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Resumo

O uso de Azospirillum brasilense como inoculante € crescente nos ultimos anos.
Entretanto, pouco se conhece a respeito da compatibilidade entre a bactéria e os
agroquimicos utilizados nos tratamentos das sementes. Diante deste contexto, foi
avaliado o efeito do tratamento de sementes na habilidade de Azospirillum brasilense
FP2 de promover o crescimento de plantas de trigo (Triticum aestivum L.), além disso,
o DNA das bactérias inoculadas foi quantificado por qPCR. O presente estudo
demostrou que a habilidade para promover o crescimento das plantas de trigo e o
namero de bactérias de A. brasilense FP2 descairam devido aos tratamentos
quimicos, de valores na ordem de 108 UFC g de raiz nos tratamentos sem adicédo de
agroguimicos ou com protetor celular, para valores na ordem de 103 UFC g de raiz
quando nao foi adicionado protetor celular. Recomenda-se que para garantir o efeito
da promocéao do crescimento de plantas por A. brasilense FP2 no trigo, a semeadura
deve ser realizada dentro das quatro primeiras horas ap0s a inoculacdo e em
associacdo com uso de protetor celular com os tratamentos quimicos, caso a
semeadura seja realizada apos este periodo.

Introducéo

O género Azospirillum sp. tem sido um dos mais estudados géneros de BPCV
nos ultimos 40 anos. No Brasil, todos os inoculantes baseados em Azospirillum sp.
sao formulados com a espécie Azospirillum brasilense e usado principalmente em
cereais. Embora a inoculagdo com Azospirillum brasilense tenha se mostrado uma
tecnologia promissora (DIAZ-ZORITA; FERNANDEZ-CANIGIA, 2009; HUNGRIA et
al.,, 2010), limitagdes relacionadas com a compatibilidade entre o inoculante e os
guimicos utilizados nos tratamentos de sementes sdo esperadas. Entretanto, pouco
se sabe a respeito do efeito dos agroquimicos sobre a viabilidade do Azospirillum
brasilense, pelo fato da inoculagdo em gramineas ser uma técnica recente e pouco
difundida quando comparado com a inoculacéo de leguminosas por exemplo.

Diante da escassez de estudos relacionados com o efeito de fungicida/inseticida
e a utilizacédo de protetores celulares sobre a viabilidade e eficiéncia de Azospirillum
brasilense FP2 na cultura do trigo, o seguinte projeto foi desenvolvido.

Material e Métodos

Experimento em casa de vegetacdo: O experimento foi implantado em
delineamento inteiramente aleatorizado com arranjo fatorial 5 (tratamentos de
sementes) x 4 (niveis de inoculacdo) e 4 repeticdes. Os cinco tratamentos de
sementes (TS) testados foram: T1- inseticida (Imidacloprido + tiodicarbe), T2-
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fungicida (triadimenol), T3- inseticida + fungicida, T4- inseticida + fungicida + protetor
celular GRAP EXTRA NOD® e T5- controle sem tratamento quimico. E os quatro niveis
de inoculacao testados foram: n&do inoculado, semeado no momento da inoculagéo,
semeado 4 h apos a inoculacdo e semeado 24 h apds a inoculagdo. As sementes
foram tratadas e em seguida foram inoculadas com A. brasilense FP2 numa
concentracdo de 108 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) ml2. Vinte e oito dias
ap0s a semeadura, 10 plantas por vaso foram coletadas por inteiro e foram
mensurados 0 comprimento e a massa secadas raizes e da parte aérea.

Coleta e preparo de amostras para analise por qPCR: foram coletadas dez
plantas inteiras nos dias 7; 14 e 21 apés a semeadura. Foi extraido o DNA das raizes
utilizando-se o kit PowerPlant® DNA Isolation (MoBio Laboratories). A quantificacao
de A. brasilense FP2 foi realizada utilizando-se os primers Azo-2 (STETS et al.,2015).
O programa de gPCR utilizado foi de 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de
amplificacdo de 3 passos (95 °C por 15”, 60 °C por 20” e 72 °C por 20”), incluindo
uma curva de desnaturacao seguindo-se 0s parametros automaticos do equipamento.
A curva de calibracédo foi construida a partir do DNA extraido, produto da diluicdo
seriada da bactéria (108-10> UFC mlY).

Analise estatistica: Os dados experimentais foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e comparacdo de médias pelo Teste de Tukey (p<0,05), usando
linguagem R (Versdo Windows 3.5.1), e o0 pacote estatistico ExpDes (FERREIRA,;
CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013). Os parametros biométricos foram submetidos a
analise de componentes principais (PCA) na matriz de correlacéo, em linguagem R (R
Core Team, 2017), utilizando o pacote Vegan (OKSANEN et al., 2011).

Resultados e Discusséo

O fungicida (triadimenol) promoveu decréscimo de todos os parametros
avaliados, concordando com Buchenauer e Roner (1981), Silva et al. (1993) e Rampim
et al. (2012). Por outro lado, o inseticida (imidacloprido+tiodicarbe) nao influenciou a
massa seca e comprimento do sistema radicular, mas influenciou negativamente os
parametros da parte aérea. A adicdo do protetor celular no tratamento de semente
induziu o desenvolvimento de biomassa da parte aérea em comparacdo com 0O
controle. Embora a funcdo do protetor seja reduzir o efeito téxico dos agroquimicos, o
protetor se comportou também como um agente “seed priming” (MCDONALD, 1999),
efeito que € reconhecido por criar condi¢des ideais para a inoculacdo bacteriana e
colonizacédo de sementes (MCQUILKEN; RHODES; HALMER, 1998).

O inseticida diminuiu em 40-60% o potencial da bactéria A. brasilense FP2 de
induzir o desenvolvimento radicular (comprimento e massa seca, respectivamente) e
em 20-40% do potencial de induzir desenvolvimento de parte aérea (comprimento e
massa seca, respectivamente) (Figura 1). Da mesma forma, foi observado que o
fungicida reduziu 20% e 50% da promoc¢é&o de desenvolvimento de raiz e parte aérea
pela inoculacdo, nesta ordem (Figuras 1c,d). Quando aplicados em conjunto, o
fungicida e inseticida, diminuiram ainda mais a capacidade de promover o
desenvolvimento da parte aérea (90%), mas para massa da raiz foi equivalente ao
controle e para o comprimento de raiz equivalente aos quimicos de modo isolado
(Figura 1). Referente aos tempos de semeadura apos inoculacéo, foi verificado que
guanto maior o tempo mais deletério sdo os efeitos dos agroquimicos nos parametros
avaliados, sendo que apenas no tratamento com adi¢cao de protetor celular o impacto
foi menor inclusive 24 h apés inoculacao (Figura 1).
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Figura 1 — Avaliacdo do efeito da semeadura postergada (4 ou 24 horas) na
capacidade de A. brasilense FP2 promover crescimento do trigo.
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Os seguintes parametros biométricos do trigo cultivado em casa de vegetagdo foram avaliados: massa
seca de parte aérea (a), massa seca de raiz (b), comprimento da parte aérea (c) e comprimento de raiz
(d). Legenda: Letras mailsculas diferentes nas colunas de mesmo tempo de avaliagdo indicam
diferenca estatistica entre os tratamentos de sementes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Letras
minudsculas diferentes nas colunas de mesmo tratamento indicam diferenga estatistica entre os tempos
de avaliacdo de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Os resultados sdo medias de 4 replicatas
(vasos) de 10 plantas cada, totalizando 40 plantas/tratamento.

O impacto do tratamento de sementes com agroquimicos também foi verificado
pelo numero de bactérias quantificadas por qPCR, sendo que os Unicos tratamentos
nos quais foi possivel quantificar A. brasilense FP2 nas raizes do trigo, foram aqueles
gue ndo receberam tratamento de sementes (108 UFC g!) ou que o tratamento de
sementes foi acompanhado de protetor celular (10’ UFC g?'), nos tratamentos
restantes ndo foi possivel quantificar A. brasilense FP2 devido a que as bactérias
encontravam-se abaixo do limite de detecgdo (103 UFC gb).

Conclusdes

O tratamento quimico de sementes, principalmente fungicidas do grupo dos
triazois, reduzem a viabilidade bacteriana e a adigdo do protetor celular proporciona
um aumento consideravel na sobrevivéncia de células de A. brasilense FP2
previamente inoculadas.

E recomendavel a semeadura dentro das quatro primeiras horas apos a
inoculagcéo ou o0 uso de protetor celular em associacéo com o tratamento de sementes,
caso a semeadura seja realizada ap0s as quatro primeiras horas pés inoculacao.

A inoculagéo de A. brasilense FP2 e o tratamento de sementes com fungicidas
e inseticidas mostraram ser tecnologias que podem estar empregadas em conjunto,
entretanto cuidados devem ser tomados a fim de usufruir dos beneficios de ambos
insumos.

Os tratamentos que apresentaram melhor desempenho no teste em casa de
vegetacdo foram os que mais apresentaram DNA de Azospirillum brasilense FP2,
mostrando uma correlacdo entre quantidade de DNA nas raizes e biomassa das
plantas.
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