoeiro no
Brasil (Hungria et al., 2000; Castellane et al., 2014). No entanto, a estirpe PRF 81T,
descrita recentemente por um grupo de pesquisadores brasileiros como uma nova
espécie de rizébio, denominada Rhizobium freirei, tem sido a estirpe mais competitiva e
eficiente para inoculacdo de sementes de feijao (Dall’Agnol et al., 2013).

Na cultura do milho e outras gramineas, os principais géneros de diazotréficos
associativos relatados sdo Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Beijerinckia,
Burkholderia, Herbaspirillum e Pseudomonas. Algumas dessas bactérias podem ser
endofiticas, o que Ihes confere a capacidade de colonizar ndo apenas a superficie, mas
também o interior dos tecidos da hospedeira ocupando espacos intercelulares e tecidos
vasculares, sem que seja necessario o desenvolvimento de estruturas especializadas,
como nodulos, e também sem causar nenhum sintoma de doenca (Moreira et al., 2010;
Monteiro et al., 2012).

Varios estudos tém sido realizados com foco nas comunidades de micro-
organismos na cultura do milho. No Brasil, jA existem inoculantes comerciais
registrados para a cultura do milho que contém duas estirpes de Azospirillum brasilense
identificadas pela Embrapa Soja e pesquisas demonstraram incrementos de até 24% na
produtividade da cultura (Hungria, 2011). Os principais beneficios da colonizacdo de
plantas por Azospirillum e outros associativos, além da FBN, estdo atribuidos ao melhor
desenvolvimento do sistema radicular e, por consequéncia, a maior capacidade de
absorcdo de &gua e nutrientes pelas raizes, principalmente em funcdo do seu potencial
de producéo de &cido indol-acético (AlA) (Dobbelaere e Okon, 2007).

Nesse sentido, as culturas do milho e do feijoeiro podem ser direta ou
indiretamente beneficiadas pela colonizagdo por bactérias diazotroficas. Trabalhos de

isolamento e caracterizagdo fisiologica de isolados comprovam que, quando bem



selecionados, possuem varias aptiddes a0 mesmo tempo e, por isso, tornam-se
interessantes para uso em programas de inoculagdo. A possibilidade de co-inoculagdo
de espeécies distintas também se torna uma técnica interessante, na qual ambas podem se
beneficiar (Dardaneli et al., 2008).

4. Inoculantes

A utilizagdo de micro-organismos promotores de crescimento na forma de
inoculantes é a principal forma de disponibiliza-los as culturas em concentracfes
populacionais adequadas, visto que muitas das espécies microbianas de interesse ndo
sdo encontradas no solo em densidades populacionais satisfatdrias. No entanto, o
conhecimento e a adocdo de tecnologias de inoculacdo adequadas sdo imprescindiveis
para a eficiéncia do produto (Brockwell e Bottomley, 1995).

O uso de inoculantes na cultura da soja é o principal exemplo de aplicacdo
comercial de um produto de origem microbiana no Brasil. Mas ja existem inoculantes
comercializados a base de outras espécies microbianas em varias culturas, dentre elas o
milho e o feijdo. No entanto, para cada caso estudado, ha a necessidade de se pesquisar
formulacBes adequadas as exigéncias nutricionais dos micro-organismos e tecnologias
de inoculagdo que garantam a qualidade e eficiéncia do produto. Em situagdes
experimentais, micro-organismos benéficos sdo aplicados de variadas formas, em
formulac@es liquidas e solidas, contudo, para producdo em larga escala, muitas dessas
formas se tornam impraticaveis (O’Callaghan, 2016).

Outro fator importante, quando o tema é a producdo de inoculantes em larga
escala e tecnologias de inoculacdo, consiste no controle de qualidade dos produtos
comercializados. No Brasil, as metodologias oficiais para contagem, identificacdo e
analise de pureza de inoculantes estdo publicadas na Instrucdo Normativa (IN) n° 30, de
12 de novembro 2010. Quando se trata da recuperacdo de células de micro-organismos
inoculados sobre sementes, a metodologia de recuperacao e quantificacdo de células de
rizobios em sementes inoculadas envolve a contagem das unidades formadoras de
colénia (UFC) em placas contendo meio de cultura especifico a espécie, porém, a
metodologia se aplica a todos as espécies de rizobios registradas para comercializagéo,
independente do género (Brasil, 2010). Para analise de recuperacdo de células de
bactérias diazotroficas associativas, ainda ndo existe metodologia proposta na

legislacéo.



E essencial que seja possivel quantificar o nimero de células viaveis de cada
micro-organismo por unidade de peso de inoculante para determinar o potencial de
indculo dos produtos em condigdes e doses de aplicacdo diferentes, pois s6 assim 0s
resultados obtidos a campo podem ser adequadamente interpretados (Rose et al., 2011).
Além da qualidade dos inoculantes, um dos problemas mais serios enfrentados
atualmente é a compatibilidade dos inoculantes microbianos com produtos utilizados no
tratamento de sementes, principalmente fungicidas e inseticidas. Esse problema ja é fato
na cultura da soja e, provavelmente, seja um dos principais desafios a inoculacdo de
micro-organismos associativos, como Azospirillum (Hungria, 2011), o que requer
pesquisas aplicadas a adaptabilidade das estirpes estudadas ao sistema de producdo das

culturas inoculadas.
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OBJETIVO GERAL

Selecionar rizobactérias promotoras do crescimento vegetal com potencial para
inoculacdo nas culturas do milho e feijao, e analisar a viabilidade da pré-inoculacéo de

sementes de milho com produtos comerciais, em nivel de laboratdrio.
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CAPITULO |

TRACOS FUNCIONAIS PARA PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
IDENTIFICACAO GENETICA DE RIZOBACTERIAS ISOLADAS DE
MILHO E FEIJAO

(Normas de acordo com a revista Pesquisa Agropecuaria Tropical)

RESUMO: As culturas do milho e do feijoeiro sdo colonizadas por bactérias
rizosféricas que podem contribuir para o crescimento e desenvolvimento dessas
culturas. Entretanto, estudos de isolamento e caracterizagdo dos tracos funcionais dessas
espécies sdo primordiais. Objetivou-se avaliar tracos funcionais para promocdo do
crescimento vegetal e identificar, em nivel molecular, rizobactérias isoladas de plantas
de feijdo e milho, visando o uso em estudos de inoculacdo. Para isolamento das
bactérias, foram utilizados meios semis-seletivos livres de N. Os isolados obtidos foram
testados quanto a producéo de sideroforos, producdo de enzimas celulases e fosfatases,
biossintese de acido indol acético (AlA), na presenca e auséncia de triptofano, e
atividade antifungica contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum. Posteriormente, foi
realizada extracdo do DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA para identificacdo das
especies. Dentre os 12 isolados, nenhum foi capaz de produzir sideréforos, celulases e
fosfatases nas condicOes testadas. Apenas dois isolados produziram AIA, em meio
liguido, com resultados significativos nas duas condi¢Ges testadas. A atividade
antifungica contra S. sclerotiorum foi caracteristica presente em seis isolados. A

actinobactéria Microbacterium oxidans e a bactéria Lysinibacillus fusiformis foram as
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especies predominantes, com ocorréncia tanto na rizosfera de milho quanto de feijao.
Nenhuma rizobactéria multifuncional com potencial para producdo de inoculantes e

aplicacdo em larga escala foi obtida nesse trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias promotoras do crescimento vegetal; bioprospeccao;
Zea mays L.; Phaseolus vulgaris L.

FUNCTIONAL TRAITS FOR PLANT GROWTH PROMOTION AND GENETIC
IDENTIFICATION OF RHIZOBACTERIA ISOLATED FROM MAIZE AND
COMMON BEAN

ABSTRACT: Maize and common bean crops are colonized by rhizospheric bacteria
that can contribute to plant growth and development. However, studies about isolation
and characterization of the functional traits of these species are primordial. This work
aimed to evaluate functional traits for growth promotion and to identify at the molecular
level, rhizobacteria species isolated from bean and maize plants, aiming their use in
inoculation studies. For bacteria isolation, semi-selective nitrogen-free media were
used. The isolates obtained were tested for siderophore production, cellulase and
phosphatase production, indole acetic acid biosynthesis (IAA) in the presence and
absence of tryptophan, and antifungal activity against the fungus Sclerotinia
sclerotiorum. Later, DNA extraction and sequencing of the 16S rRNA gene were
performed to identify the species. Among the twelve isolates, none were able to produce
siderophores, cellulases and phosphatases under the conditions tested. Only two isolates
produced AIA in liquid medium, with significant results in the two conditions tested.
The antifungal activity against S. sclerotiorum was present in six isolates. The
actinobacteria Microbacterium oxidans and the bacteria Lysinibacillus fusiformis were
the predominant species, occurring in both maize and bean rhizosphere. None
multifunctional rhizobacteria with potential for inoculant production and large scale

application was obtained in this work.

KEYWORDS: plant growth promoting bacteria; bioprospection; Zea mays L.;

Phaseolus vulgaris L.
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1.1 INTRODUCAO

As plantas sdo colonizadas por uma densidade de células de micro-organismos
que pode superar o numero de células vegetais, e quando se leva em consideracdo a
quantidade de genes microbianos na rizosfera, os valores sdo consideravelmente
maiores do que o de genes vegetais. Varios trabalhos relatam que, muitos desses micro-
organismos, principalmente bactérias associadas a rizosfera, possuem efeitos benéficos
significativos na germinacdo de sementes, vigor das plantulas, crescimento e
desenvolvimento, nutricdo vegetal, defesa contra patdgenos e produtividade de diversas
culturas (Mendes et al. 2013).

O uso dessas bactérias na agricultura, conhecidas como rizobactérias
promotoras de crescimento de vegetal (RPCV), tem se mostrado potencialmente
promissor na pratica da agricultura sustentavel com reducdo significativa do impacto
dos estresses bidticos e abidticos sobre as culturas, o que reflete positivamente no
aumento do potencial produtivo de culturas de interesse econémico (Goswami et al.
2016).

Apesar da importancia da microbiota rizosférica para o crescimento vegetal ser
amplamente reconhecida, pouco se conhece sobre a funcdo e as caracteristicas da
maioria das RPCV e, para que o crescimento e a sanidade vegetal sejam beneficiados, é
indispensavel saber 0s micro-organismos presentes nesse microbioma, bem como os
seus tracos funcionais (Mendes et al. 2013).

As culturas do milho (Zea mays L.) e do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) estdo
entre as de maior importancia econdmica para a producdo mundial de alimentos. Essas
culturas, assim como outras gramineas e leguminosas, sdo colonizadas por diversos
géneros de RPCV, dentre eles Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Beijerinckia,
Burkholderia, Herbaspirillum, Pseudomonas, Rhizobium e Sphingomonas. Esses
géneros podem ndo sé sobreviver como bactérias de vida livre na rizosfera, como
também colonizar endofiticamente a planta hospedeira de forma inter ou intracelular
(Monteiro et al. 2012, Dall’ Agnol et al. 2013, Wekesa et al. 2016).

A inoculagdo de plantas com RPCV é uma técnica centendria que visa
aumentar a produtividade das culturas e a performance das plantas em condicdes
adversas, além de contribuir para 0 aumento da eficiéncia agrondmica pela reducdo de
custos e poluicdo ambiental, j& que 0 uso de estirpes eficientes possibilita reduzir, e até

mesmo eliminar, a aplicagdo de fertilizantes industrializados nas culturas. Essa técnica,
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anteriormente adotada para inoculacdo de rizobios, é aplicada atualmente a outras
espécies de bactérias promotoras de crescimento vegetal. No entanto, a eficiéncia da
técnica precisa levar em consideracdo dois fatores cruciais: a eficiéncia do isolado e a
tecnologia de inoculacéo apropriada (Souza et al. 2015, Bashan et al. 2016).
Considerando que, para a identificacdo de espécies de RPCV eficientes para
uso como inoculantes nas culturas, 0s primeiros passos cruciais sdo os estudos de
isolamento e caracterizacdo fisioldgica dessas espécies, objetivou-se com esse trabalho
avaliar tracos funcionais para promocao do crescimento vegetal e identificar, em nivel
molecular, rizobactérias isoladas de plantas de feijdo e milho, visando o uso em estudos

de inoculagéo.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Cultivo das plantas-isca

Plantas-isca de milho e feijdo foram cultivadas em vasos contendo solo
(Latossolo Vermelho distroférrico), coletado na area experimental do IF Goiano —
Campus Rio Verde, situada na latitude 17° 47’ 53” S, longitude 50° 55° 41” W e altitude
742 m, no municipio de Rio Verde, GO. O clima da regido, segundo a classificacdo de
Koppen-Geiger, é classificado como Aw (clima tropical com estacdo seca). As
caracteristicas quimicas e granulométricas do solo, cultivado com as plantas-isca, estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo da area experimental do IF
Goiano — Campus Rio Verde, GO (outubro de 2013).

Sat.
PH p K Fe Mn zZn Cu Ca Mg Al MatOrg. Areia  Silte  Argila
(agua) Bases
—————————————— mg dm? --------=----—- ---cmol. dm3---- gdm? %
61 152 255 90 602 60 13 44 13 003 34,9 55,6 362 174 464

Extratores: Mehlich 1 (P, K, Cu, Fe, Zn e Mn); KCI 1 N (Ca, Mg e Al).

O hibrido de milho utilizado foi DKB 30 PRO e a cultivar de feijao foi BRS
estilo. As sementes foram semeadas em outubro de 2013 e as plantas cultivadas por 45
dias apdés a emergéncia (DAE) quando foram coletadas, acondicionadas em sacos
plasticos e caixa de isopor com gelo, e enviadas ao Laboratério de Microbiologia
Agricola do IF Goiano — Campus Rio Verde para isolamento de RPCV.
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1.2.2 Isolamento de bactérias rizosféricas em plantas de milho e feijéo

Amostras de plantas inteiras de milho e feijdo foram coletadas cuidadosamente
para conservagdo do solo aderido ao sistema radicular. No laboratério, foram retirados
10g de raizes finas, em triplicatas, para cada cultura e colocadas em erlenmeyers
contendo 90 mL de solucdo de salina NaCl (0,85%) esterilizada para agitacdo em
agitador orbital, por 15 minutos. ApoGs agitadas, as amostras foram diluidas
sucessivamente até 10”7 e procedeu-se a inoculagdo de 100 pL das diluicBes a partir de
1073, em meios de cultura semi-especificos livres de N. Foram utilizados os meios NFb
semi-sélido (5 repetices por diluicdo) (Dobereiner et al. 1999) e YMA (3 repeticdes
por dilui¢do) (Fred & Waskman 1928). As placas com meio YMA foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 28 °C, por 7 dias. A contagem do numero de unidades
formadoras de coldnias (UFC) nas placas com meio YMA foi feita diariamente. A
medida que surgiam novas coldnias, essas eram retiradas do meio e transferidas para
outras placas para isolamento e purificagéo.

Os frascos com meio NFb foram avaliados apds 7 dias considerando como
frascos com crescimento positivo a presenca de pelicula aerotaxica em forma de véu. O
numero de frascos positivos de cada diluicdo foi utilizado para a estimativa do numero
de UFC por grama de raizes, utilizando o método do Numero Mais Provavel de
Propagulos (NMP), seguindo a tabela de McCrady (Ddbereiner et al. 1995). Os frascos
positivos foram usados para isolamento de culturas puras com inocula¢Bes sequenciais
em meio NFb sélido, NFb semi-solido e repicagem em meio BDA até a formacdo de

col6nias puras e isoladas.

1.2.3 Avaliacéo in vitro dos tragos funcionais para promoc¢ao de crescimento
vegetal

Os isolados bacterianos obtidos foram avaliados quanto aos seus tracgos
funcionais para promogéo de crescimento vegetal, por meio de métodos qualitativos
descritos por Cattelan (1999). A producdo de sideroforos foi considerada positiva pela
conversdao da cor azul da solugdo CAS (adaptada de Schwyn & Neilands 1987) para
alaranjanda. Avaliou-se a producédo de celulase pela formacgéo de halo de solubilizagéo
ao redor das colbnias inoculadas em meio TSA, suplementado com celulose em po. O

antagonismo direto ao fungo patogénico Sclerotinia sclerotiorum em meio BDA
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(Shadwick 1938) foi analisado através da inibicdo do crescimento do micélio fungico
pelas col6nias bacterianas, inoculadas na forma de um circulo de 5 cm de didmetro.

O teste para verificacdo da producdo de fosfatase foi realizado em meio de
cultura TSA (Agar triptona soja), pH 7,3 conforme metodologia em que verifica-se a
producdo de fosfatase pelos isolados pela formacao de um halo com coloracdo rosea em
torno das colonias (Romeiro 2007). A avaliacdo qualitativa da capacidade de produgéo
de AIA em meio TSA com 5 mM de triptofano, também seguiu a metodologia descrita
por Cattelan (1999). Foram considerados positivos, os isolados em que se observou a
formacéo de halo avermelhado na col6nia, apos saturacdo da membrana de nitrocelulose
com solugdo de Salkowski (Gordon & Weber 1951). Para todos os tragos funcionais
avaliados, os isolados foram considerados positivos (+) na presenca da caracteristica ou
negativos (-), na sua auséncia.

Os isolados com capacidade de producdo de AIA em meio sélido foram
selecionados para um teste de quantificacdo de AIA em meio liquido, na presenca e
auséncia de triptofano, seguindo o protocolo descrito por Ashgar et al. (2002)
modificado. Aliquotas de 500 pL do pré-inoculo (108 UFC mL?) de cada isolado
testado foram inoculadas em frascos contendo 7 mL de meio de DYGS liquido com
suplementagdo de 100 puL mL™ de triptofano e sem suplementagio de triptofano. As
amostras foram incubadas no escuro, em agitador orbital (80 rpm), a 28 °Cx 1 °C, por 3
dias.

Apds o periodo de incubacéo, as culturas foram homogeneizadas e 1,5 mL de
cada foram transferidos para microtubos e centrifugados a 12.000 rpm, por 5 min a 4
°C. A partir do sobrenadante de cada isolado foi retirado 1mL e colocado em tubos de
ensaio em triplicata, e entdo adicionou-se 1mL do reagente de Salkowski (Gordon &
Weber 1951). Os tubos foram agitados e incubados, por 30 min, no escuro para reacao.
A presenca de AIA foi observada pela mudanga da coloracdo da solugédo, que se torna
intensamente rosa, a medida que as concentragdes de AIA aumentam. Apés 0 tempo de
reacdo, as amostras tiveram sua absorbancia medida em espectrofotdmetro de UV-
visivel (530 nm). A concentracdo de AlA na solucéo foi estimada usando-se a curva de
calibragdo com 0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100ug mL™ de AIA sintético, preparada a partir
da solucdo padrdo de AIA (300 pg mL™Y).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 7 x 2 (7 tratamentos de inoculagdo, na presenca e auséncia de
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triptofano), em triplicata. O controle consistiu no meio de cultura esterilizado néo-
inoculado, com e sem triptofano e incubado nas mesmas condigdes dos demais
tratamentos. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Tukey (p<0,05), utilizando o software estatistico SISVAR
(Ferreira 2011).

1.2.4 Identificacdo molecular e sequenciamento do gene 16S rRNA

Para a identificacdo molecular das bactérias isoladas, o gene codificador do
RNA ribossomal 16S foi amplificado pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e,
posteriormente, sequenciado. As células bacterianas foram depositadas em microtubos
para PCR contendo os reagentes para a PCR, agitando-se rapidamente a ponta do palito
de dente dentro do liquido. A reacdo de PCR foi constituida de 10 pL de tampdo para
PCR 5X, 1 pL de primer fD1 (10 uM), 1 pyL de primer rP1 (10 uM), 1 pL de dNTPs
(10 mM), 0,2 pL de GoTaq DNA polimerase (5 U/uL Promega) e 36,8 puL de H>O
MilliQ autoclavada. Os primers fD1 (5> — AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’) e rP1
(5> — ACGGTTACCTTGTTACGACTT — 3°) foram descritos por Weisburg et al.
(1991).

A amplificacdo foi realizada em termociclador (modelo T100, BioRad), nas
etapas: desnaturacdo inicial a 94 °C/4 min, 40 ciclos de 94 °C/30 s — 60 °C/30 s — 72
°C/90 s e extensdo final a 72 °C/4 min. A verificacdo da amplificacdo foi feita por
eletroforese em gel de agarose (0,8%), acrescido de brometo de etidio (100 ng/mL), e
registrada em fotodocumentador acoplado a transiluminador UV. Os produtos
amplificados foram purificados através de precipitacdo com polietilenoglicol (Schmitz
& Riesner 2006) e os produtos da purificacdo submetidos a reacdo de sequenciamento
pelo método de terminacdo de cadeia (Sanger et al. 1977).

A reacgéo constituiu de 5 pL de produto de PCR, 1 pL de reagente Big Dye 3.1
(Applied Biosystems), 1,5 pL de tampé&o de diluicédo, 0,3 pL de primer fD1 ou rP1 (10
M) e 2,2 pL de H.O MilliQ autoclavada. A reacdo foi realizada em termociclador
(modelo T100, BioRad) com o seguinte programa: desnaturacdo inicial a 95 °C/1 min
seqguida de 25 ciclos de 95 °C/5 s — 60 °C/4 min. Os produtos da reagdo de
sequenciamento foram precipitados pela adicdo de 40 pL de isopropanol 75%, seguida
de centrifugacdo a 12.000 rpm/10 min. Foram adicionados mais 100 pL de isopropanol

75% e novamente centrifugado a 12.000 rpm/5 min. Ap6s descartar o sobrenadante, o
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sedimento foi secado e ressuspendido em 10 pL de formamida e desnaturado a 95 °C/2
min. O sequenciamento foi realizado em sequenciador capilar 3500XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncias de espécies tipo depositadas no Ribosomal Database Project, release 10
(Cole et al. 2009).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Isolamento de bactérias rizosféricas em plantas de milho e feijéo

Aos 45 DAE das plantas-isca, todas as amostras coletadas para isolamento de
RPCV apresentavam sistema radicular bem formado. As plantas de feijdo ndo possuiam
sinais de nodulacdo. O intuito do uso de dois meios de cultura com formulacéo livre de
N (YMA e NFb semi-sélido) foi pré-selecionar, ainda na etapa de isolamento,
populacbes de bactérias diazotroficas simbioticas e também associativas. O nimero de
UFC de bactérias isoladas da rizosfera das plantas de feijdo em meio YMA foi de 8,6 x
103 UFC g raizes e em meio NFb a populacéo estimada foi de 1,5 x 102 UFC g™ raizes.
Na rizosfera das plantas-isca de milho, as médias populacionais de rizobactérias foram
de 2,3 x 10° e 2,8 x 102> UFC g* raizes, nos meios YMA e NFb, respectivamente
(Tabela 2). Estima-se que cerca de 1 a 2% da populacdo de bactérias que colonizam a
rizosfera das plantas, sdo capazes de promover o crescimento vegetal através de um ou

mais mecanismos (Antoun & Kloepper 2001; Beneduzi et al. 2012).

Tabela 2. Nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) de bactérias rizosféricas
isoladas em meio YMA e NFb semi-sélido, em plantas-isca de feijdo e milho, em Rio
Verde, GO.

UFC g*raizes ) )
Cultura NUmero de isolados
YMA NFb
Feijao 8,6 x 10° 1,5 x 102
Milho 2,3x10° 2,8 x 10°

Apos o processo de isolamento e purificagdo, foram obtidos cinco isolados
oriundos da rizosfera do feijoeiro (F1, F2, F3, F4 e F5), e sete da rizosfera do milho
(M1, M2, M3, M4, M5, M7 e M8), todos resultantes do isolamento em meio YMA
(Tabela 2). A caracterizacdo fenotipica das bactérias através do teste de coloracdo gram

mostrou que F1, M1, M2, M3, M5 e M8 sédo bactérias gram-positivas com células em
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formato de bastonete. Os isolados F2, F3, F4, F5, M6 e M7 sdo gram-positivos com
celulas em forma de bacilo.

Os isolados obtidos a partir dos frascos com meio NFb semi-sélido, ndo se
mostraram resistentes ao procedimento de purificacdo. O uso do meio NFb semi-solido
seguido de multiplos subcultivos para isolamento e purificacdo, provavelmente
dificultou a sobrevivéncia dos isolados microaerofilicos. Mirza & Rodrigues (2012)
compararam a técnica de isolamento em meio semi-sdlido com a contagem direta em
placas com meio solido e consideraram a técnica de plaqueamento direto como mais

efetiva para obtencdo de isolados.

1.3.2 Avaliacgéo in vitro dos tracos funcionais para a promoc¢ao do crescimento
vegetal

Dentre os 12 isolados que tiveram seus tracos funcionais avaliados para
caracterizacdo do potencial de promocdo do crescimento vegetal, 10 isolados
produziram resultados positivos em pelo menos uma das caracteristicas avaliadas.

Embora a habilidade de producdo de sideroforos seja uma caracteristica
importante em RPCV, nenhum dos isolados testados produziu este traco funcional
(Tabela 3). A producdo de sideréforos, agentes quelantes do ion férrico (Fe),
produzidos e secretados por alguns micro-organismos quando em condigdes de
deficiéncia de Fe®* (Benite et al. 2002), é uma estratégia especializada e tem sido
intensamente estudada para aplicacdo na agricultura com foco na fertilidade do solo e
principalmente no biocontrole de fungos patogénicos (Ali & Vidhale 2013). Estirpes de
Pseudomonas fluorescens produtoras de sider6foros tiveram maior de taxa de
crescimento quando inoculadas no solo, chegando a densidades populacionais trés vezes

maior em comparagdo com estirpes ndo-produtoras (Lujan et al. 2015).
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Tabela 3. Presenga (+) ou auséncia (-) de capacidade de producdo de siderdforos,
producdo de celulases e fosfatases, atividade antifungica e producdo de acido indol
acético (AIA) por rizobactérias isoladas de plantas de feijdo e milho, em Rio Verde,
GO.

Isolado Origem Sideroforos Celulases Fosfatases Atividade AlA
antifangica
F1 Feijdo - - - - -
F2 Feijdo - - - - -
F3 Feijao - - - + +
F4 Feijao - - - - +
F5 Feijdo - - - - -
M1  Milho - - - + -
M2  Milho - - - + -
M3 Milho - - - + +
M5  Milho - - - - +
M6  Milho - - - + -
M7 Milho - - - - +
M8  Milho - - - + +

O resultado do teste para avaliacdo da producdo de celulases também foi
negativo para todos os isolados (Tabela 3). A producdo de enzimas do tipo celulase é
um traco funcional interessante em estirpes promotoras de crescimento, principalmente
com foco para uso no controle biolégico de fitopatdgenos, pois a celulase degrada a
parede celular dos fungos inibindo o seu crescimento (Reetha et al. 2014).

Nenhum isolado testado apresentou reacao colorimétrica positiva indicativa de
producdo de fosfatases. A liberacdo de fosfatases por RPCV € um mecanismo
importante de biodisponibilizacdo e mineralizacdo de fosfatos. Hussain et al. (2013)
testaram 72 isolados de rizobactérias para promocdo do crescimento de milho e
detectaram a atividade de fosfatases em 55 isolados.

Na avaliacdo da atividade antifungica dos isolados, o fungo S. sclerotiorum,
agente causal do mofo-branco, foi escolhido como alvo pela sua importancia econémica
em funcdo da severidade e das perdas provocadas pela doenca em inumeras culturas de
valor comercial, incluindo o feijéo. Seis dos isolados testados neste trabalho (F3, M1,

M2, M3, M6 e M8) apresentaram potencial de inibi¢cdo do crescimento micelial de S.
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sclerotiorium no teste de antagonismo direto, indicativo de presenca de atividade
antifungica (Tabela 3). Rizobactérias antagonistas podem produzir substancias como
siderdforos e antibidticos capazes de controlar ou inibir o crescimento de fitopatogenos
com efeitos indiretos na promocao do crescimento vegetal (Beneduzi et al. 2012). Como
neste trabalho nenhum isolado foi capaz de produzir siderdéforos, provavelmente a
inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum pelos isolados F1, M1, M2, M3, M6
e M8 ocorreu pela liberagéo de antibidticos no meio.

No teste qualitativo em placas de Petri, a capacidade de producdo de AIA em
meio TSA suplementado com 5mM triptofano foi caracteristica presente nos isolados
F3, F4, M3, M5, M7 e M8 (Tabela 3). Posteriormente, esses isolados foram entdo
avaliados para quantificacdo dos teores de AIA produzidos em meio DYGS liquido, na

presenca e auséncia de triptofano (Tabela 4).

Tabela 4. Teores de &cido indol acético (ug AIA mL™) produzidos em meio DYGS com
e sem triptofano apds inoculacdo de rizobactérias isoladas de milho e feijao, em Rio
Verde, GO.

Isolado com Triptofano e
-------------- ug AIA mLt-mmmeeeee-
F3 0,09 Ba 0Ba
F4 0,06 Ba 0Ba
M3 6,16 Aa 3,04 Ab
M5 0,09 Bb 3,13 Aa
M?7 0,15Ba 0Ba
VE 0,15Ba 0Ba
Controle ndo inoculado 0Ba 0 Ba

Médias seguidas de mesma letra, maiusculas (coluna) e minusculas (linha), ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (p <0,05).

A biossintese de AIA é um dos principais tracos funcionais presentes em
rizobacterias para estimular e promover o crescimento vegetal das culturas (Mohite et
al. 2013). Esse fitormdnio, quando liberado por bactérias na rizosfera, possui efeitos
diretos nas raizes das plantas, que aumentam a formacgdo de raizes laterais e pélos

radiculares, melhorando a absorcéo de nutrientes (Datta & Basu 2000).
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No teste quantitativo, a presenca de AIA no sobrenadante dos isolados
analisados foi confirmada apds a reacdo colorimétrica do reagente de Salkowski, com
desenvolvimento de cor rosa mais intenso nas amostras com maior concentragéo de
AlA. Dentre os seis isolados testados, apenas M3 e M5 apresentaram teores de AlA
significativos em pelo menos uma das condicGes testadas (presenca ou auséncia de
triptofano). Os demais isolados produziram baixas quantidades de AIA e ndo diferiram
estatisticamente do tratamento controle ndo inoculado (Tabela 4).

O isolado M3 foi capaz de produzir AIA através das duas rotas bioquimicas
testadas, ou seja, tanto na presenca quanto na auséncia do aminodcido precursor L-
triptofano. A maior concentragdo de AlA, produzida pelo isolado M3 (6,16 pg AIA mL"
1y foi detectada nas condicBes em que o triptofano estava presente (Tabela 4), sendo
essa, possivelmente, a rota preferencial para a producdo de AIA por esse isolado.
Hussain et al. (2013) também observaram isolados de rizobactérias com potencial de
producdo de AIA pelas duas rotas metabolicas, entretanto, assim como neste trabalho,
os valores detectados na auséncia de triptofano, foram consideravelmente menores do
gue os observados no meio que recebeu suplementacao.

Para o isolado M5, por outro lado, a habilidade de producdo de AIA em teores
significativos (3,13 pug AIA mL™) ocorreu na condicdo de auséncia de triptofano
(Tabela 4). A biossintese de AIA por rizobactérias pode ocorrer através de seis rotas
biossintéticas diferentes, cinco destas sdo dependentes da presenca de triptofano
enguanto a rota triptofano-independente é ativada na presenca de indol-3-glicerolfosfato
(Tewari & Arora, 2013). Djuric et al. (2011) analisaram a producdo de AIA por
isolados de Pseudomonas da rizosfera de milho e em trés dos isolados testados, a

producdo de AlA foi detectada apenas na auséncia de triptofano.

1.3.4 Identificacdo molecular e sequenciamento do gene 16S rRNA

A identificacdo molecular por sequenciamento do gene 16S rRNA das
rizobactérias isoladas de milho e feijoeiro resultou na predominancia das espécies
Microbacterium oxidans e Lysinibacillus fusiformis. A espécie M. oxidans foi mais
frequente na cultura do milho (5 isolados) enquanto na cultura do feijdo, trés dos
isolados foram identificados como L. fusiformis. Um isolado originario da rizosfera do

feijoeiro foi identificado como Bacillus megaterium (Tabela 5).



25

Tabela 5. Identificacdo molecular com base no sequenciamento da regido 16S rRNA e
tracos funcionais de rizobactérias isoladas de plantas de feijdo e milho, em Rio Verde,
GO.

Identificacdo baseada no

Isolado Origem Tracos funcionais
sequenciamento da regido 16 S
F1 Feijéo - Microbacterium oxidans
F2 Feijéo - Bacillus megaterium
F3 Feijao Atividade antifangica Lysinibacillus fusiformis
F4 Feijao - L. fusiformis
F5 Feijdo - L. fusiformis
M1 Milho Atividade antifungica M. oxidans
M2 Milho Atividade antifangica M. oxidans
M3 Milho Atividade antifingica e M. oxidans
biossintese de AIA
M5 Milho Biossintese AIA M. oxidans
M6 Milho Atividade antifangica L. fusiformis
M7 Milho - L. fusiformis
M8 Milho Atividade antifingica M. oxidans

Seis isolados foram classificados como Microbacterium oxidans, uma
actinobactéria pouco relatada em artigos cientificos com foco em promocdo de
crescimento de vegetal. Nesse trabalho, isolados de M. oxidans apresentaram tracos
funcionais indicativos de atividade antifungica contra S. sclerotiorium e dois deles (M3
e M5) foram os unicos com capacidade de biossintese de AIA comprovada no teste
quantitativo (Tabela 5). Egamberdieva (2008) isolou uma estirpe de Microbacterium sp.
da filosfera de Pisum sativum cv. Grapis. com potencial de produgdo de AIA e
antagonismo ao fungo Fusarium culmorum. Costa et al. (2012) relataram isolados do
género Microbacterium colonizando endofiticamente folhas de plantas de feijoeiro (P.
vulgaris). Outros relatos de estirpes do género Microbacterium com colonizagao
rizosférica e endofitica podem ser encontrados na literatura (Zinniel et al. 2002, Zakhia
et al. 2006).

Os isolados F3, F4, F5, M6 e M7 foram classificados como Lysinibacillus
fusiformis (Tabela 5). Dentre os cinco isolados da espécie, os isolados F3 e M6

apresentaram atividade antifingica contra S. sclerotiorium. Isolados de bactérias
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rizosféricas do género Lysinibacillus com potencial de controle de doencas na cultura
do milho, causadas pelo fungo Fusarium verticillioides, foram encontrados por Abiala
et al. (2015). A estirpe L. fusiformis B-CM18 isolada da rizosfera da leguminosa Cicer
arietinum (grdo-de-bico) demonstrou atividade antifungica contra varios fungos
fitopatdgenicos (Singh et al. 2013).

Para que se tornem micro-organismos recomendados para produgéo em larga
escala e comercializados para inoculacdo de culturas como o milho e o feijoeiro, além
dos tracos funcionais para promoc¢do do crescimento vegetal, os isolados também
precisam ser resistentes a producdo massal sem perder sua funcionalidade e submetidos
a testes em nivel de campo para validacdo de sua eficiéncia agronémica (O’Callaghan et
al. 2016).

1.4 CONCLUSOES

As principais espécies isoladas da rizosfera de plantas de milho e feijoeiro
cultivadas em solo do Cerrado, utilizando-se meios de cultura semi-seletivos livres de
N, sdo a actinobactéria Microbacterium oxidans e a bactéria Lysinibacillus fusiformis.

Isolados de M. oxidans sdo capazes de produzir AIA utilizando vias
dependentes e independentes de triptofano.

Os isolados das espécies L. fusiformis e M. oxidans possuem potencial para
aplicacdo em testes visando o controle biol6gico de Sclerotinia sclerotiorum.

Nenhuma rizobactéria testada apresentou multifuncionalidade para que pudesse
ser considerada como isolado com potencial para producdo de inoculante e aplicagédo

em larga escala.
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CAPITULO II

PRE-INOCULACAO DE SEMENTES DE MILHO COM Azospirillum
brasilense: METODOLOGIAS PARA RECUPERACAO DE CELULAS E
COMPATIBILIDADE DE PRODUTOS

(Normas de acordo com a revista Pesquisa Agropecuaria Tropical)

RESUMO: Obijetivou-se definir uma metodologia de recuperacdo de células de A.
brasilense em sementes de milho inoculadas e avaliar a viabilidade e compatibilidade
de produtos na pré-inoculacdo de sementes com Azospirillum brasilense. Na primeira
etapa, sementes de milho foram inoculadas com A. brasilense Abv5 Abv6 e procedeu-se
a recuperacao de células ap6s 2h. Foram testadas trés solucbes diluentes (sacarose 4%,
solucdo salina com tween 80 e agua deionizada) e trés meios de cultura para
plagueamento (NFb semi-solido, NFb sé6lido e meio batata). Apds defini¢do do diluente
e meio de cultura adequados, na segunda etapa, sementes de milho foram pré-tratadas
com fungicidas/inseticidas recomendados para o tratamento de sementes de milho, um
aditivo protetor e inoculadas com A. brasilense. A recuperacdo de células sobre as
sementes foi realizada as 2h e aos 7, 14 e 21 dias ap6s 0 armazenamento. A solucéo
diluente mais adequada para recuperacdo de células de A. brasilense foi a solucdo de
sacarose 4% como recuperagdo de 3,5x10* UFC semente, no meio NFb sélido e
3,7x10* UFC semente, no meio batata. Esses dois meios podem ser usados para
plagueamento em testes de recuperacdo de células, porém, no meio batata observou-se
maior contaminagdo. No pré-tratamento das sementes de milho, o maior nimero de

células foi recuperado no tratamento com piraclostrobina+tiofanato metilico+fipronil as
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2h apds o tratamento com 1,12x10° UFC semente™ recuperadas. Todos os tratamentos

tiveram resultados estatisticamente iguais ao controle, aos 7 dias de armazenamento.

PALAVRAS-CHAVE: tratamento antecipado de sementes; inoculante liquido; produtos

fitossanitarios.

PRE-INOCULATION OF MAIZE SEEDS WITH Azospirillum brasilense: METHODS
FOR CELL RECOVERING AND COMPATIBILITY OF PRODUCTS

ABSTRACT: The objective of this work was to define a methodology for the recovery
of A. brasilense cells in inoculated maize seeds as well as to evaluate the viability and
compatibility of products in the pre-inoculation of seeds with A. brasilense. In the first
step, maize seeds were inoculated with A. brasilense Abv5 Abv6 and cells were
recovered after 2h. Three diluent solutions (4% sucrose solution, saline solution with
tween 80 and deionized water) and three culture media for plating (semi-solid NFb,
solid NFb and potato medium) were tested. After definition of the appropriate diluent
and culture medium, in the second stage, maize seeds were pre-treated with
fungicides/insecticides recommended for the treatment of maize seeds, a protective
additive and inoculated with A. brasilense. The recovery of cells on the seeds was
performed at 2h and at 7, 14 and 21 days after storage. The most suitable diluent
solution for recovery of A. brasilense cells was the 4% sucrose solution with recovery
of 3.5x10* CFU seed™ in the solid NFb medium and 3.7x10* CFU seed™ in the potato
medium. These two media can be used for plating in cell recovery tests, but in the
potato medium a greater contamination was observed. In pre-treatment of maize seeds,
the highest number of cells was recovered in the treatment with pyraclostrobin+
thiophanate-methyl+fipronil, at 2 h after treatment, with 1.12x10° CFU seed™ recovered.

All treatments had statistically equal results to the control at 7 days of storage.

KEYWORDS: anticipated seed treatment; liquid inoculant; plant protection products.
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2.1 INTRODUCAO

O crescimento acelerado da populacdo mundial e 0 aumento da demanda por
alimento tém impulsionado a producdo agricola e, por consequéncia, a necessidade do
uso de fertilizantes e outros produtos sintéticos como fungicidas, herbicidas e
inseticidas. No entanto, o uso desses produtos aumenta o custo de producédo, além de
impactar negativamente o agrossistema, comprometendo a qualidade do solo e da 4gua
(O’Callaghan 2016; Oerke 2006). Nesse cenario, 0 uso de produtos biolégicos como
inoculantes contendo bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV), é uma
alternativa para aumentar a sustentabilidade da producédo agricola, com beneficios a
fertilidade do solo, nutricdo vegetal, crescimento e desenvolvimento das culturas, e
supressao de fitopatdgenos (Gupta et al. 2015).

O género Azospirillum abrange espécies de BPCV que se associam a diversas
plantas, dentre elas culturas de interesse comercial, que respondem a inoculacdo dessas
bactérias com aumentos consideraveis na produtividade. No Brasil, a inoculacdo das
estirpes de A. brasilense Abv-5 Abv-6 contribuiu para 0 aumento de até 30% no
rendimento de gramineas como o milho e o trigo. Além disso, a tecnologia de co-
inoculacdo de A. brasilense com Bradyrhizobium japonicum e Rhizobium tropici
mostrou beneficios expressivos na produtividade das culturas da soja e do feijoeiro
(Hungria 2010, Hungria et al. 2013).

Um dos principais métodos para aplicar micro-organismos benéficos na
agricultura é pela inoculacdo das sementes, em que as células microbianas sdo
colocadas em contato com as sementes de modo a colonizar as raizes das plantulas ja
nos primdrdios da germinagdo. Entretanto, um dos desafios para a industria de
inoculantes é desenvolver formulacGes e tecnologias de inoculacdo que garantam a
viabilidade dos inoculantes e a capacidade das estirpes de sobreviver, competir com a
microbiota nativa do solo e colonizar as plantas apo6s a semeadura (O’Callaghan 2016).

A qualidade do procedimento de inoculacdo, que geralmente é realizado em
campo, com grandes quantidades de sementes e sem equipamentos adequados €
comprometida, na maioria das vezes, por enfrentar condi¢des adversas como altas
temperaturas, baixa umidade e solo seco no momento da semeadura, e também, pela
incompatibilidade do inoculante com produtos como fungicidas e inseticidas usados no

tratamento fitossanitario de sementes (Date et al. 2001, Bashan et al. 2014).
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A compatibilidade entre produtos usados no tratamento de sementes com
inoculantes de Bradyrhizobium j& é um problema conhecido na cultura da soja que pode
afetar severamente a sobrevivéncia das células nas sementes inoculadas e a performance
do inoculante (Campo et al. 2009) e esse problema certamente também pode
comprometer a eficiéncia da inoculacdo de sementes com Azospirillum. Vogel et al.
(2015) observaram que o uso dos fungicidas Captan e Carboxin+Thiram em
combinagdo com a inoculacdo de A. brasilense no tratamento de sementes de trigo
demonstrou efeito deletério sobre a bactéria.

Uma técnica que pode ser uma alternativa para assegurar a qualidade e
eficiéncia da inoculacdo, € a pré-inoculacdo de sementes antes da comercializacdo ou
por alguns dias que antecedem a semeadura (Zilli et al. 2010). A tecnologia de pré-
inoculacdo deve se basear na selecdo de cepas resistentes aos estresses abidticos apos
aplicacdo sobre as sementes, no emprego de protetores microbianos e osmoprotetores
que garantam a sobrevivéncia das células, na avaliacdo da compatibilidade dos produtos
biolégicos com os produtos quimicos adotados no tratamento de sementes e na
profissionalizacdo das operacdes de tratamento das sementes (Anta 2016).

Com o crescimento do uso de inoculantes de Azospirillum na agricultura, a
tendéncia é que logo a inoculacdo antecipada também seja possivel para essas bactérias,
mas para isso, investimentos na pesquisa e no desenvolvimento de produtos sdo
essenciais. Outra questdo importante € a definicdo de uma metodologia para
recuperacdo de células de Azospirillum em sementes inoculadas para que seja possivel
estabelecer parametro e padrOes para tais pesquisas. Portanto, com este trabalho,
objetivou-se definir uma metodologia de recuperacdo de células de A. brasilense em
sementes de milho inoculadas e avaliar a viabilidade e compatibilidade de produtos na

pré-inoculacdo de sementes com Azospirillum brasilense.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios descritos neste trabalho foram conduzidos no Laboratorio de
Microbiologia Agricola do IF Goiano — Campus Rio Verde, entre agosto de 2015 e
setembro de 2016.
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2.2.1 Recuperacdo e quantificacdo de células de Azospirillum brasilense
inoculadas sobre sementes de milho.

Sementes do hibrido milho DKB 30 PRO foram inoculadas com um inoculante
comercial liquido recomendado para a cultura do milho, contendo a bactéria
diazotrofica associativa Azospirillum brasilense estirpes Abv-5 e Abv-6 com garantia de
concentragdo minima de 2 x 108 UFC mL™ de produto. Para inoculagdo, seguiu-se a
dose recomendada pelo fabricante correspondente a 3x10° UFC semente™™,

Para inoculacdo, as sementes foram acondicionadas em sacos plasticos com
capacidade para 5 kg e, ap6s a aplicacdo do inoculante com o auxilio de uma seringa,
foram agitadas em movimentos rotatorios para distribuicdo do produto de maneira
uniforme. Posteriormente, o saco plastico contendo as sementes foi deixado aberto para
secagem do produto. A unidade experimental consistiu de 1 kg de sementes de milho
nuas, ou seja, sem aplicacdo prévia de nenhum produto fitossanitario para evitar
interferéncia nos resultados obtidos.

Duas horas apds a inoculacdo, amostras de 100 sementes foram coletadas e
colocadas em erlenmeyers com capacidade para 150 mL contendo 100 mL das solugdes
diluentes para agitacdo em agitador orbital a 90 rpm, por 15 minutos. Os diluentes
testados foram: solucdo de sacarose 4%, solugdo salina (NaCl 0,85%) com Tween 80
(2,5% p/v) e agua deionizada. Os meios de cultura testados para a recuperacdo de
células de A. brasilense foram: meio NFb semi-solido em frascos tipo penicilina
(Ddbereiner, 1991), meio NFb solido (Dobereiner 1991) e meio batata recomendado
para purificacdo de isolados de Azospirillum (Dobereiner et al. 1999).

Depois da agitacdo, aliquotas de 1 mL de cada tratamento foram retiradas,
transferidas para tubos de ensaio com as solucdes diluentes e diluidas sucessivamente
até a diluicdo 10*. Na sequéncia, 100 pL das trés Gltimas dilui¢Ges foram retirados e
inoculados em triplicatas em cada meio de cultura. As placas de Petri e os vidros de
penicilina foram incubadas em estufa de crescimento por 7 dias a 28 °C e a avaliagédo
dos frascos com formacéo de pelicula microaerofilica e contagem do nimero de UFC
nas placas foi feita diariamente entre 0 4° e 10° dia.

A contabilizacdo do numero de UFC viaveis dos tratamentos com meio NFb
semi-sélido seguiu 0 método do ndmero mais provavel (NMP), através da tabela de
McCrady (Pochon & Tardieux 1957) descrita no Art. 16 da Instru¢cdo Normativa (IN) n°

30, de 12 de novembro de 2010 (Brasil 2010). Nos demais tratamentos, as placas de
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Petri da diluicdo que continha entre 30-300 UFC foram contadas com o auxilio de um
contador de coldnias e o niamero de UFC vidveis por semente foi dado pela formula: f x
N, em que f = fator de diluicdo e N = nimero de coldnias por placa.

O experimento foi instalado em delineamento experimental inteiramente
casualizado, arranjo fatorial 3x3, em que as soluc¢des diluentes e os meios de cultura
foram os fatores. Para confirmacgédo dos resultados obtidos, o experimento foi repetido
trés vezes no decorrer de seis meses (agosto, outubro e dezembro de 2015) e os valores
apresentados representam a média das trés repeticdes. Os dados foram analisados por
anélise de variancia e teste Tukey (p < 0,05), utilizando o software SISVAR (Ferreira
2011).

2.2.2 Compatibilidade de produtos e viabilidade da pré-inoculacdo de
sementes de milho com Azospirillum brasilense

Para verificacdo do efeito da pré-inoculacdo de sementes de milho com A.
brasilense e a compatibilidade do inoculante com fungicidas/inseticidas recomendados
para a cultura, foram utilizadas sementes nuas do hibrido de milho DKB 30 PRO. As
sementes foram tratadas com um inoculante liquido, um aditivo protetor e cinco
produtos fitossanitarios fungicidas/inseticidas recomendados para tratamento industrial
de sementes na cultura do milho, totalizando cinco tratamentos de pre-inoculacdo. O
tratamento controle consistiu nas sementes inoculadas com o inoculante liquido, na
auséncia de qualquer outro produto.

O inoculante utilizado foi um produto comercial de formulacdo liquida
recomendado para a cultura do milho, contendo a bactéria diazotrofica associativa
Azospirillum brasilense estirpes Abv-5 e Abv-6, com garantia de concentracdo minima
de 2 x 108 UFC mL™* de produto. Ao todo, foram testados seis tratamentos e todas as
analises de recuperacdo de células foram feitas em triplicata. Cada unidade experimental
constou de 1 kg de sementes. Todos os procedimentos de analise foram realizados de
acordo com as instrugdes normativas 30 (Brasil 2010) e 13 (Brasil 2011). A descri¢édo

dos tratamentos e doses recomendadas para cada produto estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo dos produtos e dosagens utilizadas para a pré-inoculagdo de
sementes de milho, em Rio Verde, GO.

Dose
. Dose Produto fitossanitario Dose
Trat.  Inoculante (UFC Aditivo o
(mL kg?) (principio ativo) (mL kg™)
semente™)
1 A brasilense  3x10° Sem - - -
) Piraclostrobina+tiofanato
2 A brasilense  3x10° Com 2 o 2
metilico+fipronil
3 A brasilense 3x10° Com 2 Thiamethoxam 6
) Metalaxil-m +
4 A brasilense  3x10° Com 2 o 1
fludioxonil
5 A brasilense  3x10° Com 2 Clorantraniliprole 3,5
6 A. brasilense 3x10° Com 2 Ciantraniliprole 3,5

Para a aplicacdo dos produtos, as sementes foram colocadas em sacos plasticos
com capacidade para 5 kg. O tratamento das sementes foi realizado primeiramente com
0 produto fitossanitario e, posteriormente, com a mistura do inoculante + aditivo
protetor. Em cada etapa do tratamento, os sacos foram fechados mantendo um volume
de ar semelhante ao ocupado pelas sementes e agitados com movimentos rotatdrios para
completa distribuicdo dos produtos. Ao fim da pré-inoculagéo e ap6s secagem completa
dos produtos, as sementes foram transferidas para sacos duplos de papel e
acondicionadas no laboratério, sob condi¢es de umidade de 55% + 7% e temperatura
meédia de 27 °C + 1,5 °C.

A sobrevivéncia das células de A. brasilense nas sementes inoculadas foi
avaliada as 2 h e aos 7, 14 e 21 dias apds o tratamento. Como ainda ndo ha metodologia
oficial para recuperacao de células de bactérias associativas, foi adotada a metodologia
que apresentou 0s melhores resultados no teste descrito no item 2.2.1. Amostras de 100
sementes foram coletadas e transferidas para erlenmeyers com capacidade para 150 mL
contendo 100 mL de solugéo de sacarose 4% e deixadas em agitagdo em agitador orbital
a 90 rpm, por 15 minutos. De cada unidade experimental, foram coletadas trés amostras.

Aliquotas de 1 mL de cada tratamento foram retiradas dos erlenmeyers,
transferidas para tubos de ensaio com solugéo de sacarose e diluidas sucessivamente até
a diluicdo 10™. Entdo, 100 pL das trés Gltimas diluicdes foram retirados e inoculados

em placas de Petri (seis repeti¢cdes por diluicdo) contendo meio NFb sélido (Ddbereiner
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1991). As placas de Petri foram incubadas em estufa de crescimento a 28 °C, e ap0s 7
dias de incubacdo realizou-se a quantificacdo do numero de UFC de A. brasilense.
Foram consideradas para contagem, as placas de Petri da diluicdo que continha entre
30-300 UFC e o numero de UFC viaveis por semente foi dado pela formula: f x N, em
que f = fator de diluicdo e N = nimero de coldnias por placa.

Para confirmacédo dos resultados obtidos, o experimento foi repetido trés vezes
no decorrer de seis meses (marco, junho e agosto de 2016) e os resultados apresentados
representam a média das trés repeticbes. As médias foram submetidas a analise de
variancia e as meédias dos tratamentos comparadas ao controle pelo teste Dunnet
bilateral (p < 0,05), utilizando o software estatistico SISVAR (Ferreira 2011).

2.2.3 Controle de qualidade dos inoculantes

Previamente a inoculacao das sementes utilizadas nos itens 2.2.1 e 2.2.2, foram
realizadas andlises de controle de qualidade dos inoculantes conforme IN n° 30, de 12
de novembro de 2010 (Brasil 2010). O procedimento para abertura das embalagens foi
realizado em camara de fluxo laminar. Antes da abertura, as embalagens foram
previamente desinfestadas com alcool 70% e homogeneizadas vigorosamente. Para o
controle de qualidade, uma aliquota de 1 mL dos inoculantes foi retirada e colocada em
9,0 mL de soluc¢do salina (NaCl 0,85%), seguindo a técnica de diluicdes seriadas até a
diluicio 108, Foram preparadas duas séries de diluicio (A e B) para cada embalagem.
Aliquotas de 100 pL das trés Gltimas dilui¢cbes foram plaqueadas em meio NFb solido,
em triplicatas, e as placas incubadas por 7 dias. Foram contabilizados o nimero de UFC
de A. brasilense por mL de produto, para confirmacdo da concentracdo do lote do
inoculante e também o ndmero de UFC de contaminantes na diluicdo 10° para

avaliacdo da pureza.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Recuperacdo e quantificagdo de células de Azospirillum brasilense
inoculadas sobre sementes de milho.

Com o crescimento do uso de inoculantes de Azospirillum brasilense nas
culturas do milho, feijao, soja, trigo entre outras, € indispensavel a definicdo de uma

metodologia para quantificagdo das densidades de células sobre sementes inoculadas
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que possibilite avaliar a eficiéncia da tecnologia de inoculacéo utilizada, a exemplo do
que j& esté definido e normatizado para rizébios na cultura da soja.

Neste trabalho, os valores de UFC de A. brasilense recuperadas as 2h apds a
inoculacdo de sementes de milho variou de acordo com a solucdo diluente utilizada para
a agitacdo e diluicdo seriada, e também conforme o meio de cultura usado no
plagueamento, comprovando que metodologias diferentes podem levar a resultados
diversificados. A analise de variancia dos dados mostrou que ndo houve interagédo entre

os fatores meio de cultura e solucéo diluente (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de unidades formadoras de colénia (UFC) de Azospirillum brasilense
recuperadas apos a inoculagéo de sementes de milho de acordo com a solucéo diluente e
0 meio de cultura utilizado, em Rio Verde, GO (média de trés repeticdes do experimento).

NFb semi-solido NFb solido Batata

UFC semente™

Solucao diluente

*

Sacarose 4% Nd 3,5x 10°A™ 3,7x 10°A
Solucio salina com tween 80 Nd 3,9x10°B 59x10°B
Agua deionizada Nd 2,6 x10°B 3,2x10°B

“Nd — crescimento ndo detectado.
“*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

Embora 0 meio NFb semi-sélido seja recomendado para isolamento de
bactérias diazotroficas associativas e endofiticas e também para verificagdo do controle
de qualidade de inoculantes, pelo método do Numero Mais Provavel (NMP), ndo foi
detectada formacdo de pelicula microerofilica nos vidros de penicilina que indicasse
crescimento de A. brasilense nas condigdes testadas, independente da solugéo utilizada
como diluente (Tabela 2).

A solucéo de sacarose (4%) foi a que permitiu a recuperacdo do maior numero
de células de A. brasilense, tanto no meio NFb sélido (3,5 x 10* UFC semente™) quanto
no meio batata (3,7 x 10* UFC semente™). As médias de UFC obtidas utilizando
solucéo salina com tween 80 e agua deionizada foram estatisticamente iguais, porém,
consideravelmente menores do que os valores recuperados com a solucdo de sacarose
(Tabela 2). Tanto a solugéo de sacarose quanto a solugdo salina com tween 80 sdo
recomendadas nos protocolos de isolamento de Azospirillum (Reis et al. 2015).

Os valores de células recuperadas no meio NFb sélido e no meio batata

mostram que ambos podem ser usados para recuperacdo de células de A. brasilense.
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Esses dois meios ja sdo recomendados na IN 30, de 12 de novembro de 2010 (Brasil
2010) para o controle de qualidade de inoculantes contendo diazotréficos associativos.

A andlise de controle de qualidade do lote de inoculantes usados para
inoculacdo das sementes de milho nessa etapa mostrou que a concentracdo do produto
estava acima da garantia de concentracdo vide embalagem (2x108 UFC mL1), com
nimero de células viaveis igual a 3,1x10® UFC mL™? e auséncia de contaminantes na
diluicdo 10, conforme exigéncias da IN n° 13, de 24 de marco de 2011, que dispde
sobre especificacdes, garantias, registro, embalagem e rotulagem dos inoculantes
destinados a agricultura (Brasil 2011).

Considerando a concentragdo do inoculante no momento da aplicagdo nas
sementes, observou-se que houve reducdo considerdvel no numero de células
recuperadas as 2h ap0s a inoculacdo. Penna et al. (2011) destacam que, 0 nimero de
células recuperadas em sementes inoculadas pode ser extremamente heterogéneo
quando expressado em UFC semente™, pois depende de fatores inerentes ao inoculante
(formulacdo, presenca de osmoprotetores, concentracdo e dose recomendada) e as
sementes (gendtipo, tamanho, superficie do grdo, condi¢bes de armazenamento e
integridade do tegumento).

O uso de produtos que atuam como adesivos e protetores bacterianos ¢ uma
opcdo que pode ajudar no recobrimento das sementes durante a inoculagdo e na
manutencdo de maior nimero de células sobre as sementes (Bashan & Bashan 2015).
Porém, deve-se observar a compatibilidade do produto com a espécie de micro-
organismo que se deseja inocular.

2.3.1 Compatibilidade de produtos e viabilidade da pré-inoculagdo de
sementes de milho com Azospirillum brasilense

O lote de inoculantes usado para a pré-inoculacdo das sementes passou por
andlises de controle de qualidade e pureza, e 0 nimero de células de A. brasilense
viaveis no lote foi de 4,72x108 UFC mL? (valor acima da garantia minima) com
auséncia de contaminantes na diluicdo 10°, conforme exigéncias da IN 13, de 24 de
marcgo de 2011 (Brasil 2011).

A andlise de variancia das médias de UFC semente™ recuperadas ao longo de
21 dias apos o pré-tratamento mostrou diferenca entre os tratamentos aplicados. Na
aplicacdo do teste Dunnet, todos os tratamentos com fungicidas/inseticidas foram

comparados ao tratamento controle em que foi feita apenas a aplicagdo do inoculante e
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cuja recuperacio foi realizada apenas as 2h apds a inoculacdo. As duas horas apés a
inoculacdo, foram recuperadas 3,65x10* UFC semente™, no tratamento controle (Tabela
3).

No tratamento com piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil foram
recuperadas 1,12x10° UFC semente, apds duas horas de pré-tratamento, valor
estatisticamente superior ao tratamento controle. J& nos tratamentos com thiamethoxam,
metalaxil-m + fludioxonil, clorantraniliprole e ciantraniliprole observou-se redugdo no
numero de células de A. brasilense, recuperadas as 2h similarmente ao controle (Tabela
3). A presenca do aditivo protetor nas primeiras horas de tratamento foi importante para
evitar que o contato com os fungicidas/inseticidas reduzisse o nimero de células abaixo

do nivel do tratamento controle.
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Tabela 3. Numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) recuperadas as 2h e aos 7, 14 e 21 dias ap0s o0 pré-tratamento de sementes de milho
com fungicidas/inseticidas, inoculante de Azospirillum brasilense Abv-5 Abv-6 e aditivo protetor, em Rio Verde, GO (média de trés repeticdes do

experimento).

Tratamentos 2h 7 dias 14 dias 21 dias
UFC semente™

1 Inoculante (controle) - 3,65x10*

2 Inoculante + aditivo protetor  piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil ~ 1,12x10°" 5,72x10*"  3,83x10%" 1,63x10%"
3 Inoculante + aditivo protetor Thiamethoxam 8,75x10%  4,62x10* 1,33x10%" 3,00x10%"
4 Inoculante + aditivo protetor metalaxil-m + fludioxonil 8,82x10%  4,50x10" 2,00x10%" 2,08x10%"
5 Inoculante + aditivo protetor Clorantraniliprole 7,14x10%  3,90x10%s 1,17x10%° 2,35x10%"
6 Inoculante + aditivo protetor Ciantraniliprole 8,20x10*  3,67x10* 1,83x10% 3,22x10%

“ Indica diferenca entre as médias em relacio ao controle, pelo teste Dunnet bilateral (p<0,05).
"s Auséncia de diferenca em relacdo ao controle, pelo teste Dunnet bilateral (p<0,05). ns = ndo significativo.
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Aos 7 dias apds 0 armazenamento das sementes de milho, todos os tratamentos
de pré-inoculagdo igualaram-se ao tratamento controle com valores entre 5,72 x10* e
3,67x10* UFC semente® (Tabela 3). Nas sementes tratadas com piraclostrobina +
tiofanato metilico + fipronil, houve reducdo nos valores de UFC recuperados em
comparacao as 2h apds tratamento, e os valores recuperados igualaram-se ao tratamento
controle.

Considerando o numero de células recuperadas no tratamento controle as 2h
apos a inoculacdo como um ponto de corte abaixo do qual a técnica de pré-inoculacédo
de sementes de milho com A. brasilense se tornaria ineficiente, nas condi¢des testadas,
nota-se que todos os tratamentos de pré-inoculacdo se mantiveram acima da faixa limite
do controle, até 7 dias ap6s 0 armazenamento das sementes.

As populacbes de UFC recuperadas aos 14 e 21 dias depois da pré-inoculacéo
foram estatisticamente menores do que o nimero de UFC semente™ recuperadas no
tratamento controle as 2h (Tabela 3) e ficaram abaixo do ponto de corte estabelecido
pelos valores recuperados no controle (Figura 2). Esses resultados mostram que a
tecnologia de pré-inoculacdo precisa ser aperfeicoada principalmente quanto as
formulacGes do inoculante e do aditivo protetor, afim de que, no decorrer do tempo de
armazenamento das sementes tratadas, obtenha-se um ndmero de células sobre as
sementes que garanta o sucesso da inoculacdo, apds a semeadura em campo.

Ressalta-se, por fim, que o sucesso da inoculacdo de sementes depende néo s6
da tecnologia de inoculacédo e das formulacdes utilizadas para prolongar a sobrevivéncia
dos inoculantes durante o tratamento das sementes e 0 armazenamento, mas também da
capacidade do micro-organismo de se estabelecer no solo e nas raizes das plantas
(O’Callaghan 2016). Portanto, considerando que este é um trabalho inédito no assunto
para a cultura do milho, vale ressaltar que além dos testes em laboratério, sdo
necessarias pesquisas para validacdo, em nivel de campo, de modo a comprovar a

eficiéncia agrondmica da tecnologia e dos produtos desenvolvidos.

2.4 CONCLUSOES

Para a recuperacdo de células de Azospirillum brasilense em sementes de milho
inoculadas, a solucéo de sacarose (4%) € o diluente mais apropriado e tanto 0s meios de
cultura NFb solido quanto o meio batata podem ser usados para plagueamento, embora,

a contaminagao no meio batata seja maior.
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Quanto a pré-inoculacdo das sementes de milho com A. brasilense, conclui-se
que, 0 nuimero de unidades formadoras de coldnias em sementes pré-inoculadas
recuperadas as 2h apos a inoculagdo, € maior quando se usa piraclostrobina + tiofanato
metilico + fipronil no tratamento das sementes.

As concentracfes de unidades formadoras de col6nias nos tratamentos com
fungicidas/inseticidas se mantém dentro do limite estabelecido pelo controle, por até 7

dias apos a inoculagéo.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que:

1) A bioprospecéo de rizobactérias com multifuncionalidade para promogéo do
crescimento vegetal, a partir da rizosfera de plantas de milho e feijéo, foi limitada com o
uso de meios semi-seletivos;

2) A producdo de AIA por rizobactérias promotoras de crescimento vegetal
pode ocorrer tanto pela rota dependente quanto independente de triptofano em um
mesmo isolado;

3) A actinobactéria Microbacterium oxidans coloniza raizes de plantas de
milho e feijdo em plantas cultivadas em solo de Cerrado e pode contribuir para o
desenvolvimento dessas culturas protegendo-as contra a colonizagdo de fungos
fitopatdgenicos e através da biossintese de AlA;

4) A bactéria Lysinibacillus fusiformis apresenta atividade antifingica contra
Sclerotinia sclerotiorum e pode ser usada para o controle biolégico de doencas na
cultura do feijdo e outras hospedeiras do fungo.

5) Nenhuma das espécies isoladas possui multifuncionalidade para que possa
ser usada como inoculante, em escala comercial, para as culturas do milho e feijéo;

6) A solugdo de sacarose € o diluente mais apropriado para uso na recuperagdo
de células de Azospirillum brasilense em sementes de milho inoculadas;

7) Os meios de cultura NFb e batata podem ser usados para plaqueamento na
recuperacdo de células de A. brasilense, no entanto, o crescimento de contaminantes

oriundos das sementes de milho é mais visivel quando se usa 0 meio batata;
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8) O ndmero de UFC em sementes pré-inoculadas recuperadas as 2h apds a
inoculagdo, é maior quando se usa piraclostrobina + tiofanato metilico + fipronil no
tratamento das sementes;

9) Sementes de milho pré-tratadas mantiveram um numero UFC

estatisticamente igual ao tratamento controle, por 7 dias de armazenamento.



