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RESUMO

Cyriaco, Beatriz Elisa Barcelos, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, 30 de julho de 2021. Titulo: Predominancia de morfotipos do
bacterioma nativo de sementes e aclimatacdo de plantulas de milho (Zea mays L.)
em resposta ao tratamento de termoterapia. Orientador. Prof. Fabio Lopes

Olivares.

O estudo do microbioma das sementes vem ganhando cada vez mais
espaco entre as pesquisas microbioldgicas de plantas. Comunidades bacterianas
podem ser transmitidas horizontalmente, através do ambiente em que a planta
esta inserida, ou verticalmente, através da planta-mée. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito do tratamento de termoterapia na microbiota nativa de
sementes de milho considerando a qualidade fisiolégica das plantulas em
resposta aos tempos e temperaturas propostos. Para isto, sementes de milho Zea
mays L. cv. DKB 177 foram tratadas com termoterapia a seco nas temperaturas
de 60°C e 70°C, e nos tempos de 72 e 96 horas. ApOs o tratamento, as sementes
foram incubadas em BOD por 7 dias e o vigor das sementes foi determinado pelo
teste bioquimico de tetrazdlio. Para quantificacdo de bactérias totais e
diazotréficas, foi realizada contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) e
analise da Tabela de McCraddy (NMP), respectivamente. A avaliacdo de
formacéo de biofilme foi realizada através do método de coloragéo de safranina. A
curva de crescimento bacteriano foi medida através da densidade éptica em meio
liguido. As sementes foram cultivadas em casa de vegetacdo, com posterior
avaliacdo dos parametros biométricos das plantas. O DNA das sementes foi
extraido e quantificado por qPCR com amplificagdo do gene 16S rDNA.
Segmentos das raizes foram coradas com tetrazdlio para visualizagdo de células
bacterianas e nichos por elas ocupados. A termoterapia modificou a
predominéancia das populacfes bacterianas das sementes de milho, em funcéo do
binbmio tempo-temperatura. Nos tratamentos 60°C-96h, 70°C-72h e 70°C-96h,

Vi



um isolado bacteriano com alta producdo de EPS foi predominante. De acordo
com o0 ensaio de densidade Optica e parametros biométricos das plantas, o
tratamento de 70°C-72h foi o mais eficiente na reducdo do microbioma das
sementes, apresentando menor dano fisiolégico as plantulas comparado ao
controle. O tratamento de 60°C-96h foi 0 mais prejudicial quando colocado em
condi¢cdes normais de casa de vegetacdo. Este trabalho é pioneiro no estudo de
bactérias nativas das sementes aliado ao uso da termoterapia, abrindo novas
possibilidades para estudos e aplicagcbes biotecnolégicas com isolados
bacterianos resistentes a altas temperaturas e com grande producdo de EPS,
caracteristica desejavel em bioinsumos para condi¢cfes de estresse hidrico.

Palavras-chave: Ecofisiologia microbiana, microbioma, bactérias endofiticas.

Vi



ABSTRACT

Cyriaco, Beatriz Elisa Barcelos, State University of Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, July 30, 2021. Title: Morphotypes predominance of native seed
bacteriome and maize seedlings acclimatization (Zea mays L.) in response to dry

heat treatment. Advisor: Prof. Dr. Fabio Lopes Olivares.

The study of the seed microbiome has been gaining space among plant
microbiological research. Bacterial communities can be transmitted horizontally
through the environment in which the plant is inserted or vertically through the
mother plant. This work aimed to evaluate the effect of dry heat treatment on the
native microbiota of maize seeds considering the seedling’s physiological quality in
response to the proposed times and temperatures. For this, maize seeds (Zea
mays L. cv. DKB 177) were treated with dry heat at temperatures of 60°C and
70°C for 72 and 96 hours. After treatment, the seeds were incubated in BOD for
seven days and seed vigor was determined by the tetrazolium biochemical test.
For quantification of total and diazotrophic bacteria, colony-forming units (CFU)
counting and McCraddy Table (NMP) analysis were performed, respectively. The
evaluation of biofilm formation was performed using the safranin staining method.
The bacterial growth curve was measured by optical density in a liquid medium.
The seeds were grown in greenhouse conditions with subsequent evaluation of
the plant biometric parameters. Seed DNA was extracted and quantified by qPCR
with amplification of the 16S rDNA gene. Segments of roots were stained with
tetrazolium to visualize bacterial cells and the niches occupied. Dry heat treatment
modified the predominance of bacterial populations in maize seeds as a function
of the time-temperature binomial. The treatments 60°C-96h, 70°C-72h and 70°C-
96h presented a predominance of a bacterial isolate with high EPS production.
According to the optical density assay and plant biometric parameters, the 70°C-
72h treatment efficiently reduced the seed microbiome and presented less

physiological damage to the seedlings than the control. The 60°C-96h treatment
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was the most harmful for plants under standard greenhouse conditions. This work
is a pioneer study of native bacteria from seeds combined with the use of
thermotherapy, opening new possibilities for biotechnological applications and
studies with bacterial isolates resistant to elevated temperatures and high

production of EPS, a desirable trait in bio inputs for water stress conditions.

Keywords: Microbiota ecophysiology, microbiome, endophytic bacteria.



Introducéo

Uma das maiores biodiversidades do planeta compreende seres que néo
sao identificados a olho nu, mas estdo presentes em sua maioria no solo: 0s
microrganismos. Também chamado de microbioma, um grande grupo composto
por bactérias, fungos, arqueas, virus e protozoarios que vivem em comunidade
interagindo entre si e com o ambiente em que se encontram, participam
ativamente dos ciclos biogeoquimicos e, consequentemente, dao suporte a vida
macroscopica (Jansson & Hofmockel, 2020). O estudo de microrganismos se
tornou peca fundamental no que tange as praticas sustentaveis de cultivo e
conservacdo do solo, uma vez que ha necessidade em modificar o manejo
convencional, criando alternativas para reduzir o uso de fertilizantes minerais na
agricultura, mantendo a alta produtividade diante do aumento da populacéo e das
mudancas climaticas (Compant et al., 2019).

Estudos envolvendo microbiomas vegetais em sistemas de producao
vegetal tém dado énfase a comunidades microbianas nativas do solo que
colonizam a rizosfera, regido do solo com intensa atividade microbiana que
circunda as raizes das plantas. Esta regido apresenta diferencas em sua
microfauna de acordo com a espécie vegetal, genotipos da planta, o tempo de
plantio e as técnicas de manejos agricolas implementadas, como rotacdo de
culturas ou monocultivo (Compant et al., 2019; Donn et al., 2014). A partir da
exsudacdo de uma gama de metabdlitos radiculares primarios e secundarios,
ocorre o chamado efeito rizosfera, que modula a comunidade microbiana desta
regido (Guyonnet et al., 2018; Compant et al., 2019).

Um grupo de microrganismos que também podem se associar as plantas,
porém pouco explorados na literatura sd&o o0s microrganismos residentes das
sementes. Estes microrganismos interagem com as plantas principalmente em
seu estagio inicial, podendo permanecer nos estagios vegetativos subsequentes
(Hardoim et al. 2015). Isto pode ser explicado pela ubiquidade destes seres e a

capacidade das plantas de fornecerem nichos favoraveis ao seu crescimento



(Nelson, 2017). Por consequéncia, a microbiota das sementes pode ser herdada
da planta-méae, por transferéncia vertical, ou pelo ambiente em que a planta esta
inserida, por transferéncia horizontal. Esta Gltima pode ser pelo solo, agua,
agentes dispersantes ou polinizadores, como demonstrado no estudo de Prado et
al. (2020) em que houve modulagao na estrutura microbiana de flores e sementes
de colza apoés a polinizagdo, com introducao de tdxons associados as abelhas.

Uma técnica muito utilizada para o estudo da fracdo culturavel da
microbiota das sementes € a desinfestacdo destas. Com a desinfestacdo, €&
possivel comparar plantas com microbiota nativa e plantas com microbiota
reduzida, no intuito de entender melhor a funcdo destes seres no crescimento e
desenvolvimento vegetal. A técnica de desinfestacdo mais utilizada entre os
pesquisadores € o método quimico utilizando hipoclorito de sodio (NaOCI),
principalmente para desinfestagdo superficial e estudo de microrganismos
endofiticos (Chowdhury et al., 2019).

A termoterapia, ja amplamente utilizada no controle de diversos
fitopatdgenos, surge entdo como método fisico de desinfestacdo promissor para
estudo do microbioma de sementes. O principal foco do presente trabalho é
estabelecer um protocolo de termoterapia a seco em que haja uma consideravel
reducdo da microbiota nativa de sementes considerando o tratamento que
proporcione menores danos fisiologicos a semente. Este € um estudo de base
para entendimento da ecologia bacteriana de sementes e possiveis aplicacfes

biotecnolégicas com microrganismos isolados no futuro.



1. Reviséo Bibliografica

1.1.InteragBes planta-bactéria

A microbiota bacteriana pode estabelecer relacbes simbidticas ou
associativas com plantas, com interaces de comensalismo, parasitismo ou
mutualismo. A interacdo mutualistica é alvo de pesquisas para produtos
biotecnolégicos, uma vez que os microrganismos se beneficiam dos exsudados
vegetais enquanto auxiliam plantas a crescerem e se desenvolverem (Bulgarelli et
al., 2013). Um exemplo de simbiose bactéria-planta de grande importancia
agrondmica é a inoculacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio, principalmente
dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium em leguminosas. Esta simbiose ocorre
nos nodulos das raizes das plantas, onde bactérias diazotréficas transformam o
nitrogénio atmosférico (N2) em amdnia (NHs3) por meio da enzima nitrogenase,
tornando este nitrogénio assimilavel para as plantas (Simpson e Burris, 1984). A
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) representa 80% da fonte de N que supre a
grande demanda do nutriente na cultura da soja brasileira, 0 que representa uma
economia nacional de aproximadamente 15 bilhdes de ddlares por ano (Hungria &
Mendes, 2015).

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) podem se
associar as plantas epifiticamente, colonizando a superficie vegetal, ou
endofiticamente, colonizando o interior da planta. Os mecanismos de promocao
de crescimento podem ser diretos e indiretos. Como exemplo de mecanismos
diretos, podemos citar: a FBN, solubilizacdo de fosfato, produgéo de fitorménios
reguladores de crescimento vegetal e inducéo a resisténcia a fatores abidticos,
como estresse hidrico, salino ou por metais pesados. Dentre 0s mecanismos
indiretos, destaca-se a atuacdo de bactérias no controle bioldgico como acao
antagonica contra fitopatégenos (Vejan et al., 2016; Oliveira et al., 2003).

A bactéria diazotrofica endofitica Herbaspirillum seropedicae € um exemplo
ja descrito na literatura como BPCV, colonizando predominantemente gramineas

(Olivares et al., 1996) mas também apresentando resultados positivos na



promocdo de crescimento em dicotileddéneas, como no estudo de Leandro et al.
(2019). Neste estudo foi observado um incremento significativo em plantas de
Arabidopsis thaliana inoculadas. Cura et al. (2017) demonstraram que a
inoculagéo de H. seropedicae em consoércio com Azospirillum brasilense foi capaz
de mitigar os efeitos de estresse hidrico em plantas de milho, sendo esta ultima
espécie bacteriana ja utilizada em inoculantes comerciais.

Diversos microrganismos com potencial biotecnolégico séo isolados
através de metodologias para obtencdo da fracao culturavel da microbiota, como
plaqueamento em meio de cultura Nutrient Broth ou meios de cultura especificos
para bactérias diazotroficas, como o meio semi-sélido isento de nitrogénio JNFb
(Baldani et al., 1992). Técnicas biomoleculares, como analise metagenémica, tém
permitido a identificacdo desta comunidade microbiana, abrangendo também a
fracdo n&o culturavel deste microbioma (Turner et al., 2013).

As interagBes planta-microrganismos sdo complexas, dificeis de serem
reproduzidas fielmente em laboratoério e sempre demandam novas pesquisas para
preencherem as lacunas ainda existentes, sendo uma area de grandes
possibilidades para novas descobertas que auxiliam no cultivo agrondémico

sustentavel.

1.2. Bactérias nativas de sementes

Sementes ou material propagativo vegetativo podem abrigar uma
comunidade microbiana, cujo papel é ainda pouco explorado (Schlaeppi &
Bulgarelli, 2015). Segundo Berg & Raaijmakers (2018), a microbiota associada as
sementes era desconsiderada, acreditando-se que sementes saudaveis eram
estéreis apos tratamentos contra fitopatogenos. Com o avanco dos estudos das
Omicas nas ultimas décadas, pesquisadores tém demonstrado que as sementes
possuem uma comunidade microbiana benéfica que pode ser transmitida
verticalmente, de geracdo para geracdo, ou horizontalmente pelo solo, agua,
agentes dispersantes ou polinizadores (Nelson, 2017; Berg & Raaijmakers, 2018).

Estas comunidades bacterianas podem exercer papel determinante para o
crescimento e desenvolvimento vegetal. As bactérias provenientes das sementes

influenciam em todo o ciclo vegetativo, principalmente no momento de maior



vulnerabilidade, entre a germinacéo até formacdo das plantulas (Nelson, 2017).
Porém, a dificuldade de erradicar totalmente os microrganismos das sementes,
principalmente a microbiota endofitica, dificulta a compreensdo do papel destes
nas plantas. Outro obstaculo no estudo destes microrganismos € que parte da
populacdo ndo ¢é culturavel, impossibilitando a realizacdo de diversos
experimentos para elucidar sua funcionalidade (Verma et al., 2019).

Verma et al. (2017) demonstraram como bactérias endofiticas de sementes
de arroz influenciam n&o s6 no crescimento e desenvolvimento das plantulas
como no biocontrole do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum. Dentre as
espécies bacterianas isoladas nesse estudo estdo Enterobacter asburiae,
Pantoea dispersa e Pseudomonas putida. Verma et al. (2017) relataram o
reestabelecimento dos parametros de crescimento das plantulas com a
reinoculacdo destas espécies em sementes desinfestadas (NaOCl 4% e sulfato
de estreptomicina).

A utilizacdo de comunidades sintéticas compostas por microrganismos
isolados de sementes vem ganhando cada vez mais espaco entre as pesquisas
com microrganismos, uma vez que a maior probabilidade de estabelecimento
destes na formulacéo de bioinsumos tem sido considerada. Um recente estudo de
Akimoto-Tomiyama (2021) constatou que bactérias isoladas das sementes de
arroz, sendo trés estirpes da espécie Pseudomonas putida e uma estirpe de
Stenotrophomonas maltophilia controlaram a viruléncia da bactéria fitopatogénica
Burkholderia glumae, causadora de podriddo de sementes e plantulas de arroz.
Verma et al. (2019) relataram que bactérias endofiticas das sementes podem
atuar também no processo de aquisicdo de nutrientes pela relacdo de parte dessa
comunidade com a rizosfera. Grande parte das pesquisas tem identificado o
bacterioma das sementes, mas estudos sobre sua fun¢do nas plantas ainda séo
escassos. A aplicabilidade biotecnolégica destas comunidades surge entdo como

area de estudo promissora nos proximos anos.

1.3. O desafio das sementes “germ-free"”

Métodos fisicos, quimicos e biologicos sdo empregados no controle de
microrganismos em sementes, como fungos e bactérias, com o objetivo de

diminuir ou erradicar um determinado grupo de patdgenos. Estas técnicas podem



ser aplicadas ndo somente para controle fitossanitario, mas também no estudo da
funcionalidade da microbiota da semente, uma vez que permite a comparagao
entre sementes desinfestadas e ndo desinfestadas e a aclimatacdo de plantas a
essas condicdes. Verma & White (2017) isolaram bactérias endofiticas de
sementes de milheto que se apresentaram fundamentais na germinacao quando
removidas das sementes por acdo de antibidtico, identificando as espécies
Curtobacterium sp., Microbacterium sp., Methylobacterium sp. e Bacillus
amyloliquefaciens, apresentando caracteristicas de promocdo de crescimento
vegetal como producdo de compostos indolicos, solubilizacdo de fosfato e
controle bioldgico do fungo Fusarium oxysporum.

No estudo de Santos et al. (2021b) foi constatada uma reducdo na
velocidade de germinacdo em sementes de milho tratadas com hipoclorito NaCIO
1,25% por 30 min, com reducao da populacéo de bactérias residentes associadas
a radicula de sementes germinadas e aumento na diversidade bacteriana quando
comparada com sementes do mesmo genétipo ndo desinfestadas. Foi observada
maior colonizacdo bacteriana nas sementes ndo desinfestadas, com formacéo de
biofilmes. A recomposicéo parcial do microbioma culturavel da semente de milho,
foi capaz de reverter o fenétipo de reducdo da velocidade de germinagdo, bem
como exerceu papel de biocontrole sobre um fungo do género Penicillium (Santos
et al., 2021b).

A termoterapia € um método fisico de desinfestacao, podendo ser realizado
em semente em ambiente imido ou seco. Este método consiste em submeter as
sementes a diferentes temperaturas por diferentes intervalos de tempo. E
alternativa de reducdo de populacdes microbianas, tanto epifiticas como
endofiticas, e que ndo deixa residuos potencialmente tdxicos (Santos et al.,
2016). Segundo Menten (1995), o tratamento de termoterapia Umida, em que
dispde as sementes em agua quente ou vapor, pode causar danos a fisiologia das
sementes como o rompimento do tegumento, comprometendo sua viabilidade.

Mendes et al. (2001) compararam tratamentos térmicos umido e seco para
erradicacao de Fusarium oxysporum em sementes de alfafa, tendo reducdo na
taxa de germinagdo com o tratamento iUmido enquanto o tratamento seco eliminou
o fungo sem comprometer a viabilidade das sementes. Silva et al. (2002)

demonstraram a eficiente erradicacdo de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria



em sementes de tomate por termoterapia a seco nas condi¢des de 70°C por 96
horas sem comprometer a germinagao das sementes.

Neste cenario, 0 método de termoterapia se apresenta como coadjuvante
no estudo da influéncia do microbioma bacteriano de sementes no crescimento e
desenvolvimento vegetal uma vez que a reducdo do microbioma por meio da
termoterapia a seco se d4 ndo apenas para fitopatbgenos como também para a

microbiota benéfica.



2. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento de termoterapia na microbiota nativa de
sementes de milho (Zea mays L.) cv. DKB177 concomitante a germinacao e
desenvolvimento inicial das plantulas em resposta aos tempos e temperaturas

propostos.

2.1.0bjetivos especificos

. Analisar viabilidade e vigor das sementes ap0s o tratamento
termoterapico;

. Quantificar niveis populacionais de bactérias em sementes e
plantulas cultivadas em condi¢cBes axénicas;

o Avaliar o efeito do tratamento térmico sobre o microbioma das
sementes através de técnicas de microscopia;

o Avaliar a influéncia da reducdo do microbioma na germinacdo e
desenvolvimento vegetal em condi¢cdes axénicas;

o Analisar o desenvolvimento das plantulas de milho tratadas e
crescidas em casa de vegetacao.



3. Material e Métodos

3.1.Teste de germinacéo

Sementes de milho (Zea mays L.) cv. DKB 177 foram tratadas por meio de
termoterapia a seco. Foi aplicado um pré tratamento em estufa a 35 °C por 48
horas. Posteriormente foram transferidas para estufas nas temperaturas de 60°C
e 70°C, nos intervalos de tempo de 72h e 96h, sendo estes critérios adaptados a
partir do estudo de Silva et al. (2002). Neste processo as sementes foram
mantidas em recipiente de vidro vedado com algoddo para manter as condi¢gbes
axénicas para posterior analises. Apés o tratamento, as sementes foram
embebidas de duas maneiras: (1) em papel filtro autoclavado umedecido com
2,5x 0 peso do papel de 4gua destilada autoclavada e (2) por imersdo em agua
destilada autoclavada por 5 horas. Ap6s embebicdo, um total de 12 sementes
foram dispostas em placas de petri grandes (150 mm de diametro) com meio de
cultura agar-agua 0,5% para germinacao, com 5 repeticfes para cada tratamento,
sendo incubadas em BOD com temperatura a 30°C e fotoperiodo de 12/12 horas
por 7 dias. Foi realizada a contagem diaria de sementes germinadas (com
radicula maior que 0,5 cm) com a finalidade de calcular a porcentagem de
germinacao (% G), indice de velocidade de germinacédo (IVG), tempo médio de
germinacado (TMG) e velocidade média de germinacdo (VMG) (Maguire, 1962;
Borghetti & Ferreira, 2004). Foram avaliadas massa fresca e seca de parte aérea
e massa fresca e seca das raizes das plantulas.

O tempo médio de germinacao foi calculado pela seguinte formula:

f=2n.4/2n

Onde:
ni = nimero de sementes germinadas;

ti = tempo em dias em que foi realizada a contagem
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O indice de velocidade de germinacao (IVG), através da contagem diéria

das sementes e calculado pela formula:

IVG = G,/N, + Gy/N, + ... G/N

0y n

Onde:
n = numero de sementes germinadas

Nn = numero de dias de incubagcdo em BOD

A VMG foi calculada pelo inverso do tempo médio de germinacdo, com a

formula:

v =1/t =2%ni/2nit

3.2. Determinacado de umidade das sementes

A porcentagem de umidade das sementes de milho foi determinada pelo
método descrito pelas Regras de Andlise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009). As
sementes foram dispostas em sacos de papel previamente pesados, distribuidas
em 4 repeticbes de 25 sementes e colocadas em estufa a 105°C por 24 horas
para avaliar a umidade total das amostras sem tratamento e umidade ap6s cada
tratamento de termoterapia. A porcentagem de umidade foi entdo calculada pela

formula;

100 (P—p)

% de Umidade (U) =
P-t
Onde:
P = Peso inicial da amostra em recipiente

p = Peso final da amostra em recipiente

t = Tara, peso do recipiente

3.3. Teste de vigor das sementes



11

O vigor das sementes foi avaliado através do teste bioquimico de tetrazolio
de acordo com as RAS (Brasil, 2009). As sementes foram submetidas a um pré-
umedecimento entre papel por 18h a 25°C, passaram por bissecc¢éo longitudinal
ao longo do embrido e foram coradas com solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazolio 0,1% por 3 horas a 30°C. Estas entdo foram lavadas e mantidas em
agua destilada até a visualizacdo das superficies coradas em estereomicroscopio
de luz acoplado a uma camera digital (Zeiss Stemi SV 11) utilizando o aumento
de 1,0x. Foram consideradas viaveis as sementes com area maxima de tecido
ndo corado, flacido ou necrosado na raiz priméria e até 1/3 das extremidades do
escutelo. Foram analisadas 5 sementes por repeticdo, com 5 repeticbes de cada

tratamento.

3.4. Quantificacdo bacteriana

Foram testados trés métodos: sem embebicdo prévia das sementes, com
embebicdo em agua destilada estéril com imersdo das sementes por 5 horas e
embebicdo entre papel filtro por 48h a 25°C (até a protuséo de radicula de todas
as sementes). Sementes e radiculas de plantulas tratadas e germinadas apés 7
dias em condi¢cdes axénicas foram maceradas em 9mL de solucdo salina NaCl
0,85%. Foram realizadas diluicées seriadas nas concentracdes 101, 102, 103 e
104, sendo pipetadas aliquotas de 100 uL em meio semi-sélido JNFb (Baldani et
al., 1992) para cultivo de bactérias fixadoras de nitrogénio, com a quantificacédo
dos niveis populacionais expressa pelo niamero mais provavel, consultando a
tabela de McCrady. Bactérias totais foram cultivadas utilizando meios ricos
Nutrient Broth (8 g de caldo nutritivo, 15 g de agar e 1000 mL de agua destilada),
com sua populacdo sendo estimada pelo calculo de UFC (Unidades formadoras
de colbnia).

3.5. Formacao de biofilme

Para avaliacdo de formacé&o de biofilme, o isolado bacteriano de sementes
gue passaram pelos tratamentos de 70°C 72h e 70°C 96h foi crescido em meio
NB liquido por 48h em shaker a 30°C e 170 rpm como pré-inoculo. Deste, uma
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aliquota de 20uL foi transferida para meio liquido NB contendo 0,1g de 1a de vidro
(Sigma-Aldrich) e incubado em shaker nas condi¢cfes j& descritas. Apos 48h, a la
de vidro foi transferida para placas de Petri e corada com solucdo de safranina
1% por 30 minutos. Apos lavagem em agua destilada por 3 vezes, a la de vidro
corada foi transferida para uma lamina e as imagens do biofilme observadas em

microscopio optico Zeiss Axioplan com uma camera AxioCam acoplada.

3.6. Curva de crescimento bacteriano

Sementes de milho tratadas e n&o tratadas por termoterapia foram
dispostas em papel filtro umedecido com 2,5 vezes o peso do papel de agua
destilada autoclavada e mantidas em placas de petri 150mm em BOD a 25°C por
48 horas. ApOs esse periodo, as sementes que apresentaram protrusdo de
radicula foram dispostas em meio liquido NB (Nutrient Broth), sendo 1 semente
por repeticdo, 5 repeticdes para cada tratamento e utilizado apenas o meio NB
como branco (controle). Aliquotas de 100 pL foram transferidas para placas de 96
pocos nos intervalos de 4, 6 e 12 horas, até 128 horas de incubacdo em shaker a
30°C e 170 rpm. O crescimento bacteriano foi medido através dos valores de
absorbancia em espectrofotometro Hidex Chameleon Multilabel Detection

Platform a 600nm analisados pelo programa MikrowWin 2000.

3.7. Cultivo em casa de vegetacao

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo, com sementes tratadas
e nao tratadas (controle) embebidas por 48h em papel germitest e dispostas em
tubetes de 280 cm?® preenchidos com substrato comercial Basaplant® n&o
autoclavado. O substrato utilizado apresenta as seguintes propriedades fisico-
quimicas: pH (4,9); N (g/Kg): 5,04; P (g/Kg): 3,77; K (g/Kg): 2,10; Ca (g/Kg): 5,20;
Mg (g/Kg): 0,40; C (g/Kg): 249,6; S (g/Kg): 0,54; Fe (mg/Kg): 8855; Cu (mg/Kg):
26; Zn (mg/Kg): 90; Mn (mg/Kg): 182; B (mg/Kg): 104,80; U (%): 30,64. Apos 13
dias em casa de vegetacdo, foram avaliados os parametros biométricos das
plantas, como comprimento de parte aérea, comprimento de raiz e didametro do

colmo, massa fresca e seca de parte aérea e massa fresca e seca de raiz.
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3.8. Extracdo de DNA e amplificacdo do gene 16S rDNA por qPCR

As sementes tratadas e controle foram maceradas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -70°C para posterior extragdo do material genético vegetal. Para a
extracdo do DNA total das amostras, foi utilizado o método CTAB (Doyle & Doyle,
1990), sendo quantificado em espectrofotbmetro NanoDrop 2000, Thermo Fisher
Scientific. A amplificacdo do gene 16S rDNA foi realizada por gPCR, utilizando os
primers 926F (5-AAACTCAAAKGAATTGACGG-3)) e 1062R (5-
CTCACRRCACGAGCTGAC-3’) com os componentes da reagcdo de PCR sendo
7,5 uL de SYBR green buffer contendo taq polymerase, 0,5 yL de cada primer,
100 ng do DNA molde e agua até completar o volume de 15 uL (De Gregoris, et
al. 2011). As condi¢cdes de amplificagdo foram: 5 minutos a 95 °C, 40 ciclos de
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto em StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). A quantificacdo bacteriana foi calculada de acordo

com o CT (cycle threshold) utilizando curva padrao.

3.9. Microscopia 6ptica de campo claro

ApoOs sete dias de crescimento em BOD, segmentos de aproximadamente
1cm das raizes foram coradas com 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio 0,1% por 2
horas. Subsequentemente foi feita a imersdo destes seguimentos em hidréxido de
potassio (KOH 2,5%) por 40 minutos para reducdo da coloracdo dos tecidos
vegetais e melhor visualizacdo de células bacterianas e nichos por elas ocupadas
nas raizes. Os segmentos de raizes corados foram dispostos em lamina com
agua destilada para visualizagdo em microscopio Optico Zeiss Axioplan com

camera AxioCam acoplada.
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4. Resultados e Discussao

As sementes de milho que foram previamente tratadas por termoterapia e
embebidas por imersdo em 4gua destilada apresentaram um comprometimento
na germinacdo de acordo com maiores temperaturas e tempos testados (Figura
1). Esta metodologia foi utilizada com sucesso em estudos anteriores do NOSso
grupo por ocasido de desinfestacdo quimica com hipoclorito de sodio (Santos et
al. 2021a,b), ndo se demonstrando adequada para estudos envolvendo

tratamento térmico de sementes de milho.

Figura 1. Plantulas de milho embebidas por imersdo em agua destilada e
germinadas em meio agar-agua 0,5% por 5 dias a 30°C em BOD. As letras na
figura correspondem aos seguintes tratamentos: A e D — Controle; B — 60°C 72h;
C —60°C 96h; E — 70°C 72h; F — 70°C 96h.
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Este fendtipo foi contornado quando foi realizada a embebicédo entre papel
filtro, onde a semente péde absorver a 4gua mais lentamente e assim néo ter sua

germinacao comprometida apods o tratamento termoterapico (Figura 2).

Figura 2. Plantulas de milho embebidas em papel filtro e germinadas em meio
agar-agua 0,5% por 7 dias a 30°C em BOD. As letras na figura correspondem aos
seguintes tratamentos: A e D — Controle; B — 60°C 72h; C — 60°C 96h; E — 70°C
72h; F — 70°C 96h.

A embebicdo é uma fase muito importante no processo germinativo. De
acordo com Bewley et al. (2013), o gradiente de potencial hidrico quando uma
semente seca entra em contato com a agua é muito alto, tendo um fluxo hidrico
muito intenso. Segundo os autores, quando este fluxo é rapido demais pode
ocorrer danos fisiolégicos as sementes, com perda da integridade celular. Esta
pode ser uma explicacdo para a diminuicdo drastica de germinacdo das sementes
gue foram embebidas por imersao apds termoterapia.

Marinho et al. (2020) testaram diferente métodos de embebi¢&o para milho
doce, comparando diferentes volumes de agua em papel filtro e imersdo em agua.
Neste estudo, foi demonstrado que um volume de até mesmo 0,5 mL de 4gua a

mais no papel filtro interferiu nos resultados de germinacéo, tendo seu volume
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otimo em 2,5 mL de 4gua, volume também indicado pelas RAS (Brasil, 2009). No
estudo de Marinho et al. (2020), as sementes embebidas em papel filtro
apresentaram menor condutividade elétrica que as embebidas por imerséo,
indicando melhor gqualidade destas sementes. O método de embebicdo entre
papel filtro foi entdo repetido e os resultados de germinacdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Média * desvio padrédo para parametros de germinacao, sendo: G% -
porcentagem de germinacdo, TMG - tempo médio de germinagédo em dias, IVG -
indice de velocidade de germinacdo e VMG - velocidade média de germinacao

em dias.
Dados médios de germinacéo
Tratamento G% TMG VG VMG
Controle 100.0+0.002 1.0+ 0.00° 12.0+0.00 2 1.0+0.002

60°C-72h 100.0 + 0.00 @ 1.28+0.132 | 10.37+0.792 | 0.79+0.08"P

60°C-96h 96.67 + 4.56 @ 1.60 + 0.06 @ 8.17+0.37b 0.63+0.02°"
70°C-72h 96.67+4562 | 1.36+0.202 957 +1.15b 0.75+0.11°
70°C-96h 90.00 £ 6.97° 1.49+0.372 8.27+220b 0.71+0.19°

Tratamentos com letras iguais nas colunas nao diferem estatisticamente entre si

pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para valores de porcentagem de germinacdo de sementes (G%), o
tratamento de 60°C-72h apresentou porcentagem de 100% assim como O
controle. Os demais tratamentos tiveram a porcentagem de germinagao reduzida,
porém apenas 70°C-96h apresentou diferenca significativa, com 90% das
sementes germinadas. Quanto ao tempo médio de germinacéo, houve diferenca
significativa para os tratamentos de 60°C-96 h e 70°C-96h em relagcdo aos
demais, sendo estes os tratamentos em que as sementes demoraram mais tempo
para germinar.

Os tratamentos 60°C-96 h e 70°C-96h apresentaram 0os menores valores

para indice de velocidade de germinacdo (IVG), com grande diferenca
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significativa em relacdo ao controle. Todos o0s tratamentos apresentaram
diferenca significativa para velocidade média de germinacdo (VMG) em relagéo
ao controle, com o tratamento 60°C-96 h apresentando menor velocidade de
germinacdo em relacdo aos demais tratamentos. A reducdo dos parametros de
germinagdo pode estar relacionada a diminuicdo da microbiota nativa com os
tratamentos termoterdpicos propostos. Em um estudo de Holland (2016) com
bactérias PPFM (Pink-Pigmented Facultatively Methylotrophic) do género
Methylobacterium, foi utilizado o método de termoterapia a 50°C por 48h para
reducdo destes microrganismos em sementes de soja. Neste trabalho foi
constatada uma reducao na germinacgao e na velocidade no desenvolvimento das
plantulas, o que foi contornado quando foram reinoculadas as bactérias PPFM em
sementes tratadas.

No trabalho de Santos et al. (2021a), apOs desinfestacdo de sementes de
milho com hipoclorito de sodio 1,25%, foi relatada uma reducdo bacteriana,
principalmente bactérias do género Burkholderia, com consequente diminuicao na
porcentagem e velocidade de germinacdo. Com parcial recomposicdo da
microbiota das sementes, Santos et al. (2021a) observaram que 0s parametros de
germinacao tiveram incremento significativo, com porcentagem de germinacao se
equiparando ao controle.

ApoOs cada tratamento de termoterapia, as sementes foram pesadas e sua
porcentagem de umidade calculada com valores médios definidos na Tabela 2. O
teor de umidade inicial das sementes foi definido pelo método de estufa a 105°C,

apresentando valor médio de 12.38% de umidade.

Tabela 2. Teor de umidade das sementes com e sem tratamento termoterapico

em porcentagem.

Tratamento Teor de Umidade (%)
Controle 12,38
60°C-72h 9.61
60°C-96h 9.69
70°C-72h 8.25
70°C-96h 9.38
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Foram mensuradas as massas frescas e secas da parte aérea e raiz das
plantulas crescidas em condi¢Bes axénicas em BOD ap0s 7 dias. Para valores de
massa seca de raiz, houve diferenca significativa do tratamento 70°C 96h em
relacdo ao controle, de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade (Figura 3). Os demais parametros nao apresentaram diferenca

estatistica.
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Figura 3. Massa seca e fresca de parte aérea e raiz (g) de plantulas de milho
crescidas em placa de petri 150mm em BOD por 7 dias. Tratamentos com letras
iguais nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, sendo n.s. - parametro que nao apresentou diferenca

significativa. Barras acima de cada valor representando erro padréo.

Para verificar viabilidade e vigor das sementes apés os tratamentos de

termoterapia, foi realizado o teste bioquimico de tetrazolio, que consiste na
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imersao das sementes em solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio, que reage
com os ions de H* liberados na respiracao das células, colorindo os tecidos vivos
na forma de um composto de cor avermelhada chamado formazona (Brasil,
2009). Foram avaliadas 5 sementes por repeticdo, com 5 repeticbes de cada
tratamento, e todas se apresentaram vidveis e vigorosas. O tratamento de 70°C
96h apresentou a extremidade inferior do escutelo pouco corada, porém nao
ultrapassou o limite determinado de até 1/3 das extremidades desta regido sem a

coloracdo avermelhada (Figura 4), sendo qualificada, junto aos outros

tratamentos, como sementes viaveis e vigorosas.

Figura 4. Sementes com bisseccdo longitudinal através do embrido e
endosperma. As letras na figura correspondem aos seguintes tratamentos: A —
Controle; B - 60°C 72h; C - 60°C 96h; D - 70°C 72h; E - 70°C 96h. Todos os
tratamentos com embrido e escutelo corados. Na figura E, tratamento 70°C 96h, a
extremidade do escutelo apresenta-se pouco corada, porém ndo ultrapassa o

limite de 1/3 da regido.

Para contagem da fracdo culturavel bacteriana, foram testados os
seguintes meétodos: sem embebicdo prévia das sementes, com embebicdo por
imersdo de 5 horas e com embebicdo entre papel. Primeiro foi avaliada a
contagem sem embebigcdo das sementes e ndo foi possivel considerar os valores
pois o resultado foi menor que 100 UFC.mL! para todos os tratamentos. Foi
testada entdo a contagem de bactérias totais das sementes apds imersdo em
agua destilada autoclavada por 5 horas. Houve crescimento bacteriano em todos
os tratamentos, variando de 10° a 107 UFC.mL. Ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (Figura 5). ApOos germinacdo em BOD das sementes

embebidas por imerséo, foi realizada contagem de bactérias totais das raizes das



20

plantulas e apenas o tratamento 60°C 72h apresentou crescimento bacteriano em
placa com 108 UFC.mL™2.
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Figura 5. Contagem bacteriana pelo célculo de UFC (Unidade Formadora de
Colbdnia) das sementes embebidas por imersdo em agua destilada. Barras acima
de cada valor representando erro padrdo, sendo n.s. - ndo apresentou diferenca

significativa.

Foi realizada a contagem de bactérias totais e diazotréficas para as
sementes embebidas entre papel e para plantulas apos 7 dias em BOD (Figura 6).
A contagem de bactérias das sementes em meio solido NB apresentou valores
médios de 10* UFC.mL?! para Controle, 10’ UFC.mL?! para 60°C-72h, 10°
UFC.mL? para 70°C-72h e 10°? UFC.mL?! para 60°C-96h e 70°C-96h. Os
tratamentos 60°C-72h e 70°C-72h apresentaram valores maiores de UFC/mL em
relacdo ao controle na contagem das sementes enquanto, na contagem
bacteriana das raizes, os tratamentos 60°C-96h e 70°C-96h apresentaram maior
crescimento bacteriano em placa.

Santos et al. (2020), na tentativa de isolar novamente e contar colonias
bacterianas de Azospirillum brasilense inoculadas em sementes de milho, ndo
tiveram sucesso utilizando o método de obtencdo inicial de diluicdo 10° com
solugdo salina 0,85%. Neste estudo, também foi constatada a importancia da
embebicdo das sementes de milho por pelo menos 2 horas e a necessidade de
obter a diluicdo 10° utilizando agua destilada ou meio DYGs antes da diluicdo
seriada com solucdo salina 0,85%. A hipotese de Santos et al. (2020), que

poderia explicar a dificuldade de isolamento a partir das sementes no presente
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estudo, é que a solugdo salina poderia contribuir para a manutencdo de
agregacao ou floculagido de células bacterianas em situacdo de estresse hidrico
pelo baixo teor de umidade das sementes, dificultando assim o cultivo de col6nias

em placa de petri e consequente calculo de UFC.mL™.
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Figura 6. A e B - Contagem de bactérias totais pelo célculo de UFC (Unidade
Formadora de Col6nia) das sementes embebidas em papel filtro (A) e em 1g de
raizes das plantulas (B); C e D — contagem de bactérias diazotréficas pelo NMP
(Numero Mais Provavel) das sementes (C) e em 1g de raizes das plantulas (D).
Tratamento 60°C-72h na Figura D (n.c.) ndo apresentou formacao de pelicula
aerotaxica em nenhuma repeticdo. Barras acima de cada valor representando

erro padrdo, sendo n.s. - ndo apresentou diferenca significativa

Os tratamentos 60°C-96h, 70°C-72h e 70°C-96h apresentaram crescimento
de isolados bacterianos de sementes muito parecidos, com colonias translicidas

e bordas irregulares o que dificultou a contagem. O isolado bacteriano do
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tratamento 70°C-72h foi disposto em lamina para visualizagdo por microscopia
Optica de contraste de fase (Figuras 7 A e B). Foram observadas células no
formato de bastbes, formando grandes agregados bacterianos envoltos por uma
matriz, caracteristico de bactérias formadoras de biofiime (Figura 7 C). A
formacéo de biofilme foi entdo confirmada com o crescimento do isolado em meio
NB liquido contendo de la de vidro o qual foi corada com solucéo de safranina 1%
para entdo ser visualizada por microscopia 6ptica de campo claro (Figura 7 D).

Os grupos bacterianos formadores de biofilme produzem substancias
poliméricas extracelulares (EPS), como polissacarideos, &cidos nucleicos,
proteinas e lipidios, que constituem a matriz que envolve estes agregados,
promovendo coesdo celular e adesdo as superficies (Flemming & Wingender,
2010). A capacidade em formar biofilme vem sendo estudada como caracteristica
em bactérias promotoras do crescimento vegetal, uma vez que o biofilme
apresenta funcbes como manutencdo da estrutura dos agregados bacterianos,
maior estabilidade e comportamento coordenado bacteriano, sorcéo e ciclagem
de nutrientes e retencdo de agua, esta Ultima sendo importante em pesquisas
com interacBes benéficas para resisténcia de plantas a seca (Flemming & Wuertz,
2019; Caddell et al., 2019).

Niu et al. (2018) isolaram bactérias de painco, planta resistente a estresses
hidricos, em que foram identificadas como Pseudomonas fluorescens,
Enterobacter hormaechei, e Pseudomonas migulae. Estes isolados se
apresentaram como produtores de ACC deaminase e EPS. A estirpe isolada de P.
fluorescens neste estudo teve o0s maiores valores de producdo de
exopolissacarideos, colonizando o solo rizosferico e aumentando a umidade do

solo em condi¢Bes de estresse hidrico.
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Figura 7. A e B — Coldnias bacterianas do tratamento 70°C-72h em placa de petri
contendo meio sélido NB. C — Microscopia de contraste de fase apresentando
agregados bacterianos com células formato bastdo envoltos por matriz de
exopolissacarideos. D — Intensa producéo de biofilme bacteriano em |a de vidro,

corado com safranina apos incubacao por 48h em shaker.

Os isolados bacterianos das raizes, ao contrario dos isolados da semente,
apresentaram grande diferenca morfoldégica de acordo com cada tratamento
(Figura 8). Foi possivel identificar, por meio de microscopia de contraste de fase,
isolados com formato celular de estreptococos no controle, cocos no tratamento
60°C-96h e os tratamentos 60°C-72h, 70°C-72h e 70°C-96h apresentaram
estruturas celulares bacterianas parecidas morfologicamente, porém com um
gradual crescimento fangico com o aumento de temperatura e tempo. Podemos
notar uma similaridade de colénias nas figuras 8 B1 e D1, esta ultima com
crescimento fungico e similaridade nas formas celulares nas figuras 8 B2, D2 e
E2, esta dltima ndo apresentando a colbnia bacteriana visivel em placa, porém

com a presenca das células bacterianas visiveis em microscopia. O crescimento
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do fungo foi, aparentemente, inversamente proporcional ao crescimento
bacteriano, este Ultimo sendo reduzido de acordo com maiores tempos e
temperaturas utilizados.

Santos et al. (2021b) relataram que, com a remocéao parcial do microbioma
das sementes desinfestadas com hipoclorito de sodio a 1,25%, houve maior
susceptibilidade das sementes desinfestadas ao fungo do género Penicillium sp.,
prejudicando o desenvolvimento das sementes no ensaio de germinacao. Neste
estudo, foi constatada uma significativa reducdo de grupos de bactérias dos
géneros Azospirillum, Acinetobacter e f Enterobacteriaceae 922761 nas
sementes, que poderiam estar atuando como organismos chaves no controle
deste fungo nas sementes.

A termoterapia € uma ferramenta ja conhecida e eficaz ferramenta no
controle fitossanitario de sementes. Vieira et al. (2019) observaram a diminui¢do
de incidéncia fungica dos géneros Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp.
em sementes de milho roxo tratadas por termoterapia Umida. Neste estudo foram
testadas as temperaturas de 50, 60 e 70°C por 1, 2 e 3 minutos, com o tratamento
de 60°C por 1 e 2 minutos sendo mais eficiente na reducdo destes
microrganismos nas sementes sem comprometer sua viabilidade e vigor. Para
além do controle de fitopatdgenos, a comunidade microbiana como um todo é
influenciada por fatores biéticos e abioticos.

A modulacdo de comunidades bacterianas de acordo com o fator
temperatura vem sendo estudado por diversos grupos de pesquisa,
principalmente por causa das mudancas climaticas com o aquecimento global
(Santoyo et al., 2017). Os resultados do presente estudo contribuem entédo para o
estudo inicial de como microrganismos da semente de milho respondem a
estresses por temperatura, com reducdo de umidade das sementes, e o
isolamento de bactérias produtoras de EPS tem importancia na caracterizacao de
bactérias com potencial biotecnolégico para producdo de bioinoculantes que

auxiliem na tolerancia vegetal a estresses hidricos e altas temperaturas.
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Figura 8. Culturas bacterianas e fungicas isoladas de raizes das plantulas
tratadas e ndo tratadas (controle) e suas respectivas imagens em microscopia
Optica de contraste de fase. A — Controle; B - 60°C 72h; C - 60°C 96h; D - 70°C
72h; E - 70°C 96h.

A curva de crescimento da comunidade bacteriana em sementes imersas
em meio liquido e incubadas em agitadores orbitais, apés tratamento
termoterapico foi obtida pelo incremento da densidade Optica por turbidez do meio
de cultura NB liquido, em funcéo das populagbes de bactérias remanescentes nas
sementes. O tratamento 60°C-72h iniciou seu crescimento com 20 horas de
incubacéo, seguido pelas sementes sem tratamento, com 28 horas de incubacao.
Na figura 9 observa-se o efeito dos tratamentos da termoterapia ha microbiota das
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sementes, com aparente reducdo da populacdo bacteriana de acordo com os
crescentes tempos e temperaturas utilizados. Os tratamentos mais severos, de
70°C-72h e 70°C-96h, s6 apresentaram crescimento bacteriano com 58 e 70
horas de incubacao, respectivamente. Porém, nos momentos seguintes, estes
tratamentos apresentaram um crescimento exponencial em que alcangaram 0s
valores de crescimento dos demais tratamentos. O tratamento 70°C-72h se

destacou, ultrapassando os demais a partir de 100 horas de incubacéao.
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Figura 9. Efeito dos tratamentos de termoterapia no crescimento bacteriano das
sementes. Valores de absorbancia obtidos em espectrofotdmetro em 600 nm;

Ensaios de curva de crescimento podem ser utilizados para analisar o
crescimento bacteriano em condi¢cdes de perturbacédo de meio, seja por estresse
hidrico, salino, temperatura ou metais pesados. Niu et al. (2018) analisaram a
curva de crescimento de quatro isolados bacterianos resistentes a estresse
hidrico em diferentes potenciais matriciais utilizando PEG 6000 e avaliando por
densidade optica a 600 nm. Os pesquisadores constataram que a espeécie
Pseudomonas fluorescens apresentou maior densidade Optica em condi¢des de -

0,05 MPa do que em condi¢cbes sem estresse aplicado. A amplitude da curva de
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crescimento bacteriano foi decaindo de acordo com maiores valores de estresse
hidrico, com -0,30 MPa e -0,73 MPa (Niu et al., 2018).

As sementes termicamente tratadas e néo tratadas foram cultivadas em
casa de vegetacdo com substrato ndo autoclavado para avaliacdo da
performance das plantas apos redugédo do microbioma. Apés 13 dias de cultivo,
foram mensurados os parametros biométricos e valores de massa fresca e seca
(Figura 10). Os tratamentos 60°C-96h e 70°C-96h apresentaram menor
comprimento de parte aérea que o0s demais tratamentos. Em relacdo a
comprimento de raiz, ndo houve diferenca significativa em relacdo ao controle,
porém o tratamento 70°C-72h apresentou maior valor para este parametro, com
diferenca significativa deste para o tratamento 70°C-96h.

Para diametro do colmo, apenas 60°C-72h néo teve diferenca significativa
em relacdo ao controle, mas apresentou diferenca significativa em relacdo a 60°C
96h, sendo este ultimo tratamento o mais prejudicial para este parametro. Para os
parametros de massa fresca de parte aérea e raiz, os tratamentos 60°C 96h e
70°C 96h os menores valores, com diferenca significativa em relacédo ao controle.
Para massa seca de parte aérea, apenas 60°C 96h apresentou menor valor
significativo, porém para massa seca de raiz, 60°C 96h, 70°C 96h, 70°C 72h
apresentaram menores valores nesta ordem de significancia estatistica.

Os efeitos do tratamento de termoterapia (seca ou Umida) e o binédmio
tempo x temperatura a ser empregado varia de acordo com a espécie vegetal a
ser trabalhada para que haja desinfestacdo das sementes com menor dano
fisiolégico as plantulas. Cardoso et al. (2020) testaram o tratamento de 70°C por
24, 48, 72 e 96 horas para diminuir a ocorréncia do fungo Alternaria brassicicola
em sementes de couve, porém esta temperatura foi letal para as sementes. Lanna
et al. (2018) avaliou a resposta vegetal de sementes de abobrinha ao tratamento
por termoterapia também a 70°C por 24, 48, 72 e 96 horas e constatou que nao
afetou a germinacdo nem o vigor das sementes.

Vieira et al. (2019) obtiveram menores valores de comprimento de parte
aérea, comprimento de raiz e massa seca de parte aérea utilizando termoterapia
umida a 60°C por 2 e 3 minutos em milho roxo. Neste estudo, para valores de
massa seca de raiz, os tratamentos a 70°C por 2 e 3 minutos que foram mais

afetados negativamente. Comparando resultados de sementes de milho tratadas
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por termoterapia Umida e seca a 60 °C, Peixoto et al. (2018) constataram que a
termoterapia por calor seco foi menos eficiente no controle do fungo Fusarium sp.
em relacdo ao tratamento Umido, porém danificou menos a qualidade fisiologica

das sementes.
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Figura 10. Parametros biométricos e massa de plantas tratadas e néo tratadas

por termoterapia apos 13 dias de cultivo em casa de vegetacdo. Tratamentos com
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letras iguais nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade, sendo n.s. - parametro que ndo apresentou

diferenca significativa.

As sementes que foram embebidas entre papel filtro e as ndo embebidas
tiveram seu DNA extraido com amplificacdo do gene 16S rDNA e quantificacdo
por gPCR. Os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa e as meédias
de CT (cycle threshold) estdo representadas na Figura 11. Uma das hipoteses
para este resultado € que, no intervalo de 48 horas em que as sementes ficaram
em embebic&o e as sementes sem embebic¢édo ficaram armazenadas nas mesmas
condicbes e mesmo tempo, a populacdo bacteriana remanescente pode ter
ocupado o0s nichos desocupados pelo tratamento de desinfestacdo por
termoterapia. Esta hipdtese é fundamentada no estudo de Hardoim et al. (2015)
em que relataram a ocupacado bacteriana em novos nichos disponiveis, também
demonstrado por Santos et al. (2021a), com aumento da diversidade microbiana

apos desinfestacdo com hipoclorito.
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Figura 11. Quantificacdo bacteriana pela amplificacdo do gene 16S rDNA por
PCR em tempo real (QPCR) de sementes tratadas e nao tratadas (controle), com

e sem embebicao entre papel filtro.
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Agregados bacterianos foram visualizados nas raizes das plantulas de
milho crescidas em BOD (condi¢gbes axénicas), com colonizagéo principalmente
em nos sitios mitético, como a regido da coifa e pontos de emissdo de raizes
laterais (Figura 12). Esta caracteristica de colonizacdo de bactérias endofiticas
das sementes de milho cultivadas em condi¢des axénicas foi previamente descrita
por Santos et al. (2021a). O tratamento 60°C-96h apresentou aparente reducdo

de colonizagcdo microbiana nas raizes das plantulas.
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Figura 12. Microscopia Optica de campo claro de segmentos de raizes das

plantulas com células bacterianas coradas com 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio.
Sendo, A — Controle; B - 60°C-72h; C - 60°C-96h; D - 70°C-72h; E - 70°C-96h.
Setas indicam presenca de agregados bacterianos na coifa (1), nos sitios

mitoticos de raizes laterais (2) e ao longo da raiz (3). Barra de escala = 100um.
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5. Concluséo

A embebicdo das sementes de milho, bem como o método em que esta
embebicdo é realizada influencia tanto na resposta fisioldgica das plantulas
tratadas por termoterapia como no posterior isolamento da microbiota destas
plantulas.

O método de termoterapia ocasionou uma predominancia de morfotipos da
comunidade bacteriana das sementes de milho de acordo com cada
temperatura e tempo utilizados. De acordo com o ensaio de densidade Optica
e parametros biométricos das plantas, o tratamento mais eficaz na reducéo do
microbioma das sementes com menor impacto fisioldgico nas plantulas foi o
tratamento de 70°C 72h.

O tratamento de 60°C 96h foi o mais prejudicial quando colocado em
condi¢cBes normais de casa de vegetacao.

Este € um estudo pioneiro sobre o efeito da termoterapia no microbioma e
germinacdo de sementes de milho. Os resultados apresentados abrem
margem para pesquisas futuras com bactérias resistentes a altas temperaturas
e produtoras de EPS, caracteristicas desejaveis em uma producdo de

bioinsumos voltados para condi¢des de estresse hidrico.
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