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Exopolimeros bacterianos como protetores

celulares em inoculantes para soja

BARBOSA, R. L."; HELENE, L. C. F.23; RONDINA, A. B. L.%; GUIMARAES, G. S.%;
HUNGRIA, M.%; NOGUEIRA, M. A4

'UEL, Departamento de Microbiologia, Londrina, PR; 2UEL, Departamento de Bioquimica e Biotecnologia;
SUEL, Departamento de Biologia Animal e Vegetal; “Pesquisador(a), Embrapa Soja.

Introducgao

A produtividade da soja no Brasil esta diretamente relacionada a inoculagao
com Bradyrhizobium spp., que disponibiliza a maior parte do nitrogénio (N)
demandado pela cultura por meio da fixa¢do biolégica de nitrogénio (FBN)
e dispensa o uso de N fertilizante. No entanto, o tratamento de sementes
(TS) com agrotéxicos pode reduzir a sobrevivéncia das bactérias inoculadas,
diminuindo a eficiéncia da FBN e a produtividade (Hungria; Nogueira 2020).
A adicado de protetores celulares pode reduzir os efeitos nocivos dos agroto-
xicos aos inoculantes (Machineski et al., 2018).

Substancias poliméricas extracelulares (EPS ou exopolimeros) naturalmen-
te sintetizadas por microrganismos como Agrobacterium sp. e Rhizobium
sp. para protecdo contra estresses ambientais ja tém amplo uso industrial
(Freitas et al., 2017) e podem ser usadas como aditivos em formulagbes de
inoculantes (Farias et al., 2022). Contudo, estudos quanto ao uso como pro-
tetores celulares em inoculantes liquidos para aumentar a compatibilidade
com agrotoéxicos ainda sdo escassos. Este estudo avaliou o efeito protetor
de EPS produzidos por Agrobacterium sp. e Rizhobium sp. em estirpes de
Bradyrhizobium spp. inoculadas em sementes de soja tratadas com Standak®
Top.

Material e Métodos

Selecgao de isolados produtores de EPS

Avaliagdes fenotipicas (Castellane et al., 2014) e quantificagdo da produ-
¢ao de EPS pelo método Fenol-Sulfurico (Dubois et al., 1956) em diferen-
tes tempos de crescimento foram realizadas em 15 isolados dos géneros
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Rhizobium sp., Burkholderia sp., Mesorhizobium sp., Gluconacetobacter sp.
e Agrobacterium sp. As estirpes CNPSo 1627 de Rhizobium sp. e CNPSo
4041 de Agrobacterium sp. foram consideradas promissoras para futuros tes-
tes pela abundante produgéo de EPS. Para eliminar as células dos isolados
produtores e avaliar apenas o efeito dos EPS produzidos em parte dos trata-
mentos, o cultivo foi autoclavado. Esse processo nao alterou a concentragao
de EPS, indicando termoestabilidade.

Compatibilidade entre os isolados produtores de EPS
e estirpes comerciais de Bradyrhizobium spp.

A compatibilidade das estirpes de Bradyrhizobium spp. (SEMIA 5079, SEMIA
5080, SEMIA 5019 e SEMIA 597) foi testada com os isolados produtores de
EPS com base no método cross-streak (Williston et al., 1947). As colbnias
apresentaram crescimento normal na presenca dos EPS e dos isolados pro-
dutores, indicando compatibilidade. As estirpes SEMIA 5080 e SEMIA 5079
foram escolhidas para as analises seguintes, por serem as mais empregadas
comercialmente em inoculantes para soja.

Efeito protetor dos EPS sobre Bradyrhizobium spp. in vitro

As estirpes SEMIA 5080 e SEMIA 5079 foram combinadas com cultivos in
natura ou autoclavados de cada estirpe produtora de EPS. As combina-
¢bes foram inoculadas em sementes de soja tratadas com Standak®Top
(Piraclostrobina, 25 g L'; Tiofanato Metilico, 225 g L™; Fipronil, 250 g L', na
dose de 2 mL kg' de sementes), mantendo-se controles sem agrotéxico e
sem EPS, e com agrotéxico e sem EPS, totalizando seis tratamentos para
cada estirpe de Bradyrhizobium spp. (Tabela 1). A recuperagéo de células de
Bradyrhizobium spp. foi realizada em diferentes tempos de armazenamento
das sementes tratadas com base na Instrugao Normativa n° 30 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2010) em meio acrescido
de ciclohexamida e tetraciclina. Os resultados foram expressos em log UFC
semente-1 e plotados graficamente.
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Tabela 1. Tratamentos aplicados no ensaio in vitro para avaliagdo do efeito protetor
dos EPS produzidos pelos isolados CNPSo 1627 (Rhi) e CNPSo 4041 (Agro), in natu-
ra (nat) ou autoclavados (aut), sobre a sobrevivéncia de Bradyrhizobium spp., SEMIA
5079 e SEMIA 5080, inoculadas em sementes de soja tratadas com Standak® Top.

tratamente T Standak® Top 2 mL kg") | EPS @ mLkg)

-TS Ausente Ausente

+TS Presente Ausente

+TS EPS Rhi nat Presente CNPSo 1627 In natura
+TS EPS Rhi aut Presente CNPSo 1627 autoclavado
+TS EPS Agro nat Presente CNPSo 4041 In natura
+TS EPS Agro aut Presente CNPSo 4041 autoclavado

a-TS, sementes sem tratamento quimico e sem EPS; +TS, sementes com tratamento quimico e sem EPS;
+TS EPS Rhi nat, sementes com tratamento quimico e com EPS in natura de Rhizobium sp.; +TS EPS
Rhi aut, sementes com tratamento quimico e com EPS autoclavado de Rhizobium sp.; +TS EPS Agro nat,
sementes tratadas com quimico e com EPS in natura de Agrobacterium sp.; +TS EPS Agro aut, sementes
tratadas com quimico e com EPS autoclavado de Agrobacterium sp.

Efeito protetor dos EPS sobre Bradyrhizobium
spp. em casa de vegetacao

Sementes de soja cv. BRS 543 tratadas com Standak®Top (2 mL kg™') foram
inoculadas separadamente com cada estirpe, SEMIA 5080 ou SEMIA 5079,
combinadas com cultivos in natura ou autoclavados das estirpes produtoras
de EPS como no ensaio in vitro, mantendo-se dois controles: sementes de-
sinfectadas com alcool etilico (70%) e hipoclorito de sddio (0,4-0,6%) e nao
inoculadas (controle absoluto); e sementes com agrotdxico nao inoculadas,
totalizando 14 tratamentos, em seis repeticées. A semeadura foi realizada em
vasos de Leonard contendo substrato estéril (areia: carvdo moido, 2:1 v/v) e
solugao nutritiva estéril sem nitrogénio (Broughton; Dilworth, 1971). O expe-
rimento foi conduzido até 30 dias ap6s a emergéncia das plantulas (DAE) e
avaliado quanto a massa da parte aérea, raizes e nédulos secos, nimero de
nodulos e teor de N na parte aérea (Willis et al., 1996). O acumulo de N na
parte aérea foi calculado com base na concentragdo na parte aérea seca. Os
dados foram submetidos a ANOVA e teste de Duncan a p < 0,05 pelo software
STATISTICA v.12.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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Resultados e Discussao

Em condicao de laboratério, para ambas as estirpes (SEMIA 5080 e SEMIA
5079), houve redugéo na recuperagao de células com o aumento do tempo de
armazenamento. Contudo, o EPS in natura ou autoclavado da estirpe CNPSo
4041 manteve, em niveis aceitaveis, a sobrevivéncia da estirpe SEMIA 5080
na presencga do agrotoxico até 24 h de armazenamento. Para a estirpe SEMIA
5079 os EPS da estirpe CNPSo0 4041 e o EPS autoclavado da estirpe CNPSo
1627 promoveram maior sobrevivéncia até 48 h. O teste evidenciou a maior
sensibilidade ao armazenamento da estirpe SEMIA 5080 em relagao a SEMIA
5079, independente dos tratamentos de sementes (Figura 1). Farias et al.
(2022) observaram maior viabilidade celular de Bradyrhizobium spp. (estir-
pes SEMIA 5019, SEMIA 5079, SEMIA 6461 e SEMIA 6463) em inoculantes
liquidos formulados com EPS de Paraburkholderia sp. (UFLA 04-269) e R.
tropici (CIAT 899) por até 90 dias de armazenamento, Esses resultados séo
pioneiros quanto ao uso dos EPS em inoculantes e seu potencial como prote-
tores em condigdes estressantes as células de rizébios expostas a produtos
quimicos, de modo a aumentar a viabilidade celular das bactérias inoculadas.

Log UFC semente”!
Log UFC semente™!

—o— TS

. +TS v . . +TS
| {=—-v-—— +TSEPS Rhi nat S Moo | { ==~~~ +TSEPS Rhinat
—-—y-—--  +TS EPS Rhi aut - v —-—w-—-- +TS EPS Rhi aut
— -0 —  +TSEPS Agro nat >~ — -0 —  +TSEPS dgro nat
— —m—— 4TS EPS Agro aut Ny — —m—— +TS EPS Agro aut

0 24 48 72 96 0 24 48 72 96

Tempo de armazenamento (horas) Tempo de armazenamento (horas)

Figura 1. Nimero de células (log UFC semente™) das estirpes SEMIA 5080 (A) e
SEMIA 5079 (B) recuperadas de sementes de soja tratadas com agrotéxico na
presenga de EPS, in natura ou autoclavados, dos isolados CNPSo 1627 e CNPSo
4041 em diferentes tempos de armazenamento das sementes.

-TS, sementes sem agrotdxico; +TS, sementes com agrotéxico; +TS EPS Rhi nat, sementes com agrotdxico
e adigdo de EPS in natura de Rhizobium sp. (CNPSo 1627); +TS EPS Rhi aut, sementes com agrotoxico e
adigao de EPS autoclavado de Rhizobium sp. (CNPSo 1627); +TS EPS Agro nat, sementes com agrotoxico e

adigao de EPS in natura de Agrobacterium sp. (CNPSo 4041); +TS EPS Agro aut, sementes com agrotoxico
e adigao de EPS autoclavado de Agrobacterium sp. (CNPSo 4041).
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Em casa de vegetacdo, nas plantas dos tratamentos inoculados com a
SEMIA 5080 (Tabela 2), ndo houve efeito sobre a nodulagdo ou massa de
raizes secas, independente da presenga do quimico no TS e da adigao dos
EPS. Diferentemente desses resultados, em um estudo da sobrevivéncia de
Bradyrhizobium spp. (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) em inoculante turfoso ino-
culado em sementes de soja tratadas com diferentes fungicidas, Costa et al.
(2013) observaram diminui¢ao da nodulagao, que variou entre os tratamen-
tos com diferentes produtos formulados com os mesmos principios ativos,
indicando que a toxicidade do agrotdxico pode também estar relacionada a
presencga de outros aditivos nas formulagdes.

Todos os tratamentos inoculados com a estirpe SEMIA 5080, independente
da presenca do agrotéxico e da adi¢cdo de EPS, apresentaram niveis superio-
res de massa da parte aérea seca, quando comparados ao tratamento sem
inoculacao, reforcando a importancia da utilizagdo de estirpes fixadoras de
nitrogénio. A inoculacéo da estirpe SEMIA 5080 com EPS in natura da estirpe
CNPSo 1627 se destacou quanto ao teor de N nas plantas, contudo, nao
houve diferenga significativa para o N acumulado na parte aérea das plantas
inoculadas, independente dos EPS.

Nas plantas inoculadas com a estirpe SEMIA 5079 (Tabela 2), o maior nu-
mero de nodulos foi observado no tratamento inoculado e sem quimico no
TS, indicando que a presenga do agrotdxico, mesmo com a adigdo dos EPS
como protetores celulares diminuiu a nodulagéo. Porém, ndo houve diferen-
cas significativas entre os tratamentos quanto a massa de nédulos. A adigao
dos EPS autoclavado da estirpe CNPSo 1627 e in natura da estirpe CNPSo
4041 estimulou o desenvolvimento de raizes em relagao aquelas dos trata-
mentos controles com agrotéxico, inoculados e ndo inoculados. As plantas
da combinagcdo SEMIA 5079 e EPS in natura de CNPSo 4041 também se
destacaram quanto a massa de parte aérea seca. Quanto ao teor de N e N
acumulado na parte aérea, ndo houve diferencgas significativas entre os trata-
mentos inoculados, independente da presenca de EPS.
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Tabela 2. Pardmetros simbidticos e de crescimento de soja cultivada em casa de
vegetacgao, cujas sementes foram tratadas ou ndo com agrotoxico e inoculadas com
diferentes combinagdes das estirpes SEMIA 5080 e SEMIA 5079 e EPS, in natura ou
autoclavados, dos isolados CNPSo 1627 (Rhi) ou CNPSo 4041 (Agro).

Nodulagao Biomassa N na parte aérea
NNP MNS MRS MPAS Teorde N N acumulado

fraamentost  mepl) (mgpl) (@PF) (@P)  (gkg")  (mgpl)

+TS (NI) - - 056  091b 9,85¢ 8,91b
TS (1) 49,2 230 0,61 1,80 a 37,8 ab 66,3 a
+TS (1) 42,8 215 0,61 1,60 a 38,5 ab 59,2 a
+TSEPSRhinat 58,1 247 0,61 1,91a 413a 772a
+TSEPSRhiaut 48,6 175 049  145ab 34,6 b 52,1a
+TSEPSAgronat 46,5 200 056  161a 38,1 ab 62,0 a
+TSEPSAgroaut 38,5 187 068  158a 36,5 ab 59,6 a
Value-p 0,12 0,55 0,20 0,04 <0,01 <0,01
CV (%) 28,5 34,6 20,3 36,1 32,2 56,1

+TS (NI) - - 056d 091c 9,85b 8,91b
TS (1) 60 a 208 083ab 159ab 319a 52,5a
+TS (1) 43 ab 147 059cd 1,26 bc 375a 48,6 a
+TSEPSRhinat  26b 190  0,78abc 1,58ab 336a 52,0 a
+TSEPSRhiaut  45ab 212 089a 163ab 338a 57,3a
+TSEPSAgronat 40b 225 089a 187a 359a 67,2a
+TSEPSAgroaut  36b 173 066bcd 146ab 394 a 59,2 a
Value-p 0,01 0,12 <0,01  <0,01 <0,01 <0,01
CV (%) 45,1 28,1 27 29,7 36,2 49,8

Os dados representam a média de seis repeticdes. Médias seguidas por letras na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Duncan a p < 0,05.

2 +TS (NI), sementes com tratamento quimico ndo inoculadas; -TS (l), sementes sem tratamento quimico
inoculadas; +TS (l), sementes com tratamento quimico inoculadas; +TS EPS Rhi nat, sementes com
tratamento quimico, inoculadas e com EPS in natura de Rhizobium sp.; +TS EPS Rhi aut, sementes com
tratamento quimico, inoculadas e com EPS autoclavado de Rhizobium sp.; +TS EPS Agro nat, sementes
com tratamento quimico, inoculadas e com EPS in natura de Agrobacterium sp.; +TS EPS Agro aut,
sementes com tratamento quimico, inoculadas e com EPS autoclavado de Agrobacterium sp.

°NN Numero de nédulos; MNS Massa de nédulos secos; MRS Massa de raizes secas; MPAS Massa de parte
aérea seca.
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Conclusao

Os EPS de Rhizobium sp. e Agrobacterium sp. aumentaram a viabilidade
celular de Bradyrhizobium spp. inoculados em sementes de soja pré-tratadas
com agrotoxico e beneficiaram atributos relativos a FBN e ao desenvolvimen-
to das plantas de soja em ensaios in vitro e em casa de vegetagao. O estudo
€ pioneiro na avaliagdo de EPS para aumentar a compatibilidade de quimicos
com inoculantes no tratamento de sementes de soja.
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