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RESUMO

O trigo é o cereal mais consumido no mundo, sendo um alimento basico para dieta
humana. O Brasil apesar de produzir toneladas deste grao, nao é suficiente para suprir a
demanda do pais, necessitando a importagdo de outros paises. Um dos gargalos da
producao brasileira é o alto custo de fertilizantes quimicos que poderiam ser parcialmente
substituidos por bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). Estas bactérias
podem fixar N, atmosférico, aumentar a sanidade vegetal, produzir fitohormdnios que
estimulam o crescimento radicular redundando em uma maior superficie de absorcao de
nutrientes, promovendo maior crescimento vegetal. Azospirillum brasilense é uma
proteobacteria gram-negativa, amplamente recomendada em diversas culturas e que
possui diversas cepas registradas comercialmente. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da inoculagcdo da bactéria Azospirillum brasilense com duas estirpes distintas
AbV5/6 e HMO053 com diferentes gendtipos Biotrigo, quantificando caracteristicas
morfologicas e verificando as alteragbes na arquitetura radicular promovidas por esta
associagcado. Na primeira fase foram investigados 8 gendtipos Biotrigo, submetidos a 4
tratamentos diferentes, com e sem nitrogénio e com a bactéria A. brasilense AbV5/6. Na
segunda fase foram selecionados 3 gendtipos que apresentaram caracteristicas de
melhor e pior desempenho de crescimento, avaliados em 3 tratamentos: sem nitrogénio e
com duas estirpes (AbV5/6 e HM053). Em ambas as etapas, as plantulas cresceram in
vitro por 21 dias. Foram realizadas as seguintes analises: biomassa fresca e seca,
medidas de area e perimetro pelos programas Imaged e Whinrhizo; nitrogénio total
(NT%), populagao epifitica e endofitica. Também foi caracterizada a presencga endofitica
das estirpes por microscopia de varredura. Como resultados obtidos, pode-se concluir que
as medidas morfologicas de comprimento, biomassa fresca e seca n&o foram eficientes
para a distingdo de genoétipos responsivos ou ndo responsivos (modelos) a interagao
planta-bactéria. O uso dos parametros de area e perimetro radicular foram mais eficientes
para selecionar 3 gendétipos entre os 8 avaliados por uma performance distinta: G4 (com
resposta negativa a presenga de N2 e/ou Azospirillum); G5 e G6 com a melhor e pior area
e perimetro radicular na presenca de Azospirillum, respectivamente. Os resultados
demonstram que os genotipos de trigo responderam mais a presencga de nitrogénio no
meio de cultura do que propriamente a bactéria. As estirpes AbV5/6 e HM053 foram
encontradas endofiticamente nos genodtipos avaliados com formagdo de um macigo
bacteriano promovido por uma populagdo de 10" a 10° UFC.mL". Os resultados da
avaliacdo de area e perimetro radicular pelos softwares ImagedJ e Winrhizo foram
divergentes pela metodologia inerente a cada um, sendo que o Winrhizo obteve os
maiores valores de area e perimetro radicular. Em relacdo ao efeito das estirpes
bacterianas, a estirpe AbV5/6 aumentou a area e o perimetro radicular em todos os
gendtipos em relagcéo ao controle, enquanto o HM053 diminui o perimetro do G4 e G5.

Palavras-chave: Trigo. Nitrogénio. Bactérias promotoras de crescimento vegetal.
Azospirillum brasilense. AbV5/6. HM053.



ABSTRACT

Wheat is the most consumed cereal in the world, being a basic food for human diet.
Despite producing tons of this grain, it is not sufficient to supply the country's demand,
requiring imports from other countries. One of the bottlenecks of Brazilian production is the
high cost of chemical fertilizers that could be partially replaced by bacteria promoting plant
growth (BPCV). These bacteria can fix N, atmospheric, increase plant health, produce
phytohormones that stimulate root growth in a higher surface of nutrient absorption,
resulting in higher plant growth. Azospirillum brasilense is a Gram-Negative
Proteobacteria, widely recommended in various cultures and has several commercially
registered strains. The objective of this paper was to evaluate the effect of the inoculation
of the bacteria Azospirillum brasilense with two distinct sparkles AbV5/6 and HM053 with
different Biotrigo genotypes, quantifying morphological characteristics and checking
changes in root architecture promoted by this association. In the first phase, 8 Biotrigo
genotypes were investigated, submitted to 4 different treatments, with and without nitrogen
and the Bacteria A. brasilense AbV5/6. In the second phase 3 genotypes were selected
that had better and worse growth performance characteristics, evaluated in 3 treatments:
without nitrogen and two strains (AbV5/6 and HMO053). In both stages, seedlings grew in
vitro for 21 days. The following analyzes were performed: fresh and dry biomass, area and
perimeter measurements by Imagej and Whinrhizo programs; Total nitrogen (NT%),
epiphytic and endophytic population. Also characterized was the endophytic presence of
scan microscopy strains. As obtained results, it can be concluded that the morphological
measures of length, fresh and dry biomass were not efficient for the distinction of
responsive or non-responsive genotypes (models) to plant-bacteria interaction. The use of
root area and perimeter parameters were more efficient to select 3 genotypes among the 8
evaluated by a distinct performance: G4 (with a negative response to the presence of N2
and/or Azospirillum); G5 and G6 with the best and worst root area and perimeter in the
presence of Azospirillum, respectively. The results show that wheat genotypes responded
more to the presence of nitrogen in the culture environment than to the bacteria. AbV5/6
and HMO053 strains were found endophytically in the genotypes evaluated with a bacterial
massive promoted by a population of 107 to 10° UFC.ML"". The results of the root area and
perimeter evaluation by the Imagej and Winrhizo software were divergent by the
methodology inherent in each one, and Winrhizo obtained the highest values of area and
root perimeter. Regarding the effect of bacterial strains, AbV5/6 strain increased the area
and root perimeter in all genotypes in relation to control, while HM053 decreases the
perimeter of G4 and G5.

Keywords: Wheat. Nitrogen. Plant growth promoting bacteria. Azospirillum brasilense.
AbV5/6. HM053.
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1.INTRODUGAO

O trigo, por ser o principal cereal consumido no mundo, possui grande
importancia mundial, seguido pelo milho, depois arroz e aveia. No ano de 2022, a
producdo mundial foi de 800 milhdes de toneladas (FAO, 2023). A produgao brasileira
de trigo, apesar de oscilar por sua grande susceptibilidade climatica e econémica, vem
aumentando ao longo dos anos. A producgao de trigo na safra 2022/2023 foi de 10,5 Mt
(USDA, 2024), com uma area pouco maior que 3,4 Mha, porém ainda demandando a
importacao de 3,34 Mt, para atender o mercado interno brasileiro (Abitrigo, 2024).

A producao deste cereal, tem como gargalo o custo dos fertilizantes quimicos
exigidos pela cultura (Lamlom, Irshad & Mosa, 2023). Uma das possibilidades para
resolver este problema, seria o uso de fertilizantes microbianos ou inoculantes
biolégicos produzidos a partir de Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal
(BPCV) (Wang et al., 2024), podendo substituir parcialmente ou totalmente a aplicagao
de fertilizantes quimicos (Alori & Babalola, 2018; Silva et al., 2022).

Todas as plantas hospedam um pool de organismos no solo (bactéria, fungos,
archaeas, protistas etc.), estes colonizam primeiramente a regido radicular
especialmente a rizosfera (por¢ao do solo aderido as raizes); o rizoplano que é a
superficie radicular em geral, a endosfera (regido interna da raiz) e em menor
extensao a filosfera (regido ou superficie foliar) (Gamalero, Bona & Glick, 2022). A
interacao entre plantas e bactérias pode ser de diversos tipos: simbiose, associagéao,
inibicdo e competicdo, com efeitos positivo, negativo ou neutro dos membros da
microbiota (Madsen, Sgrensen & Burmglle, 2018; Coniglio et al., 2019; Naik et al.,
2019). Numa interagdo positiva, a microbiota endofitica deve apresentar um certo grau
de intimidade, colonizando os tecidos mais internos e por isso geralmente é menor
que a populagéo epifitica (Gamalero, Bona & Glick, 2022).

Também no processo de interacdo, ocorre a secrecdo de exsudatos radiculares
pelas plantas e o reconhecimento dessas moléculas por microrganismos presentes na
microbiota, tornando esta associagdo mais restrita aos microrganismos especificos e
mais proximos (Santoyo, 2022). O desenvolvimento radicular é altamente afetado
pelo estabelecimento destas relagdes, haja visto que, ocorre a liberacdo de uma
imensa quantidade de moléculas ou compostos pela microbiota, disponibilizando

macro e micronutrientes e promovendo mudancas quimicas na rizosfera e arredores
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(pH, agua, gradiente de oxigénio, e temperatura) (McBratney, Field & Koch, 2014; Di
Benedetto et al., 2017).

Azospirillum brasilense é uma proteobacteria gram-negativa, em forma de
bastonete, podendo ser uni-flagelada (flagelo polar) com um movimento vibratério
caracteristico, quando crescidas em meio liquido e, quando crescidas em meio sdlido,
além do flagelo polar desenvolvem flagelos laterais adicionais (Coniglio et al., 2019). Séao
bactérias diazotroficas associativas endofiticas facultativas, mas que podem sobreviver
no solo na forma de cistos (Moreira et al., 2010). O género Azospirillum consiste em
mais de 22 espécies (Cassan et al.,, 2020a) e podem se associar com mais de 113
espécies vegetais de 35 familias botanicas (Pereg, de-Bashan & Bashan, 2016),
mostrando seu grande potencial para uso como inoculante biolégico. A presenga do
Azospirillum pode favorecer as plantas principalmente pela sua capacidade de fixar o N,
atmosférico, sintetizar fitohorménios (citocininas, giberelinas e auxinas, especialmente
acido indol-3-acético), solubilizar P e K entre outros de forma a alterar a arquitetura
radicular (Cassan, Vanderleyden & Spaepen, 2014; Raffi & Charyulu, 2021a).
Recentemente, um crescente numero de estudos atribuiu um importante papel de
Azospirillum na conferéncia a tolerancia das plantas a estresses abidtico e bidtico,
mediados por fitohormoénios que atuam como moléculas de sinalizagdo (Pinski et al.,
2019; Rodriguez, 2023).

Embora diversas estirpes deste género tenham sido citadas na literatura (Pereg,
de-Bashan & Bashan, 2016; Cassan et al., 2020b), as estirpes AbV5 e AbV6 em
separado ou juntas tem sido a base para a formulacdo de inoculantes no Brasil
(Oliveira et al., 2017a, 2022; Santos, Nogueira & Hungria, 2021; Scudeletti et al.,
2023). Recentemente uma nova estirpe mutante de Azospirillum brasilense HM053 foi
apresentada como de maior capacidade excretora de aménia (Pedrosa et al., 2020),
porém ainda nao foi avaliada experimentalmente na cultura do trigo, apesar de ter sido
recentemente registrada comercialmente (Rodriguez, 2023).

Estudos sobre a interagao de gendtipos de trigo e BPCV sao fundamentais para
uma recomendacdo customizada da inoculagcdo e ganhos produtivos maiores. As
analises bioquimicas/fisiolégicas assim como analises genémicas, podem nos ajudar a
aumentar a compreensdao de como ocorre uma interacao eficiente entre as BPCV e
cultivares de trigo, em especial as variedades brasileiras atualmente comercializadas em

varias regides do pais. Varios trabalhos trazem a selegédo de estirpes de Azospirillum
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com maior aptidao associativa (Coniglio et al., 2019; Raffi & Charyulu, 2021b; Santos,
Nogueira & Hungria, 2021), a importancia do gendtipo vegetal para a interagao, ja que a
planta pode recrutar uma microbiota especifica pelos exsudados e metabolitos
secretados (Arsac et al., 1990; Araujo et al., 2014; Santos et al., 2022). Estudos
relacionados a interagao do género Azospirillum brasilense (AbV5 e 6) com cultivares de
trigo CD 104 e a CD 120 (Neiverth, 2011; Furlan et al., 2017) mostraram que as
interacdes entre essas variedades e a bactéria sao distintas, e afetadas pela presenca
ou nao nitrogénio. Também, estudos realizados a campo em diversos cereais, mostram
que esta interacdo pode ser percebida na produtividade (Oliveira et al., 2017b; Zeffa et
al., 2019; Ludwig et al., 2022) ou nao (Galindo et al., 2020; Santos et al., 2022).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da interagao de
diferentes gendtipos de trigo com a inoculagdo da bactéria Azospirillum brasilense com
duas estirpes distintas AbV5/6 e HMO053, in vitro, quantificando caracteristicas
morfolégicas e verificando as alteragdes na arquitetura radicular promovidas por esta

associacao.

2.MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo in vitro

2.1.1 Genotipos avaliados

O experimento in vitro foi conduzido no Laboratério de Bioquimica e Genética
(LABIOGEN) da Universidade Federal do Parana - Setor Palotina, utilizando sementes
de cultivares comerciais cedidas pela Biotrigo™, empresa de melhoramento genético de
trigo, sediada em Campo Mourdo, PR (Tabela 1). Neste estudo, foram avaliados oito
genotipos comerciais de trigo em 2 etapas de avaliagao: A 12 etapa teve como objetivo
determinar gendtipos de melhor e a pior resposta associativa em termos de crescimento
vegetal e, a 2° etapa, a partir desses gendétipos escolhidos, determinar diferengas na

interacdo com 2 diferentes estirpes de A. brasilense.

Tabela 1. Descricdo dos gendtipos de trigo avaliados.
Gendtipo/Cultivar  Nome Comercial Ciclo Classificagao

1 TBIO Triunfo Precoce Pao
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2 TBIO Motriz Médio/Tardio Pao/Melhorador
3 Biotrigo Titan Médio Pao/Melhorador
4 TBIO Audaz Precoce Melhorador

5 Biotrigo Talisma Precoce Melhorador

6 TBIO Calibre Superprecoce Pao/Melhorador
7 TBIO Blanc Médio/Tardio Branqueador
8 TBIO Ponteiro Tardio Pao

Superprecoce <90 dias; Precoce: 90 -110dias; Médio :110-130; Tardio>130 dias

2.1.2 Assepsia

Sementes de cada gendtipo (G1 a G8) foram submetidas ao processo de
assepsia utilizando solugdo de hipoclorito acidificado. Este procedimento envolveu
imersao em alcool 70%, agitacdo por 1 min, aplicagdo de hipoclorito acidificado e
agitacado por 5 min seguido por lavagens em agua destilada/autoclavada e um periodo
de 4 h com agua destilada/autoclavada na geladeira. As etapas 2 e 3 foram repetidas,
com um intervalo de 5 min em peroxido de hidrogénio (35% p/v). Apos a lavagem, as
sementes foram dispostas para secar em uma placa Petri grande com papel filtro.
Utilizando uma pinga, as sementes foram posicionadas em placas com agar-agua,

armazenadas no escuro a 28°C por aproximadamente 24 h.

2.1.3 Preparo do pré-inoculo e indculo bacteriano

Para a preparacado do inoculo, foram utilizadas bactérias Azospirillium brasilense
estirpes AbV5/6 e HMO053 (cedidas pelo Prof Emanuel Maltempi de
Souza-UFPR/Curitiba-PR). As bactérias foram replicadas e colocadas para crescer em
meio NFB-lactato sélido. Com o auxilio de um palito, realizou-se a raspagem da bactéria,
inserindo-a em tubos falcon com meio Dygs liquido, agitando no agitador em overnigthi.
Em seguida, foram coletados 5 mL do meio Dygs e colocados em meio NFB-lactato,
deixando em periodo noturno. O crescimento bacteriano foi quantificado em
espectrofotdbmetro (660 nm) a concentragcado bacteriana foi ajustada para a concentragao
de 10° UFC/semente.

2.1.4 Tratamentos ou Condigdes aplicadas
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Foram testadas 4 condigdes de crescimento ou tratamentos: O tratamento 1 (T1)
consistiu em meio MS sem nitrogénio e sem A. brasilense AbV5/6 (Controle); o
tratamento 2 (T2) em meio MS completo, mas sem A. brasilense AbV5/6; o tratamento 3
(T3) em meio MS sem nitrogénio com A. brasilense AbV5/6; e o tratamento 4 (T4) em
meio MS completo com A. brasilense AbV5/6. Em relagdo a composigao nitrogenada, 1L
de meio MS (Murashige e Skoog,1962) completo continha 1,65 g de Nitrato de Amoénia e
1,90 g de Nitrato de Potassio. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso
com 8 gendtipos X 4 tratamentos X 40 repeticoes, totalizando 160 tubos.

Para cada tratamento, foram empregados 40 tubos contendo 25 mL do meio MS,
com esferas de polipropileno usadas para sustentacao das plantulas e vedadas por
trouxinhas de algodao hidrofébico. Sementes pré-germinadas em meio agar-agua foram
transferidas para os tubos com o apice germinativo orientado para o interior do substrato
sélido. Os tubos foram acondicionados na cémara de cultivo, mantida a uma
temperatura média de 25°C. No dia subsequente, as bactérias foram inoculadas nos
tratamentos T3 e T4, com o indculo sendo liberado diretamente sobre as sementes.
Posteriormente, os tubos foram vedados novamente e colocados na camara de cultivo,
onde permaneceram por um periodo de 21 dias.

A 22 etapa de avaliagao foi realizada com apenas 3 gendétipos escolhidos a partir
da 12 etapa. O experimento foi realizado de modo similar a 12 etapa, porém, foram
aplicadas apenas 3 condicbes de crescimento ou tratamentos: O tratamento 1 (T1)
consistiu em meio MS sem nitrogénio e sem A. brasilense AbV5/6 ou HM053 (Controle);
o tratamento 2 (T2) meio MS sem nitrogénio com A. brasilense AbV5/6 e; o tratamento 3
(T3) meio MS sem nitrogénio com A. brasilense HM053. De forma similar, foram usados
40 tubos contendo 25 mL do meio MS, com esferas de polipropileno usadas para
sustentagdo das plantulas e vedadas por trouxinhas de algodao hidrofébico. Sementes
pré-germinadas em meio agar-agua foram transferidas para os tubos com o &apice
germinativo orientado para o interior do substrato sélido. Os tubos foram acondicionados
na camara de cultivo, mantida a uma temperatura média de 25°C por 21 dias. O
crescimento bacteriano e a inoculagdo foram realizadas conforme o item 2.1.3 e na
inoculagdo, a concentragdo bacteriana também foi ajustada para a concentragéo de 10°

UFC/semente.
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2.2 Performance dos genétipos frente a interagao com A.brasilense AbV5/6 - 1°

etapa

2.2.1 Determinagao biomassa seca e fresca

Decorridos 3 semanas de cultivo, as plantulas foram coletadas e avaliadas quanto
ao comprimento (cm), a biomassa fresca e seca da parte radicular e aérea (g). Para a
medi¢do do comprimento foi utilizado uma régua métrica. Para a biomassa fresca, as
plantulas foram pesadas em balanca de precisao (Shumadzu Ltda). Posteriormente, as
partes aéreas e radiculares foram acondicionadas em envelopes distintos e
armazenadas na estufa para a secagem a 55°C por 72 h. Apds este periodo, as plantas
foram pesadas novamente, obtendo-se a biomassa seca. A biomassa seca da parte
aérea foi reservada para a analise de proteina total. Na segunda etapa o experimento foi
inteiramente casualizado sendo 3 gendtipos X 3 tratamentos X 2 estirpes X 40 tubos,

totalizando 120 tubos por genatipo.

2.2.2 Determinagao da superficie e area radicular

Trés plantas foram escolhidas para analise da superficie e area radicular. Para
realizar esse procedimento, a parte radicular foi destacada das plantulas e disposta
sobre o recipiente transparente para ser fotografada. Para o calculo da area e superficie
radicular foi usado o software Imaged desenvolvido por Schneider, Rasband & Eliceiri
(2012).

Na 22 etapa de avaliagdo, a area e a superficie de raizes das plantulas, também
foram avaliadas pelo software Winrhizo™ (Regent Instruments Inc., Quebec City, QC,
Canada) no laboratério de Protedmica, no departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, Nucleo de Fixagdo de Nitrogénio, Centro Politécnico, UFPR/Curitiba-Pr. As
raizes foram dispostas em um recipiente com agua destilada, sendo colocadas dentro de
um scanner (marca Epson), ao qual, com auxilio do software foram mensurados a area e

a superficie das amostras.

2.2.3 Determinagao da populagéo epifitica e endofitica
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Apos 21 dias de inoculagdo, 3 tubos com plantas de cada tratamento foram
selecionados aleatoriamente e submetidos a contagem microbiana epifitica e endofitica.
Todo o processo foi realizado em camara de fluxo laminar brevemente descrito: a raiz foi
separada da parte aérea de cada planta. Na contagem epifitica, as raizes foram lavadas
em agua destilada e autoclavada, por 3 vezes, acondicionadas em tubos contendo
solugéo de NaCl (0,9%) e levadas ao sonicador por 20 s. Desta solugao salina, foram
aliquotados 100 ul e feitas 4 diluicbes em série. De cada diluicao, foram plaqueadas 3
gotas de 5 ul cada, em meio NFB-Lactato sdélido. As placas foram mantidas em estufa
tipo B.O.D. por 48 h a 30 + 2 °C. As contagens das unidades formadoras de colénias
(UFC) obtidas foram realizadas em lupa estereoscoépica (Quimis). Para a contagem
endofitica, as raizes da contagem epifitica foram imersas em solugao de HgCl, 0,01%
durante 30 s, lavadas por 3 vezes com agua destilada e autoclavada, maceradas em
solugdo salina (0,9%) e levadas ao sonicador durante 20 s. De modo similar ao descrito
acima, foi realizada a diluigdo (10* a 10°) seriada e plagueamento para a contagem
epifitica.

A confirmacdo molecular das espécies bacterianas da 1% etapa foi realizada por
reacao em cadeia de polimerase (PCR), de uma regido pertencente a regiao do rDNA
16S, especifica para cada bactéria utilizando par de primers especificos AZO-F
(5-GCGGTAATACGAAGGGGGCKF-3) e AZO-R
(5-TTGTCACCGGCAGTTCCACCAG-3’) (Shime- Hattori et al., 2011). Randomicamente,
uma unica colénia bacteriana obtida da contagem microbiana nos diferentes gendtipos
de trigo avaliados, foi transferida para um microtubo de PCR e ressuspendida em 20 pl
de agua ultrapura. As células foram lisadas por aquecimento a 96 °C por 6 min. O
sobrenadante foi separado do lisado celular por breve centrifugagcéo. A PCR foi realizada
em um volume de 20 pl, utilizando 2 yl do DNA, Tampao de PCR 1x, 1,5 mM de MgCl,,
0,4 mM do mix de dNTP, 1 unidade de Taq DNA Polimerase (Promega™) e 0,2 uM de
cada primer. A reacao foi realizada em termociclador ESCO (Esco Scientific). Os
produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose corados com brometo de etideo
a 0,5 uyg. mL™" em Tampéo TBE 1x (Tris-base 90 mM; acido borico 90 mM; EDTA 2 mM
pH 8,0) e foto documentados em equipamento Loccus Biotecnologia LPIX. Foi utilizado

padrao de tamanho molecular de 1Kb (Ludwig™).

2.2.4 Determinacéo proteina total (NT)
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Foram coletadas as partes aéreas de cada tratamento secas em estufas de
secagem a 50°C durante 72 h. Foi realizado a separagao de trés amostras com o peso
igual (triplicata) totalizando 96 amostras com 0,25 gramas de biomassa, sendo
maceradas em nitrdgenio liquido e reservadas para a analise de proteina bruta e
nitrogénio total de acordo com o método de Kjeldahl descrito por Silva & Queiroz (2005).
As andlises foram feitas no laboratério de Nutricdo Animal (LANA), UFPR- Setor
Palotina/ Palotina-PR.

2.2.5 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa estatistico
Genes (Cruz, 2013).

2.3 Analises morfolégicas e da presenga da bactéria nas raizes por imagens- 22

etapa

2.3.1 Visualizagdo da presenca bacteriana por Microscopia otica e eletrbnica de

varredura

As raizes das plantulas apos 21 dias de cultivo in vitro, foram selecionadas para
obtengao de imagens de microscopia eletrénica no laboratorio de Microscopia Eletrénico
de Varredura (MEV) (UFPR/Setor Palotina), para confirmacédo da presencga de bactérias
endofiticas. Para a obtencdo de imagens, as raizes em todos os tratamentos, foram
lavadas com agua ultrapura e depois postas em tampédo fosfato de sdodio 0,1M e
glutaraldeido 2,5% (v/v), pH 7,2 por 24h. Apds esse periodo as amostras foram
transferidas para tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2 por 10 min, esse ultimo procedimento foi
repetido 3 vezes.

Na sequéncia, as amostras passaram por uma série de desidratagao alcodlica
(30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%) de 10 min por duas vezes. As amostras
foram divididas em partes conforme descrito por Li et al. (2019): zona meristematica, de

elongacdo e de maturacdo, sendo que foi utilizada a regido de maturacgdo, considerada
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como a regido mais propicia para encontrar bactérias, pela presenca dos pelos
radiculares (James et al., 2002; White et al., 2014). Apds o processo de desidratacdo, as
amostras foram transferidas para recipientes de isopor® contendo nitrogénio liquido.
Depois de congeladas, as amostras foram fraturadas com golpe de lamina de barbear,
sob superficie de metal, também congeladas com nitrogénio liquido (O’Donnell &
Hooper, 1977; Sridhar et al., 2011).

As partes seccionadas das raizes foram mantidas em alcool absoluto até o
momento de utilizagdo. Duas amostras de cada tratamento (T1, T2 e T3) foram
selecionadas para ser fotografada no microscopio eletrébnico de varredura VEGAS3
TESCAN (TESCAN — Republica Tcheca).

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagdo da promocao de crescimento vegetal pela presenca de N, e A.
brasilense AbV5/6 - 1° Etapa

Os 8 diferentes gendtipos de trigo avaliados apresentaram crescimento em todos
os tratamentos aplicados (Figura 1), com diferengas no crescimento quanto as
caracteristicas morfolégicas avaliadas. Quanto ao comprimento total das plantas (Figura
2A), no tratamento controle (T1) pobre em nitrogénio (N,), o G2 apresentou o maior valor
(49,50 cm) e os genotipos G6 e G7 (38 e 37 cm, respectivamente) tiveram os menores
comprimentos totais para as plantas. No T2 (meio com adi¢do de N,), os gendtipos que
alcancaram os maiores valores para comprimento de planta foram G1 e G7, e o de
menor comprimento foi o G6 (31,20cm). No T3, onde a presenca da bactéria foi o
diferencial pois o meio era sem o N,, todos os gendtipos apresentaram comprimento de
planta similar. E, no T4 onde N, e A. brasilense foram aplicados, G1 e G7 (41,60 e 41,14
cm, respectivamente) apresentaram os maiores valores para comprimento, enquanto o
de menor resposta foi G4 (30,60 cm). Comparando-se as médias entre tratamentos
dentro do mesmo gendtipo, apenas os gendtipos G2 e G4 apresentaram médias de
comprimento de planta reduzidas para os tratamentos T2, T3 e T4, nos demais

gendtipos nao houve diferencga significativa.
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G6 G7 G8

Figura 1. Aspecto visual das plantulas apos 21 dias de cultivo in vitro nos 4 diferentes tratamentos
aplicados em 8 gendtipos avaliados.

Os resultados obtidos para a biomassa da planta inteira estdo demonstrados na
Figura 2B. A presenca de N, influenciou o peso das plantas, haja vista que os
tratamentos (T2 e T4) com adigdo de N, apresentaram as maiores meédias independente
do gendtipo avaliado. Nos tratamentos sem adicéo de N, (T1 e T3) ndo houve diferencga
significativa entre os gendtipos avaliados. No T2, onde N, foi aplicado no meio de
cultura, G3 e G7 apresentaram os maiores pesos de plantas (0,48 e 0,46 g,
respectivamente), enquanto G6 o menor peso (0,28g). No T4, com N, e A. brasilense,
G3 foi 0 que apresentou a maior meédia (0.56g) e o G6, com a menor média (0,309).
Comparando-se os tratamentos dentro do mesmo gendtipo, G4 e G7 ndo apresentaram
diferencas entre os tratamentos e nos demais gendtipos as médias de peso de planta
nos tratamentos T2 e T4 foram significativamente maiores que as dos tratamentos T1 e
T3.
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Os dados obtidos para as biomassas fresca e seca da parte aérea estao
demonstrados na figura 3. De modo similar ao observado para a caracteristica peso total
das plantas, ndo houve diferenga significativa para os tratamentos T1 e T3 nos 8
gendtipos avaliados (Figura 3A). A resposta diferenciada foi observada nos tratamentos
com a presenca de N,e/ou N, e A. brasilense: No T2, o G7 apresentou a maior média de
biomassa fresca (353 mg) e o G6 a menor (212 mg), enquanto no T4, G3 (405 mg) foi o
de maior peso fresco, e G5 e G6 (240 e 230 mg, respectivamente), foram as menores
meédias. Comparando-se as diferengas entre tratamentos dentro do mesmo gendtipo, T2
e T4 promoveram o0s maiores pesos frescos em todos os genodtipos avaliados
comparando-se com os tratamentos sem N,ou A. brasilense (T1 e T3). Destaca-se o G3
que nos T2, T3 e T4 apresentaram médias de peso fresco aéreo superiores aos
controles (T1). A mesma tendéncia foi observada para as biomassas secas da parte
aérea (Figura 3B), onde nao houve diferenca significativa entre os gendétipos avaliados,
com excegao do G5 no T3, com média superior aos demais.

As avaliagbes realizadas para a parte radicular (biomassa fresca e seca) estdo
demonstradas na Figura 3C e D. Em relagdo a biomassa fresca, os diferentes genétipos
avaliados n&o diferiram nos tratamentos T1, T2 e T4. Somente o G5 (T3) foi
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significativamente distinto dos demais, com a maior média de biomassa fresca (235 mg)
e a menor média (45 mg) do G6 (Figura 3C). Comparando-se os tratamentos dentro de
cada genotipo, apenas o G5 no T3 apresentou média distinta das demais, e o G2, no
controle (T1) com média de 54 mg, apresentou biomassa fresca de raiz cerca de 3x
menor comparada aos tratamentos T2, T3 e T4. A biomassa seca apontou o G1, no
tratamento controle (T1) como superior em comparagao aos demais (18 mg) (Figura 3B).
No T2, G3 (10,2 mg) e G6 (4 mg) apresentaram pesos contrastantes. Apesar do G5 ter
apresentado o maior peso fresco da parte radicular no T3, este ndo foi o com maior
biomassa seca (7 mg). G1 e G2 nos T1 e T3 (18 e 14,8 mg; 11,8 e 13,2 mg
respectivamente) apresentaram maior biomassa seca que os tratamentos com N, e A.
brasilense. Nao houve diferencas significativas entre os tratamentos para os demais
genodtipos avaliados.

A area (cm?) e o perimetro radicular (cm) foram obtidos usando-se o software
Imaged (Figura 4). Comparando-se a area radicular dos diferentes genotipos nas
diferentes condi¢gdes ou tratamentos avaliados (Figura 4A), observou-se que no T1
(controle), os gendtipos com as maiores médias foram G3, G4 e G5 (1,66; 2,15 e 1,86
cm?, respectivamente). No T2, destacou-se o G5 (1,80 cm?) com a maior média e o G6
(0,22 cm?) com a menor média de area radicular. No T3, onde somente A. brasilense foi
presente, o G5 se destacou com area de 2,04 cm?, enquanto as menores areas foram
dos gendtipos G1 (0,42 cm?); G6 (0,27 cm?); G7 (0,59 cm?) e G8 (0,51 cm?). No T4, com
N, e A. brasilense, o G5 apresentou a maior area radicular (2,04 cm?). Comparando-se o
efeito dos tratamentos dentro dos gendtipos, destacaram-se o G3, onde a area média
radicular obtida para o T1 (1,66 cm?) foi maior que o do T2 (com N,). O G4 apresentou a
maior area radicular também no T1 (2,15 cm?) e o G5 apresentou uma area radicular
significativamente maior (2,01 cm?) no T3 com A.brasilense em comparagédo com o T4

(com N, e A.brasilense) (1,54 cm?).
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Os dados referentes ao perimetro radicular (cm) estdo dispostos na Figura 4B. No
T1, foi destaque o gendtipo G4 (100,17 cm?). No entanto, o gendtipo G5 apresentou os
maiores valores para o perimetro radicular em todos os tratamentos: T1 (85,25cm?); T2
(83,52 cm?); T3 (94,99 cm?) e T4 (70,80 cm?). Foram destaques o gendtipo G4
apresentando o T1 com o maior perimetro, diferindo dos demais tratamentos e o G7 com
o perimetro em T3 de 53,23 cm e o menor em T2 (28,14 cm).

Em relagcdo ao conteudo de nitrogénio total avaliado na parte aérea das plantulas
com 3 semanas de cultivo, podemos observar que a presenca de N, no meio de cultura
MS influenciou o valor deste parametro em todos os gendtipos avaliados (Figura 5). Nos
tratamentos com N, no meio de cultivo (T2 e T4), as plantulas apresentaram valores de
NT% quase o dobro das plantulas nos tratamentos sem N,. No T1 apenas os G6 e G8
tiveram valores distintos. No T2, G7 e G8 foram diferentes entre si. No T3, o0 G3 e G6
apresentaram média superior aos demais genaotipos avaliados. E no T4, a maior média
foi observada no G4. O G8 apresentou as menores percentagens de N, em todos os
tratamentos aplicados, sendo que as médias de T2 e T4 foram distintas das T1 e T3,
ressaltando a influéncia do N, no meio de cultura. Tendéncia similar teve o G3, cujas
médias dos tratamentos com fonte nitrogenada (T2 e T4) foram superiores aos demais,

porém T3 com A. brasilense sendo superior ao controle (sem N,).
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A populagéo epi e endofitica das plantas ensaiadas estdo demonstradas na
Tabela 2. A ordem de grandeza variou de 10” a 10° unidades formadoras de col6nias por
mL (UFC.mL"), sendo que a populagdo epifitica foi maior que a endofitica. Os
tratamentos T1 e T2 nao apresentaram crescimento de bactérias A. brasilense. Todos 0s
gendtipos avaliados mostraram crescimento epi e endofitico nos tratamentos T3 e T4.
Para confirmar o género das bactérias epi e endofiticamente aderidas foi realizada
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primer especifico (Figura 6). Isolados
randomicamente escolhidos apresentaram o padrdao de banda esperado (648pb) para o

gene filogenético rRNA16S confirmando a presenca no tecido radicular.
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Tabela 2. Populagao epi e endofitica das plantas cultivadas in vitro e inoculadas com A. brasilense.

Endofitica Epifitica

Genotipo Tratamento Média + DP UFC.mL- Média + DP UFC.mL-
a1 3 1,17+0,63 2,34.108 2,00+2,18 4,00.108
) 1,58£0,76 3,16.108 3,00+0,25 6,00.108

a2 3 0,17+0,29 3,40.107 0,42+0,52 8,40.107
4 1,67£1,28 3,34.108 1,00£0,25 2,00.108

a3 3 3,5045,63 7,00.108 0,83+0,14 1,66.108
4 2,00+1,30 4,00.108 3,42+2 38 6,84.108

G4 3 0,17+0,29 3,40.107 6,08+10,5 1,21.10°
& 0,67+0,76 1,34.108 1,00+0,66 2,00.108

G5 3 0,250,00 5,00.107 1,00£1,73 2,00.108
4 0,3310,14 6,60.107 0,08+0,14 1,60.107

G6 3 0,08+0,14 1,60.107 0,25+0,25 5,00.107
4 0,08+0,14 1,60.107 1,00£0,66 2,00.108

a7 3 0,2510,00 5,00.107 0,5810,29 1,16.108
< 0,08+0,14 1,60.107 0,50+0,50 1,00.108

G8 3 7,58+13,1 1,51.10° 0,08+0,14 1,60.107
4 0,25+0,25 5,00.107 0,58+0,80 1,16.108

DP-Desvio padrdo N=3. UFC: Unidade Formadora de Colbnia. Tratamento 3, meio MS sem nitrogénio com
AbV5/6. Tratamento 4, meio MS completo com AbV5/6.
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Figura 6. Padrdo de banda encontrado para o gene filogenético rDNA 16S. M-Marcador molecular (1Kb).
G1-G7: gendtipos avaliados.

3.2 Efeito de diferentes estirpes de A. brasilense sobre a promog¢ao de

crescimento vegetal em diferentes genétipos de trigo - 2% Etapa

Os resultados morfoloégicos relativos ao crescimento in vitro das plantas dos

gendtipos G4, G5 e G6 estdo demonstrados na Figura 7. Nao houve diferencga
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significativa entre os gendtipos avaliados em relagéo a biomassa fresca da planta inteira,
comprimentos da planta inteira, da raiz e da parte aérea. Porém, no G5, a estirpe
AbV5/6 diminui o comprimento da planta inteira e o comprimento radicular (Figura 8A e
C). De modo similar, o G6 foi menor apenas para o comprimento radicular na presenca
da estirpe AbV5/6 (Figura 8C).

G4 i GJ G6

Figura 7. Aspecto visual das plantulas apés 21 dias de cultivo in vitro nos diferentes tratamentos aplicados
aos genotipos selecionados.
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(n=5). A e B. Comprimento e biomassa da planta inteira. C e D. Comprimento radicular e da parte aérea.
Letras maiusculas diferem entre gendtipos avaliados e letras minusculas diferem entre os tratamentos

As medidas de biomassa fresca da parte aérea e radicular nao diferiram entre os
gendtipos avaliados (Figura 9A e C). De modo similar, ndo houve distingdo entre os
tratamentos ou gendtipos avaliados quanto a biomassa seca da parte aérea. O gendtipo
G6 apresentou menor biomassa seca em todos os tratamentos, em relagdo aos outros
genotipos avaliados, porém, ndao houve diferenga significativa entre os tratamentos
aplicados (estirpes) (Figura 9D).
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Figura 9. Avaliagdo morfolégica dos genodtipos com diferentes estirpes de A. brasilense. A. Biomassa
fresca da parte aérea. B. Biomassa seca da parte aérea. C. Biomassa fresca parte radicular. D. Biomassa
seca da parte radicular. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, com 5% de probabilidade (n=5). Letras mailsculas diferem entre gendétipos avaliados e letras
minusculas diferem entre os tratamentos aplicados.

A quantificagdo da populacdo epi e endofitica das plantas inoculadas com as
diferentes estirpes estdo demonstrados na Tabela 3. A populagdo encontrada aderida
externa e internamente variou de 10" a 10° UFC.mL". Os genodtipos G4 e G5
apresentaram a maior populagéo epifitica (1,21.10°1,34.108), enquanto o G6 a menor
populagdo. A populagéo endofitica foi similar pela ordem de grandeza (107) em todos os

genotipos e estirpes avaliadas.
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Tabela 3. Populagéo epi e endofitica das plantas cultivadas in vitro e inoculadas com duas estirpes de A.
brasilense.

Endofitica Epifitica

Gendtipo Tratamento  Média + DP UFC.mL-" Média + DP UFC.mL~
2 0,17+0,29 3,40.107 6,08+£10,5 1,21.10°

. 3 0,42+0,38 8,40.107 0,50+0,43 1,00.108
G5 2 0,17£0,29 3,40.107 6,08+10,5 1,21.10°
3 0,42+0,14 8,40.107 0,67+0,38 1,34.108
G6 2 0,08+0,14 1,60.107 0,25+0,25 5,00.107
3 0,17£0,14 3,40.107 0,33+0,44 6,60.107

DP-desvio padrdo. N=3. UFC: Unidade Formadora de Colbnia. Tratamento 2, meio MS sem nitrogénio
com AbV5/6. Tratamento 3, meio MS sem nitrogénio com HMO053.

3.3 Analise microscopica das raizes

Foi observada a presenca das 2 estirpes de A. brasilense em raizes das plantulas
de trigo inoculadas internamente na regido de maturagdo (Figura 10). Um macico
bacteriano (biofilme) foi observado especialmente proximo aos vasos xilematicos na
mesma regido (aumentos de 5x e 10x), proporcionalmente ao aumento 6tico, em todos

os 3 genatipos avaliados (Figuras 10-12).
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Figura 10. Imagem de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de superficie interna de raiz de trigo
(regido de maturagéo) do genotipo 4 inoculada com A. brasilense AbV5/6 e HM053.
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Figura 11. Imagem de microscopia eletronica de varredura (MEV) de superficie interna de raiz de trigo
(regido de maturagao) do gendtipo 5 inoculada com A. brasilense AbV5/6 e HMO053.
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Figura 12. Imagem de microscopia eletronica de varredura (MEV) de superficie interna de raiz de trigo
(regido de maturagao) do gendtipo 6 inoculada com A. brasilense AbV5/6 e HM053.

Os dados obtidos para a comparagao entre as metodologias de analise de area e
perimetro radicular estdo demonstrados na Tabela 4. Podemos observar uma diferenca
na ordem de grandeza entre as metodologias aplicadas, inerente a metodologia de cada
software. Os dados de area e perimetro obtidos pelo Imaged mostram que o G4
apresentou os maiores indices dentre os genotipos avaliados no T1 (controle). Houve
uma diminuicdo de area e perimetro, especialmente quando HMO053 foi inoculada,
principalmente no G5. Nao houve diferenca entre os gendtipos inoculados com a estirpe
AbV5/6. Por outro lado, os resultados da quantificacdo de area obtidos pelo software
Winrhizo ndo apresentaram diferengas entre os gendétipos avaliados. E, os dados obtidos

para o perimetro apontam uma diminuigdo do perimetro no gendtipo G5 pela presenca
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da estirpe HM053. E, o G6 apresentou um menor perimetro na presenca da estirpe
AbV5/6.

Tabela 4. Comparagao das medidas de area e perimetro em duas metodologias diferentes.

ImageJ WhinRhizo

Parametros | Gendtipos | Controle AbV5/6 HMO53 Controle AbV5/6 HMO53

Area (cm?) G4 2,15Aa 1,86Aa 0,34Bb 1974Aa  2142Aa 1722Aa
G5 1,528Bb 2,04Aa 0,27Cb 14,87Aa 18,71Aa 16,51Aa

G6 1,198b 2,17Aa 1,23Ba 19,55Aa 15,58Aa 15,3%Aa

Perimetro(cm) | G4 100,17Aa  8525Aa  3491Bb | 22556Aa  271,34Aa  142,78Ba

Go 7208Bb  9499Aa  27,25Cb | 169,68Bb  230,02Aab  178,04Ba

Gb 7036Bb  8964Aa  7271Ba | 17863Ab  186,/8Ab  167.23Aa

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com 5% de
probabilidade (n=3). Letras mailsculas diferem entre tratamentos avaliados e letras minusculas diferem
entre os genotipos.

4.DISCUSSAO

Um dos requisitos para que uma estirpe bacteriana seja considerada como
potencial endofitico e benéfico é que esta apresente uma eficiente colonizacao radicular.
A colonizagcao inclui o reconhecimento e desencadeamento de vias de sinalizagao;
entrada do microrganismo por pequenos orificios entre células/parede celular e da
interacdo positiva entre entre hospedeiro e o microrganismo (Silva Pankievicz et al.,
2021). Varios fatores podem influenciar a resposta da estirpe bacteriana, e na literatura,
varios autores relatam que a interagdo planta e bactéria como gendétipo dependente de
ambos- hospedeiro e estirpe bacteriana (Cheplick & Cho, 2003; Neiverth, 2011; Vargas
et al., 2014; Duflos, Vailleau & Roux, 2024). Deste modo, encontrar genotipos ou
cultivares com resposta positiva e negativa para a interacéo (gendétipos modelos) sédo
importantes no processo de isolamento, caracterizagdo e recomendacédo de géneros
bacterianos com potencial de promogao de crescimento vegetal (Neiverth, 2011; Ghimire
et al., 2023).
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Neste estudo, foram avaliados 8 gendtipos de trigo em cultivo in vitro frente a
associagdo com Azospirillum brasilense, na presenga e auséncia de nitrogénio,
avaliando caracteres morfoldgicos referente ao crescimento do trigo. Foi observado que
a presencga de N, (T2) e N, e A. brasilense (T4) promoveram incrementos consideraveis
na biomassa fresca total, da parte aérea e radicular da maioria dos genétipos avaliados
(Figuras 2 e 3). Este aumento ocorreu mais em fungao da presenca do N, do que pela
presenca da bactéria, uma vez que no T3 (inoculado com A. brasilense), os gendtipos
apresentaram valores similares ao controle (T1). Estes resultados sdo corroborados pela
% de N, total encontrada nas folhas (Figura 5) e pelo fato de que € bem conhecido que a
aplicacao de fertilizantes quimicos nitrogenados aumenta o conteudo de N, total das
folhas (Fathi, 2022). Deuner et al. (2008) citam que em plantas de milho, o fornecimento
de ureia a 1,0% via solo proporcionou aumento significativo no teor de proteinas nas
folhas. Lemos et al. (2013), ao avaliarem 5 gendtipos de trigo em vaso com e sem
inoculacdo com diferentes niveis de N,, observaram que o maior efeito no crescimento
foi conjugado com o maior nivel de N, usado e a bactéria por si s6 nao foi efetiva em
substituir a presenca deste nutriente.

Parametros morfolégicos como comprimento da planta inteira, biomassa seca e
fresca da parte aérea e radicular ndo foram eficazes para a determinagdo de um
genotipo com melhor ou pior resposta a presenga de N,, A. brasilense ou ambos. Como
exemplo das inconstancias nas performances dos genoétipos, na presenga de somente
N, no meio de cultura, o G7 apresentou a maior biomassa fresca da parte aérea, porém
nao apresentou a maior biomassa fresca da parte radicular, nem maior % NT e/ou a
maior area e perimetro radicular (Figura 3A e C, Figura 5). A presenca da bactéria e do
N, (T4) trouxe acréscimos em comparagao ao T2 somente em alguns genétipos como o
G3, mas este aumento foi observado somente na biomassa fresca da parte aérea (18%)
e radicular (6%), no entanto, os resultados de biomassa seca foram similares. E, o G3
nao apresentou os maiores resultados para a area ou perimetro radicular (Figura 4)
porém apresentou %NT maior quando a bactéria estava presente (T3). De modo similar,
os parametros morfologicos nao foram eficientes para a distingdo de gendtipos na
presenca de 2 diferentes estirpes de A. brasilense (Figura 8 e 9).

A superficie ou arquitetura radicular tem sido usada como critério de selecao de

gendtipos de trigo responsivos a seca (Rahnama et al.2024); relativo ao vigor das
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plantulas e acumulo de nutrientes (Liu et al., 2021) e da interacdo hospedeiro (planta)
(Silva Pankievicz et al., 2021; Gamalero, Bona & Glick, 2022). Deste modo, as medidas
de area e perimetro radicular foram escolhidas para a selegcdo de gendtipos com a
maior/menor resposta.

Uma resposta positiva a presenga da bactéria foi observada no gendtipo G5
(Biotrigo Talisma), que apresentou a maior area e perimetro radicular (Figura 4) e uma
maior biomassa fresca radicular em T3 (Figura 3C). De modo contrario, o G6 (TBIO
Calibre) apresentou a menor area e perimetro radicular e biomassa fresca radicular,
sendo considerado de resposta negativa a presenga da estirpe (Figura 3C). Também
nesta selegcédo foi incluido o G4 (TBIO Audaz) como de resposta negativa, ja que
apresentou uma reducéo de area e perimetro pela presenca de N,. A. brasilense AbV5/6
e ambos (Figura 4). Estes foram escolhidos para a avaliacédo do efeito de diferentes
estirpes (AbV5/6 e HMO053) no crescimento radicular das plantas, a 2° etapa de
avaliagoes.

Algumas caracteristicas agrondmicas e classificagado industrial dos gendétipos
escolhidos estdo demonstradas na Tabela 1. G4 e G5 sao cultivares melhoradoras da
farinha, enquanto G6 é melhorador e apto para panificagao. Estas cultivares TBIO Audaz
(G4), Biotrigo Talisma (G5) e TBIO Calibre (G6) sao cultivares comerciais e apresentam
ciclo precoce, precoce e superprecoce, respectivamente e todos apresentam estatura
baixa.

A comparagao entre os resultados obtidos para o G5 nos tratamentos
nitrogenados (T2 e T4) e A. brasilense AbV5/6 (T3) permitem concluir que, apesar de A.
brasilense ter a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, a maior contribuicdo desta
estirpe foi para sua capacidade de estimular crescimento por fito-hormonios e outros
efeitos do que a fixagao biolégica propriamente dita (Hungria et al., 2010). Embora sem
poder comparativo devido ao sistema de cultivo, Kazi et al. (2016) em estudos realizados
a campo nao encontraram diferencas na biomassa e produtividade de 5 gendtipos de
trigo com 3 estirpes de A. brasilense (Sp7, Sp7-S, Sp245).

O banco de germoplasma da Biotrigo descende da OR sementes e a primeira
cultivar Biotrigo lancada foi a TBio Pioneiro em 2010. Em 2017, novas cultivares foram
introduzidas no mercado brasileiro por cruzamentos com cultivares de origem (genética)

francesa visando principalmente maior estabilidade na producdo, tolerancia a
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germinagao na espiga, acamamento e diversas doengas (Biotrigo, 2023). Deste modo,
pode-se concluir que os genotipos utilizados neste estudo, apresentam base genética
similar e, portanto, devendo apresentar uma mesma performance de resposta a
interacdo. Valente et al. (2020) ao testarem 200 variedades e cultivares de trigo
ancestrais e modernos, observaram que a interagdo entre o género Pseudomonas
kilonensi F133 foi maior nos acessos ancestrais usados. Os autores citam que o
melhoramento moderno selecionou gendtipos com uma menor capacidade de interagao
com este género. Tkacz et al. (2020) estudaram a microbiota de trigos ancestrais
selvagens, modernos (com aptiddo de panificagdo e massa) e hibridos sintéticos. Os
autores observaram uma microbiota similar em nivel de filo, porém com géneros
bacterianos especificos para os ancestrais e para os genotipos modernos.

Varios autores citam que o gendtipo da planta tem uma grande influéncia na
composi¢cao da microbiota rizosférica e por conseguinte na sua fungao podendo afetar a
performance produtiva das mesmas (Peiffer et al.,, 2013; Jacquiod et al., 2022). O
genotipo determina o tipo de exsudato e este, determina quais géneros bacterianos
estariam mais préximos da rizosfera, interagindo com a planta (Hu et al., 2018).

Os resultados obtidos apontam que ambas as estirpes foram capazes de
colonizar as plantulas com uma grande populagdo (10" a 10° UFC.mL™") (Tabela 3) de
modo epifitico e endofitico (Figuras 10 e 11). Estes resultados demonstram que n&o
houve diferenciagcao tanto de estirpe como de hospedeiro na interagao planta-bactéria.
No entanto, as medidas de area e perimetro feitas pelos softwares, apontam para um
aumento de area e perimetro nos genoétipos G5 e G6 (Image J- Tabela 4) pela presenca
da estirpe AbV5/6. Os dados obtidos no software Winrhizo nao distinguiu os gendtipos
em relagao a area, porém o G5 aumentou o perimetro radicular na presenca da estirpe
AbV5/6.

A presengca de uma massa bacteriana ou biofilme foi observado em todos os
gendtipos de trigo avaliados, bem como quando as 2 estirpes de A. brasilense foram
inoculadas (Figuras 10 e 11). Biofilmes sao estruturas complexas de células microbianas
que aderem a uma superficie e sdo cercados por uma matriz polimérica extracelular. E
definido como um agregado microbiano complexo incorporado em uma matriz polimérica
extracelular hidratada (EPS) (Gupta, Snehi & Singh, 2017). Os resultados obtidos estédo

em concordancia com a natureza endofitica de género Azospirillum (Nievas et al., 2023),
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bem como, a habilidade deste género em formar biofilme bacteriano internamente
aderido as plantas (Saul Burdman, Yaacov Okon & Edouard Jurkevitch, 2000). A
populacdo bacteriana nas plantas avaliadas ficou em torno de 10" a 10° UFC.mL",
concordando com Chattopadhyay et al. (2022) que cita biofiimes bacterianos sendo
caracterizados com populagao a partir de entre 108 a 10" UFC.mL™.

O biofilme desempenha um papel importante no estabelecimento da associacao
de bactérias com o hospedeiro, pelo envolvimento de polissacarideos e proteinas
extracelulares (Ajijah et al., 2023). Os biofiimes bacterianos podem competir com
sucesso com outros microrganismos encontrados nas superficies vegetais. Além disso,
os biofilmes das BPCV associados as plantas s&o capazes de proteger locais de
colonizagéao, ciclagem de nutrientes, aumentar as defesas de patégenos e aumentar a
tolerdncia a estresses abiodticos, aumentando assim a produtividade agricola e os
rendimentos das culturas (Gupta, Snehi & Singh, 2017; Ajijah et al., 2023).

Ao compararmos os resultados de area e perimetro obtidos pelos 2 softwares foi
observado uma grande diferenca entre as metodologias (Tabela 4). Esta diferenca
impede a comparagao entre os sistemas de imagem e ela ocorre pela diferenca de
metodologia de calculo e aquisicao da real superficie radicular. O Winrhizo ao usar
scanner especial de alta qualidade, capta as raizes menores e laterais, originando maior
area ou superficie e sistema de iluminagdo com software que pode converter
prontamente imagens da raiz em dados sobre morfologia, topologia, arquitetura e
analises de cores (Gamalero, Bona & Glick, 2022). Enquanto, no Imaged, utiliza o
meétodo do desenho manual das raizes a partir de uma fotografia (Tennant, 1975). Neste
ultimo, as medidas de area e perimetro poderiam estar subestimadas pela dificuldade de
observacao de raizes menores ou sobrepostas pelo usuario. Gamalero, Bona & Glick
(2022) citam que é necessario interpretar cuidadosamente os dados adquiridos através
de diferentes métodos. No caso do Imaged, os autores recomendam usar coloragcao do
material a ser avaliado para melhorar o contraste entre as raizes mais finas e o plano de

fundo e para evitar o maximo possivel de raizes sobrepostas durante a analise.
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5 CONCLUSAO

As medidas morfolégicas de comprimento, biomassa fresca e seca nao foram
eficientes para a distingdo de gendtipos responsivos ou nao responsivos (modelos) a
interacdo planta-bactéria. O uso dos parametros de area e perimetro radicular foram
mais eficientes para selecionar 3 gendtipos entre os 8 avaliados por uma performance
distinta: G4 (com resposta negativa a presencga de N2 e/ou Azospirillum); G5 e G6 com a
melhor e pior area e perimetro radicular na presenga de Azospirillum, respectivamente.

Os resultados demonstram que os genodtipos de trigo responderam mais a
presenca de nitrogénio no meio de cultura do que propriamente a bactéria. As estirpes
AbV5/6 e HM053 foram encontradas endofiticamente nos gendtipos avaliados com
formacdo de um macigo bacteriano promovido por uma populagdo de 10" a 10°
UFC.mL". Os resultados da avaliacdo de area e perimetro radicular pelos softwares
Imaged e Winrhizo foram divergentes pela metodologia inerente a cada um, sendo que o
Winrhizo obteve os maiores valores de area e perimetro radicular. Em relagao ao efeito
das estirpes bacterianas, a estirpe AbV5/6 aumentou a area e o perimetro radicular em
todos os gendtipos em relagdo ao controle, enquanto o HM053 diminui o perimetro do
G4 e G5.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Embora inoculantes a base de A. brasilense sejam agronomicamente
recomendados para diversas culturas e condigdes edafoclimaticas em todo o planeta,
existem muitas incégnitas a respeito de como os efeitos benéficos desta interacéo
ocorreriam. O trigo, € uma cultura exigente em N, e, responde prontamente a oferta
deste nutriente. Ja a interacdo com a bactéria parece depender da presenga do N,
quanto da estirpe presente na interacao. Diante destes fatos, estudos complementares
deverdo ser realizados para a recomendacédo de estirpes de Azospirillum brasilense

neste cereal.
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