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Azospirillum brasilense E UM ISOLADO SOLUBILIZADOR DE FOSFORO EM
MILHO

RESUMO -A utilizagdo de micro-organismos que auxiliam no crescimento e nutricao
de plantas € uma alternativa promissora para reduzir a dependéncia de fertilizantes
quimicos, diminuindo os custos da producdo agricola e também o0s impactos
ambientais causados. Objetivou-se avaliar a solubilizacdo de fluorapatita pelas
bactérias A. brasilense e S11 em meio de cultura e avaliar a capacidade desses
isolados em promover o crescimento de plantas de milho, além de verificar as
alteragbes quimicas e microbiolégicas ocorridas no solo decorrente da inoculagdo
das bactérias. O teor de fosforo em meio de cultivo foi verificado diariamente por 7
dias. As plantas de milho foram cultivadas em potes plasticos de 12 dm? preenchidos
com latossolo vermelho escuro em ensaio conduzido em casa de vegetacdo. Os
tratamentos foram dispostos em blocos casualizados, em fatorial (4x2x2), com cinco
repeticdbes. Os fatores foram: 1) Inoculagdo no solo (A. brasiliense, bactéria
solubilizadora de fésforo (S11), inoculagdo com as duas bactérias, controle). 2) Dois
niveis de adubacao fosfatada: fertilizado e néo fertilizado com fosfato de rocha; 3)
dois niveis de adubacdo nitrogenada em cobertura (auséncia e presenca). Os
parametros da planta avaliados foram: altura, massa de matéria seca de parte aérea
e raiz, enquanto no solo verificou-se a umidade, teor de matéria organica, contagem
total de bactérias, nitrogénio total, fésforo e carbono da biomassa microbiana. O teor
de fésforo soltvel no meio de cultivo variou de 5,26 a 13,56 pg P mL1para A.
brasilense e de 62,04 a 760,55 pug P mL-'para S11. A inoculagdo com S11 ap6s 336
horas proporcionou o maior valor de fosforo solivel no meio de cultivo. A aplicagédo
de A. brasilense na auséncia de adubacéo fosfatada aumentou em 10,2% e 28% a
altura da planta e matéria seca de folha, respectivamente. Na auséncia de adubacéo
fosfatada e nitrogenada a aplicacdo de bactéria solubilizadora de fésforo aumentou
em 44,1% a matéria seca de raiz e 32% a de folha. A umidade do solo néo foi
afetada pelos fatores avaliados, enquanto que a matéria organica foi incrementada
pela adubacéo fosfatada e inoculacdo de A. brasilense. Apos 60 dias da semeadura,
a inoculagdo com S11 isolado ou em combinacdo com A. brasilense, resultou em
aumentos de 4,2 e 3,5%, respectivamente, na densidade de bactérias no solo. A
inoculacdo em conjunto de A. brasilense e S11 na presenca de adubacao fosfatada
e nitrogenada em cobertura proporcionou o maior valor de nitrogénio total no solo.
Aumento de 75,9% no fosforo do solo foi obtido com adubacdo fosfatada e
inoculagcdo com A. brasilense. A inoculacdo de A. brasilense associada a presenca
de adubacdo nitrogenada e na auséncia de adubacdo fosfatada promoveu um
aumento no carbono da biomassa microbiana.

Palavras-chave: adubacdo nitrogenada, bactérias promotoras de crescimento de
plantas, fosfato de rocha, solubilizacéo de fosfato, Zea mays



Azospirillum brasilense AND A PHOSPHORUS SOLUBILIZER ISOLATED IN
MAIZE

ABSTRACT - The use of microorganisms that help the plant growth and nutrition is a
promising alternative to minimize the dependence of chemical fertilizers, reducing
both costs and the environmental impacts. We aimed evaluate the fluorapatite
solubilizing by A. brasilense and S11 bacteria in culture medium, as well evaluate its
capacity of promote the maize growth. We also verified the chemical and biological
changes in the soil due to the bacteria inoculation. The phosphate content in the
cultivation medium was determined daily per 7 days. The maize plants were
cultivated in plastic pots of 12dm? filled out with an Oxisol in an experiment carried
out under greenhouse condition. Treatments were arranged in a randomized blocks
design in a factorial scheme (4x2x2), with five replications. The factors were: 1) Soll
Inoculation (A. brasilense, the phosphorus solubilizing bacteria S11, inoculation with
both bacteria, and control). 2) Two levels of phosphate fertilization: with and without
rock phosphate. 3) Two levels of nitrogen topdressing fertilization (presence and
absence). The evaluated plant parameters were: high, aerial and root parts dry
matter mass, soil humidity, organic matter, total bacterial count, total nitrogen and
phosphorus, and microbial biomass carbon. The soluble phosphorus content in the
mean varied from 5.26 to 13.56 ug P mL to A. brasilense and from 62.04 to 760.55
ug P mLt to S11. The S11 inoculation after 336 hours provided the highest soluble
phosphorus content in the mean. When we used A. brasilense without the phosphate
fertilization the plant was 10% taller and had 28% more dry matter. When we used
the phosphorus solubilizing bacteria without neither nitrogen nor phosphorus there
was an increase of 44.1% of root dry matter and 32% of leaves. The soil humidity
was not affected by the evaluated factors, while the organic matter increased due to
the phosphate fertilization and A. brasilense inoculation. After 60 days of seedling,
the inoculation with S11 both isolated and combined with A. brasilense presented an
increase of 4.2 and 3.5% of bacteria density, respectively. Inoculating both A.
brasilense and S11 together to the phosphate and topdressing nitrogen fertilizer,
there was a higher content of total nitrogen in the soil. We could observe an increase
of 75.9% in the soil phosphorus when combined with phosphate fertilization and A.
brasilense inoculation. A. brasilense inoculation together to the nitrogen fertilization
and without the phosphate fertilization promoted an increase in the microbial biomass
carbon.

Keywords: nitrogen fertilization, plant growth-promoting bacteria, rock phosphate,
phosphate solubilization, Zea mays
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1. INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) possui uma grande importancia na produgao
mundial de cereais. Este gréo é usado na alimentacdo humana, animal e na geracao
de matérias-primas industriais (ARRUDA et al., 2013). Dentro da evolugdo mundial
de producdo, o Brasil tem destague como terceiro maior produtor, com uma
producédo agricola total de 83.336 milhdes de toneladas (CONAB, 2016).

Para obter altos rendimentos na maioria das culturas, especialmente em
milho, torna-se imprescindivel o fornecimento de nitrogénio que, entre 0s nutrientes
minerais, € um dos mais importantes e limitantes para a produtividade, sendo sua
aplicacdo requerida em grandes quantidades (DOTTO et al., 2010). A utilizac&o
deste elemento envolve danos ambientais, como o aumento da concentracdo de
nitrato na superficie da agua e solo, perda de nitrato por lixiviacdo, volatilizacdo da
amonia e emisséo de Oxido nitroso durante a desnitrificagdo (KENNEDY et al. 2004).

Outro elemento muito importante e muito exigido pelas plantas de milho é o
fésforo, pois este faz parte de diversas moléculas que mantém o metabolismo
celular, como os acidos nucléicos, as proteinas e os aminoacidos (ACEVEDO et al.,
2014). A disponibilidade deste nutriente no solo € bastante limitada, havendo a
necessidade da aplicacdo de fertilizantes sollveis para o adequado crescimento das
plantas (VIRUEL et al., 2014). Entretanto, os fertilizantes soltuveis, além do alto custo
e da grande quantidade requerida, tém como problema que boa parte do fésforo
solavel introduzido reage com componentes do solo, formando compostos pouco
disponiveis (FERNANDEZ et al., 2012). Os fendmenos de fixacio e precipitacéo de
fosforo sdo altamente dependentes das condi¢cdes do solo, tais como pH, teor de
umidade, temperatura e 0s minerais ja presentes no solo (WALPOLA; YOON, 2012).

As bactérias solubilizadoras de fésforo sdo capazes de converter fosfatos
insollveis na rizosfera em formas sollveis através da acidificacdo, quelacdo e
producéo de acidos organicos (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). A inoculacdo no solo
com bactérias solubilizadoras de fosforo resultou em um aumento no crescimento da
planta, rendimento e absorcéo de fosforo em varias culturas (HAMEEDA et al., 2008;
XUAN et al., 2012; VIRUEL et al., 2014).



Considerando o elevado custo econémico e ambiental oriundo do processo de
producgéo de fertilizantes minerais, aliado a uma grande importancia econdémica do
milho no setor agricola e industrial, torna-se importante a busca de métodos que
possam reduzir a utilizacdo destes fertilizantes, sem diminuicdo na producao
agricola. Uma alternativa é a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCP), capazes de melhorar o crescimento e rendimento de muitas
espécies de interesse agronémico e ecologico (PEDRAZA, 2008). Este grupo de
bactérias € capaz de promover o crescimento da planta através de mecanismos, tais
como a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN), producdo de fitohormbénios
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) e solubilizacdo de fosfato (WALPOLA; YOON, 2013).
Fazendo parte deste grupo estdo linhagens do género Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Burkholderia, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium
e Erwinia (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Os géneros Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia estdo entre os micro-
organismos diazotréficos mais estudados (COSTA et al., 2015). Diversos trabalhos
tém relatado os efeitos positivos da interacdo entre milho e Azospirrilum spp,
proporcionando aumento na producdo de matéria seca, no rendimento de graos,
producdo de biomassa, estimulando o desenvolvimento da raiz, entre outros
(SWEDRZYNSKA; SAWICKA, 2000; HUNGRIA et al., 2010; LANA et al., 2012).

Assim, a utilizacdo de micro-organismos solubilizadores de fosfato de rocha e
fixadores de nitrogénio pode ter um papel importante no fornecimento de fosforo e
nitrogénio para diferentes culturas (BALDOTTO et al. 2012), podendo agir como
biofertilizantes, visando aumentar o crescimento e rendimento de plantas. A resposta
da cultura do milho a fertilizantes é bem conhecida, no entanto, a combinacédo de

inoculantes microbianos com fertilizantes tem demonstrado resultados variaveis.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:
a) Avaliar em ensaio de laboratorio a eficiéncia de solubilizacdo de fluorapatita em

meio liquido por A. brasilense e bactéria solubilizadora de fésforo (S11);

b) Avaliar o desenvolvimento da planta do milho e as alteracdes quimicas e
microbiologicas do solo inoculado com A. brasilense e com uma bactéria

solubilizadora de fésforo (S11) em condi¢cdes de casa de vegetacao;

c) Verificar em condicdes de casa de vegetacdo a influéncia das adubacdes

nitrogenada e fosfatada no desempenho desses micro-organismos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A cultura do milho (Zea mays L.)

O milho (Zea mays L.), originario da América, provavelmente da regido onde
hoje se situa o México, foi domesticado em um periodo entre 7.000 e 10.000 anos
atrds (CANTARELLA; BULL, 1993); pertence a familia das Poaceas, género Zea,
classificado cientificamente como (Zea mays L.), é a Unica espécie cultivada do
género. E uma espécie politipica, apresentando caracteristicas que permitem seu
cultivo em praticamente todos os continentes (FORNASIERI FILHO, 2007). Seu
nome de origem indigena caribenha significa “sustento da vida”. O milho foi o
alimento basico de varias civilizacbes importantes ao longo dos séculos, e sua
domesticacdo ocorreu a partir de um ancestral selvagem, o teosinte (MILHO, 2016).

O milho é uma cultura de relevante importancia internacional, ocupando
posicdo de destaque entre as espécies agricolas exploradas mundialmente, pois é
um alimento de alto valor energético e de custo relativamente baixo, além de ser
empregado em grande nimero de produtos (GALVAO; BOREM; PIMENTEL, 2015);

além disso, apresenta diversas formas de utilizacdo, que vao desde a alimentacao



animal até a industria de alta tecnologia. No mundo, o uso do milho em grdo como
alimentacdo animal representa 66% do consumo desse cereal; 25% é utilizado como
alimento humano e em processos industriais, e o restante € utilizado como semente
ou perdido (FORNASIERI FILHO, 2007); assim, € considerado uma espécie
indispensavel para a humanidade (GALVAO; BOREM; PIMENTEL, 2015).

Dentro da evolugdo mundial de producdo de milho, o Brasil tem destaque
como terceiro maior produtor, superado apenas pelos Estados Unidos e pela China,
com uma producdo agricola total de 83.336 milhdes de toneladas de grdos, com
uma produtividade média de 5.432 em kg/ha em 15.341,8 milhdes de hectares
(CONAB, 2016). Apesar de estar entre os trés maiores produtores, a producao
brasileira esta muito abaixo das previstas para este ano na China e nos Estados
Unidos, equivalentes a 225 e 348 milhGes de toneladas, respectivamente (USDA,
2015). Embora seja um produto de grande importancia econdmica, praticamente
toda a producéo brasileira de milho é consumida internamente, sendo que cerca de
70 a 80% é destinada aos setores de aves e suinos, para o preparo de racdes
(DUARTE et al., 2010).

Apesar de encontrar-se amplamente disseminada no Brasil, ha predominio
das regibes Centro-Oeste e Sul, as quais representam aproximadamente 68% da
area cultivada; ja a regido Sudeste contribui com apenas 16% da producéo brasileira
de milho, por ser uma das regibes com menor area cultivada (GALVAO; BOREM;
PIMENTEL, 2015). Isto se deve tanto a sua multiplicidade de usos na propriedade
rural quanto a tradicdo de cultivo desse cereal pelos agricultores brasileiros
(MAGALHAES et al., 2002). E praticada por todas as classes de produtores, tanto
para 0 consumo préprio, no caso de pequenas propriedades, até grandes
produtores, cujas producdo destina-se ao abastecimento do mercado (PAVAO;
FERREIRA FILHO, 2011). Na agricultura familiar, o milho & de grande importancia
na subsisténcia das pessoas, por ser de alto valor energético e ser utilizado
diretamente para o consumo humano na forma de milho cozido e também na forma
de derivados, como pamonha, cural, farinha de milho, canjica, cuscuz, polenta, paes,
pipoca, bolos, que sdo importantes fontes de energia (GALVAO; BOREM:;
PIMENTEL, 2015).



No Brasil, a producéo de milho tem se caracterizado pela divisdo da producéo
em duas épocas de plantio. Os plantios de verdo, ou primeira safra, sdo realizados
na época tradicional, durante o periodo chuvoso, que varia entre fins de agosto na
regido Sul até os meses de outubro/novembro no Sudeste e Centro Oeste (no
Nordeste este periodo ocorre no inicio do ano). Mais recentemente, tem aumentado
a producéo obtida na chamada "safrinha", ou segunda safra. A "safrinha" se refere
ao milho de sequeiro, plantado extemporaneamente, em fevereiro ou marco, quase
sempre depois da soja precoce, predominantemente na regidao Centro-Oeste e nos
estados do Parana e S&o Paulo. Verifica-se um decréscimo na &rea plantada no
periodo da primeira safra devido & concorréncia com a soja, o que tem sido
parcialmente compensado pelo aumento dos plantios na "safrinha". Embora
realizados em uma condicdo desfavoravel de clima, os plantios da "safrinha" vem
sendo conduzidos dentro de sistemas de producdo que tem sido gradativamente
adaptados a estas condi¢fes, o que tem contribuido para elevar os rendimentos das
lavouras (DUARTE et al., 2010).

De acordo com Arruda et al. (2013), para obter alto rendimento do milho é
necessaria a aplicacdo de fertilizantes minerais no solo. No entanto, a utilizacdo
destes insumos, especialmente em ndo leguminosas, causa o0 desequilibrio nos
ecossistemas naturais, além de ser uma pratica cara na agricultura. Desta forma,
existe a necessidade de avancos nas pesquisas sobre micro-organismos que se
encontram na rizosfera de diversos vegetais e que auxiliam na obtencdo de
nutrientes, diminuindo o custo e aumentando a producdo. Assim, a utilizacdo dos
micro-organismos na forma de inoculantes biolégicos pode ajudar o mercado
agricola, por substituir ou reduzir métodos tradicionais de adubacdo com

fertilizantes.

3.2. Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCP)

Bactérias promotoras de crescimento sdo um grupo de bactérias que podem
ser encontradas na rizosfera, na superficie de raiz e em associagdo com raizes

(STAMENOV, 2012). Sado conhecidas na literatura como “plant growth-promoting



bactéria” (PGPB) ou “bactérias promotoras do crescimento de plantas” (BPCP),
podem colonizar diferentes 6rgéos das plantas e exercem efeitos benéficos sobre as
mesmas, podendo melhorar o fornecimento de nutrientes para a cultura através de
varios mecanismos (KLOEPPER et al., 1989) e podem agir direta ou indiretamente
(GLICK, 1995). Este grupo de bactérias € definido por um grupo de pesquisadores
da China como bactérias que aumentam a producao (Yield Increasing Bacteria ou
YIB) (PIAO et al., 1992).

Os mecanismos diretos incluem a fixacdo biologica do nitrogénio, producédo de
fitohormdnios como as auxinas e giberilinas, solubilizacdo de minerais como o0
fésforo e ferro, producédo de sideréforos, enzimas e inducéo de resisténcia sistémica.
Os mecanismos indiretos sdo basicamente relatados como biocontrole, incluindo
producdo de antibibtico, quelacdo de ferro disponivel na rizosfera, sintese de
enzimas extracelulares para hidrolisar a parede celular de fungo e competicdo por
nichos dentro da rizosfera (CASTRO et al., 2009; ZAHIR et al., 2003), aumentar a
resisténcia ao estresse, estabilizar agregados do solo e melhorar o contedado de
matéria organica (HAYAT et al., 2010).

Segundo Vessey (2003), as bactérias promotoras de crescimento tém a
habilidade de converter elementos indisponiveis para as plantas em formas
disponiveis através de processos hioldgicos.

Os efeitos benéficos das BPCP também podem ser observados em plantas
propagadas “in vitro” e “in vivo”, principalmente pelo aumento ocasionado na altura,
area foliar, niamero de folhas, reducdo do tempo de aclimatizacdo, maior
sobrevivéncia de mudas, controle de doencas e aumento de produtividade
(BALDOTTO et al., 2010). Sementes de arroz tratadas com linhagens de bactérias
promotoras de crescimento apresentaram maior crescimento, aumento na massa
seca de folha e raiz, na absor¢cdo de nutrientes e um alto conteido de clorofila
(SHARMA et al. 2014; SALOMONE et al. 2012). De acordo com o0s autores, a
aplicacdo das bactérias foi capaz de melhorar a qualidade e a produtividade da
cultura do arroz.

De acordo com sua relacdo com as plantas, as BPCP podem ser divididas em
dois grupos: as bactérias simbidticas e as rizobactérias de vida livre (KHAN, 2005).

As bactérias simbidticas vivem no interior de células de plantas, localizadas dentro



de estruturas especializadas, e produzem nddulos. Atualmente, as bactérias
pertencentes ao género Rhizobium sdo as mais estudadas deste grupo, mas existem
outros géneros bacterianos que pertencem a essa categoria, como Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium. J& as rizobactérias de vida livre sdo
bactérias que vivem fora da células vegetais e ndo produzem ndédulos, mas
acentuam o crescimento da planta, através da producdo de compostos sinalizadores
que estimulam diretamente o crescimento vegetal, aumentando a resisténcia das
plantas, podendo ser incluidas nesta categoria as bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas, Serratia, Burkholderia (GRAY; SMITH, 2005).

Considerando seus efeitos sobre o crescimento vegetal, este grupo de
bactérias pode ser classificados em benéficas, deletérias ou neutras (GRAY; SMITH,
2005; DOBBELAERE et al., 2003). Aquelas que estabelecem uma associacdo
benéfica com as plantas tém sido isoladas, multiplicadas, formuladas e utilizadas
como pratica agronémica em alguns paises, favorecendo o desenvolvimento e a
produtividade das plantas (LUZ, 1996).

Segundo Guimardes et al. (2007), a aplicacdo de linhagens de bactérias
promotoras de crescimento na forma de inoculantes biol6gicos € uma estratégia para
aumentar a producéo de alimento e reduzir a dependéncia de insumos baseados em
fontes energéticas nao renovaveis, poluentes e economicamente insustentaveis. Os
inoculantes bacterianos sdo capazes de aumentar o0 crescimento da planta,
emergéncia de semente e melhorar o rendimento das culturas (MINORSKY, 2008),
além de melhorar a reposta da planta a fatores de estresse do ambiente e proteger
contra doencas (LUGTENBERG et al., 2002).

A utilizagdo de inoculantes bacterianos contendo as linhagens Pseudomonas
alcaligenas (PsA15), Bacillus polymayxa (BcP26) e Mycobacterium phlei (MbP18)
em milho proporcionaram aumentos significativos na massa seca de folha e raiz,
bem como no conteudo de nitrogénio, fésforo e potassio de folhas e raiz da planta
(EGAMBERDIYEVA, 2007). Wu et al. (2005) relataram n&do apenas os efeitos
benéficos no crescimento, mas também na absor¢cdo de nitrogénio, fésforo e
potassio pelas plantas de milho decorrentes da inoculagdo com agentes microbianos

constituido por Bacillus megaterium e Bacillus mucilaginous.



O efeito da inoculacdo de algumas espécies de bactérias promotoras de
crescimento, como a Pseudomonas sp, Archomobacter sp., Chryseobacterium sp.,
Herbaspirillum sp., Burkholderia sp. e Arthrobacter sp e A. brasilense no
desenvolvimento de milho foi estudado por Arruda et al. (2013), que verificaram
aumentos significativos de 50-68% na matéria seca de raiz, 25-54% na matéria seca
de folha e de 27% e 55% para o teor de fosforo na folha, quando a inoculagéo foi
realizada com Burkholderia sp, e Archomobacter sp., respectivamente.

Dobbelaere et al. (2001) avaliaram o efeito da inoculacédo de algumas espécies
de Azospirillum no crescimento de importantes culturas agricolas e relataram um
aumento significativo no peso seco da raiz e da parte aérea de plantas inoculadas,
resultando em um melhor desenvolvimento e produtividade da planta.

Bactérias associadas a raizes de plantas de batata doce foram isoladas e
testadas quanto a capacidade de promover o crescimento de tubérculos de batata.
Todos os isolados testados promoveram um aumento significativo no comprimento
de folha e raiz, assim como na massa seca e fresca em comparacdo com plantas
nao inoculadas (DAWWAM et al., 2013).

3.3. Importancia do fésforo (P)

Depois do nitrogénio, o fésforo (P) € o nutriente mais limitante para o
desenvolvimento das plantas (BARROTI; NAHAS, 2000). Este elemento constitui
cerca de 0,2% do peso seco das plantas, participa de véarias funcdes importantes
como metabolismo de energia, fotossintese, respiracdo, fixacdo do nitrogénio,
regulacdo de enzimas, movimento de nutrientes dentro da planta e transferéncia de
caracteristicas genéticas (DNA) (VIRUEL, 2014). O fésforo € um elemento essencial
para o estabelecimento e desenvolvimento, pois melhora todo o sistema radicular e,
consequentemente, a parte aérea (GONCALVES et al., 2000). Sua deficiéncia causa
reducdo do crescimento e da producédo, menor perfilhamento, comprometimento da
floracdo e da granacao das espigas e atraso na maturagcdo (NAHAS, 1991).

A planta adquire fosfato da solugéo do solo, predominantemente nas formas
HPO4?, quando em pH menor que 7,2, e H2PO4 quando em pH maior que 7,2



(WAKELIN et al., 2004). No entanto, na solucéo do solo a concentracao de fosforo é
geralmente muito baixa (2 a 5 um); deste modo, a absor¢cdo de P é um processo
ativo que acontece contra um forte gradiente de concentracdo, tendo em vista que,
no citoplasma, deve-se manter uma concentracdo entre 5 e 10 Mm (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Segundo Nahas (1991), o Brasil apresenta um dos solos mais
velhos do mundo, contendo altos teores de componentes que retém fdsforo,
competindo assim com as raizes da planta. Os solos agricultaveis contém uma
grande reserva de fosforo, devido a aplicacdes regulares. Contudo, uma larga
proporcao do fosforo inorganico na forma solluvel é rapidamente absorvido pelo solo
logo apds a aplicacdo de adubos fosfatados, tornando-se indisponivel para a planta
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; IGUAL et al.,, 2001). Cerca de 80% do fésforo
aplicado no solo torna-se indisponivel para as plantas, por ser imobilizado, adsorvido
e/ou transformado em uma forma organica (GYANESHWAR et al., 2002). Os
fendmenos de adsorcdo e precipitacdo que ocorrem no solo sdo geralmente
dependentes do pH e do tipo de solo (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Devido a alta exigéncia das plantas e a baixa disponibilidade no solo, esse
nutriente € quase sempre muito limitante ao crescimento delas, sendo necessaria a
aplicacdo de grande quantidade desse elemento nas culturas; dessa forma, a
adubacado fosfatada torna-se bastante dispendiosa, além de acarretar problemas
ambientais. Uma alternativa ao emprego do processo quimico tradicional é a
aplicacdo de fosfato de rocha natural, que representa um menor custo para a
fertilizacdo de plantas, especialmente em paises onde a disponibilidade de materiais
para a producdo de fertilizantes fosfatados € limitado. No entanto, os fosfato de
rocha sdo de solubilidade limitada, e sua disponibilidade para as plantas € reduzida
comparada a outras formas de fosfato (HAYNES, 1984) e também dependente da
espessura e da origem dos fosfatos; assim, os fosfatos de rocha de origem
sedimentar podem ser mais sollveis que os fosfatos de origem ignea e metamoérfica
(HAMMOND et al., 1986)

O mecanismo denominado de solubilizagdo é uma alternativa para a
transformacao de fosfatos inorganicos em fosfatos sollveis. Esse fenbmeno ocorre
principalmente devido a acdo de alguns micro-organismos presentes no solo, como

bactérias e fungos (NAHAS, 1991). O emprego de micro-organismos solubilizadores
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de fosfato pode aumentar a quantidade de P prontamente disponivel para a planta.
Estes micro-organismos excretam &acidos organicos de baixo peso molecular que,
por mecanismos de quelacdo e reacdes de troca, aumentam acentuadamente a
concentracdo de P em solucdo (GERKE, 1992; GULATI et al. 2010). Dessa maneira,
em solos, a solubilizacdo de fosfatos por bactérias é responsavel por fracdes que
variam de 1 a 50% do total de fosfato disponivel as plantas. A presenca de micro-
organismos solubilizadores de fésforo tem sido constatada na maioria dos solos
investigados (JONES et al., 1991; NAHAS et al., 1994), bem como na superficie de
sementes (KATZNELSON et al., 1962).

Mesmo a diversidade de bactérias solubilizadoras de fésforo presentes no
solo sendo grande, os niveis populacionais geralmente sdo baixos, ocorrendo
competicdo com outras bactérias comumente associada a rizosfera (IGUAL et al.,
2001). Dessa forma, para que a quantidade de fosforo liberado por esses
organismos seja suficiente para promover o crescimento vegetal, deve-se promover
a inoculacdo desses micro-organismos em concentracdes elevadas (VESSEY,
2003).

Devido ao potencial desses micro-organismos, varios estudos estdo sendo
realizados para avaliar a habilidade de diferentes espécies em solubilizar compostos
fosfatados inorganicos insollveis, tais como fosfato tricalcico, fosfato dicalcio,
hidroxiapatita e fosfato rochoso. Entre os géneros que sdo conhecidos com esta
capacidade, estdo as Pseudomonas; Burkholderia; Rhzobium; Agrobacterium;
Azotobacter e Erwinia (GOLDSTEIN et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2000; VERMA
et al.,, 2001). A utilizacdo de micro-organismos solubilizadores de fésforo é uma
alternativa viadvel ao uso da adubacao convencional para melhorar o aproveitamento
do fésforo j4 existente no solo, representando um mecanismo de promocdo de
crescimento de plantas (SILVA FILHO; VIDOR, 2002).

Aumentos no crescimento de plantas e absorcdo de nutrientes como
consequéncia da inoculagdo com bactérias solubilizadoras de fosforo foram
relatadas em varias culturas. Em milho, Hameeda et al. (2008) testaram a habilidade
de cinco linhagens de bactérias solubilizadoras de fésforo em promover o
crescimento da planta. Estes autores obtiveram um aumento de 99% na matéria

seca com a inoculagdo da linhagem EB 67 e 94% para a linhagem CDB 35 sob
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condi¢cdes de casa de vegetacdo; os mesmos autores verificaram um aumento de
85% e 64%, comparado ao tratamento controle (sem inoculagdo) na producao de
graos quando as sementes de milho foram tratadas com as linhagens EB 67 e CDB
35, respectivamente. A inoculacdo com Bacillus megaterium, B. subtilis e
Pseudomonas corrugata resultou em aumento de 122,4%, 135,2% e 194,3%,
respetivamente, no rendimento de graos de milho comparado ao tratamento controle
(KUMAR et al., 2007). A resposta de milho (Zea mays L.) a inoculacdo com bactérias
solubilizadoras de fosforo foi verificada por (VIRUEL et al., 2014) sob condi¢des
controladas e condicdes de campo em Tucuman, na Argentina. Os autores
constataram um aumento significativo na altura da planta de 45% e de 40% no peso
seco da folha tratadas com Pseudomonas tolaasii IEXb.

A avaliagcdo nutricional e o crescimento inicial de milho (Zea mays L.) em
resposta a inoculacdo de bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio e
solubilizadora de fosfato de rocha, em formulac&o simples ou mista, foi estudada por
Baldotto et al. (2012) e os resultados mostraram que as plantas de milho que
receberam as bactérias, tanto dizotroficas quanto as solublizadoras de fosfato,
apresentaram maiores teores foliares de nitrogénio e fésforo nas folhas e
apresentaram caracteristicas de crescimento mais elevadas.

Em arroz, a inoculagdo de sementes de arroz (variedade IR42) com
Azospirillum lipoferum linhagem 34H promoveu aumento na massa fresca e seca de
folhna e no contetdo de fésforo na planta (MURTY; LADHA, 1988). Aumentos nha
comprimento de folha e raiz, bem como na matéria seca e no teor de fosforo, foram
observados em plantas de feijao mungo (Vigna radiata [L.] Wilczek) tratadas com as
bactérias solubilizadoras Pontoea agglomerans e Burkholderia anthina (WALPOLA,
MIN-HO, 2013).

Selvakumar et al. (2011) avaliaram o efeito do tratamento de sementes de
trigo variedade VL 8040 com Pseudomonas lurida linhagem MR2H3 em solos néao
esterilizado e constataram que plantas tratadas com a bactéria obtiveram um
aumento de 47,5% e 13,3% no comprimento de raiz e parte aérea, respectivamente,
em comparagao com o controle (ndo inoculado), aléem do aumento de 26,31%, 40%
e 47,16% no teor de nitrogénio, potassio e fosforo, respetivamente. J4 Babana e
Antoun (2005) verificaram que a inoculacédo de Pseudomonas sp. BR2 em sementes
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de trigo proporcionou um aumento de 128% no rendimento de matéria seca de raiz e

melhorou a emergéncia de sementes.

3. 4. Importéancia do nitrogénio (N)

O nitrogénio € um nutriente essencial ao crescimento, desenvolvimento e
producdo das plantas, é fundamental para a vida devido a sua participacdo em
moléculas essenciais aos processos vitais como os acidos nucléicos, proteinas,
polissacarideos, entre outros (NOVOA; LOOMIS, 1981; XU et al., 2012).

Apesar do nitrogénio ser o nutriente mais abundante dos elementos do ar
atmosférico (aproximadamente 77% por volume), os animais e as plantas ndo sao
capazes de metaboliza-lo na forma gasosa e retira-lo diretamente do ar. A obtencéao
de nitrogénio da atmosfera requer a quebra de uma ligacéo tripla covalente que
existe entre dois atomos, para produzir aménia (NHs3) ou nitrato (NO3’) (TAIZ;
ZEIGER, 2013); para isso € necessario o fornecimento de temperatura e pressao
muito elevadas (fixa¢do industrial), processo que consome muita energia e nao é
economicamente viavel.

O nitrogénio é um nutriente absorvido em grande quantidade pelas plantas,
devendo estar disponivel em alta concentracdo no solo (POTTKER, 2000). E
considerado um dos principais fatores limitantes ao rendimento de graos de milho e
0 que mais onera custo de producdo da cultura (ARAUJO et al., 2004). Sabe-se, por
exemplo, que a adubacao nitrogenada representa cerca de 40% do custo total de
producao da cultura do milho (BARROS NETO, 2008).

Na maioria dos solos tropicais, a producdo das culturas é severamente
limitada pela deficiéncia de nitrogénio, o que as torna dependentes da aplicacdo de
adubos nitrogenados sintéticos (BERLAMINO et al., 2003). As doses de nitrogénio
indicadas para a cultura do milho podem alcancar valores superiores a 150 Kg.ha
segundo Amado et al. (2002), valor que pode variar conforme a quantidade de
matéria organica presente no solo e cultivar utilizada (DALLA SANTA et al., 2004).

Grande parte dos fertilizantes nitrogenados adicionados ao solo é volatilizada,

consumida por bactérias quimiolitotréficas (que voltam a reduzir o nitrato, liberando
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oxido nitroso e 6xido nitrico na atmosfera) ou lixiviada, sendo levada pela agua até o
lencol freético, contaminando-o, e o excesso pode chegar a rios e lagoas e causar a
eutrofizacdo destes ambientes (LEWIS et al., 1984).

Desta forma, a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN), processo pelo qual o
nitrogénio atmosférico €& transformado em NHs biologicamente util para os
organismos, aparece como uma alternativa de acentuada importancia no suprimento
de nitrogénio para as culturas e para o manejo sustentavel dos solos (HUNGRIA et
al., 2000; GLIESSMAN, 2001). Este processo € realizado na natureza apenas por
um seleto grupo de procariotos, bactérias capazes de fixar o nitrogénio do ar e o
fazem gracas a complexos enziméticos denominados nitrogenase (BALDANI et al.,
2002), sendo que a reacdo pode ocorrer a temperatura ambiente e presséo
atmosférica, 0 que ocorre gracas a um sistema enzimatico apropriado (REIS et al.,
2006). Para espécies vegetais como o milho, a fixacdo biolégica do nitrogénio
proporciona um acréscimo de 20 a 30% na aquisicdo deste elemento (MOREIRA et
al., 2010). Estima-se que a fixacdo biolégica do nitrogénio contribua com 65% da
entrada anual de nitrogénio na terra, enquanto que a producao industrial contribui
com 24% e a fixacdo ndo biolégica com cerca de apenas 10% (HUNGRIA et al.,
2001).

Dentre os organismos fixadores de nitrogénio encontrados em associacdes
com gramineas, as espécies do género Azospirillum constituem um dos grupos mais
estudados (CACERES, 1982). Este grupo de bactéria ganhou grande destaque
mundial a partir da década de 1970, com a descoberta realizada pela pesquisadora
da Embrapa Dra. Johanna Dobereiner, em seu primeiro trabalho com bactérias
diazotroficas, realizado em 1953, no qual relatou pela primeira vez a ocorréncia de
bactérias do género Azotobacter em solos acidos. Até entdo, jA se conhecia o
potencial de espécies deste género em fixar nitrogénio atmosférico, porém soé
haviam sido isoladas em solos do continente Europeu e Asiatico. Dobereiner e
Ruschel (1958), apés cinco anos isolaram e descreveram a bactéria Beijerinckia
fluminensis da rizosfera da cana de acucar em solos tropicais, demonstrando o
potencial dos diazotroficos em associacdo com gramineas. Em 1975, Dobereiner e
Day descobriram a capacidade de fixacdo biolégica do nitrogénio no género

Spirillum, posteriormente nomeado para Azospirillum (TARRAND et al., 1978).
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Segundo Débereiner e Day (1976), Azospirillum spp. compreende bactérias
diazotréficas de vida livre, amplamente encontradas em solos de clima tropical e
subtropical, sdo encontradas em associacdo com as raizes de gramineas de grande
importancia econdmica como milho, arroz, trigo e diversas forrageiras, além de
outras espécies de vegetais. De 30 a 90% das amostras de solo coletadas, em todo
o mundo, contém A. brasilense ou A. lipoferum. O Azospirillum spp. colabora para a
nutricdo de plantas, seja através de fixacdo biolégica do nitrogénio ou através da
producdo de hormdnio vegetais que atuam no aumento do sistema radicular pela
producédo de substancias promotoras de crescimento, aumentando n&o apenas o
namero de radicelas, mas também o didmetro das raizes laterais e adventicias,
ampliando assim o volume de solo explorado e promovendo, consequentemente,
ganhos em rendimento (OKON; VANDERLEYDEN, 1997).

Pesquisas sobre melhor entendimento da interacdo Azospirillum spp. “versus”

planta estdo sendo desenvolvidas de modo a alcangar a eficiéncia do uso de

bactérias diazotroficas em associacdo com diversas culturas.

3.5. Beneficios da inoculagcdo com Azospirillum brasilense

Como dito anteriormente, bactérias do género Azospirillum séo fixadores de
nitrogénio de vida livre e sdo encontrados em estreita associacdo com as raizes das
plantas. Elas sdo capazes de exercer efeitos benéficos sobre o crescimento das
plantas e melhorar o rendimento sob uma variedade de condicbes ambientais
(OKON; VANDERLEYDEN, 1997). Além da capacidade de fixar o nitrogénio
atmosférico, podem sintetizar fitohorménios (CASSAN et al., 2011), atuar na
solubilizagdo de fosfato inorganico (VERMA et al., 2001) e estimular o
desenvolvimento do sistema radicular (LAMBRECHT et al., 2000).

Resultados positivos da associacao entre Azospirillum spp. em milho tém sido
demonstrado em varios trabalhos, sendo que a inoculagdo, na maioria dos casos,
promoveu aumento na producdo de grdos, matéria seca, rendimentos de gréos,
germinacdo de sementes e acumulo de nitrogénio nas plantas (OKON;
LABANDERA-GONZALEZ, 1994; SALOMONE; DOBEREINER, 1996; BODDEY;
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DOBEREINER, 1988; NUR et al., 1980; FALLIK; OKON, 1996). O sucesso da
inoculacdo pode estar diretamente relacionado com a especificidade da interagéao
entre espécies ou gendtipos de plantas e as espécies ou estirpes das bactérias,
assim como fatores relacionados ao ambiente (HUNGRIA, 2011; BRACCINI et al.,
2012). Muioz-Garcia et al. (1991) constataram aumento da ordem de 54 a 86% na
matéria seca de raizes, e de 23 a 64% no peso seco da parte aérea, quando
sementes de milho do hibrido (UAP 77) foram inoculadas com A. brasiliense.

Efeitos positivos da inoculacdo de Azospirillum spp., associada ou nédo a
doses de adubacdo nitrogenada, foram constatados em importantes culturas. Em
milho, Costa et al. (2015) constataram que os tratamentos que receberam inoculante
apresentaram maior crescimento em altura (9,5% e 16%), biomassa seca do colmo
(49% e 6,75%) e biomassa seca da raiz (123% e 97%), para inoculante aplicado via
semente ou pulverizado, respectivamente. Araudjo et al. (2015) avaliaram o efeito da
inoculacdo com A. brasilense e Herbaspirilum seropedicae na produtividade,
parametros fitoquimicos e nutricionais de milho, e concluiram que a fertilizacédo
nitrogenada associada a inoculacdo de A. brasilense e H. seropedicae influenciou
positivamente no rendimento de grdos, matéria seca de folha, peso da espiga,
didmetro da espiga, numero de grdos por espiga, conteudo de clorofila e teor de

nitrogénio, potassio e zinco das folhas.

Mais beneficios foram relatados ao avaliar o desenvolvimento e produtividade
do milho, em resposta a inoculacdo com A. brasilense em dois genétipos de milho,
cultivados em anos, locais e manejos diferentes. Neste estudo, constatou-se que na
auséncia da aplicacdo do nitrogénio em cobertura a inoculacdo promoveu
incremento de 7,2% na massa seca de parte area e de 15,4% e 7,4% na producao
de grados no primeiro e segundo ano do experimento, respectivamente (LANA et al.,
2012). Em trigo, verificou-se um aumento significativo no rendimento de gréos,
quando a inoculacdo de Azospirillum (RAM-7) foi associada a 100% da dose
recomendada de nitrogénio, enquanto o tratamento que recebeu apenas a
inoculagcdo aumentou em apenas 7,4% (DALLA SANTA, 2004).

Dartora et al. (2013) avaliaram as respostas da cultura do milho obtida na fase
reprodutiva e vegetativa, decorrente da inoculagao de A. brasilense e H. seropedicae

associada a adubacéao nitrogenada e constataram que a inoculagdo combinada das
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estirpes proporcionou incrementos de 12% na matéria seca de parte aérea e 7% na
produtividade em relacdo a testemunha, indicando beneficios da combinacdo de
bactérias diazotroficas. Aumento médio de 17% na produtividade foi observado por
Cavallet et al. (2000), quando as sementes foram inoculadas com Azospirillum spp.
associada com a aplicacdo de nitrogénio em cobertura. Enquanto que, para
sementes do hibrido (DKB 390 YG) de milho inoculadas com A. brasilense,
observou-se um acréscimo de 9,4% na produtividade (KAPPES et al., 2013).

Estudo avaliando a promocdo de crescimento decorrente da aplicacdo de
fertilizacdo com fosforo associado a inoculagéo de A. brasilense e H. seropedicae foi
realizado por Inagaki et al. (2014), e os resultados mostraram que a inoculagdo com
A. brasilense e H. seropedicae aumentou em 52% a matéria seca de raiz, 42% o
volume de raiz e 25% a altura de plantas de milho hibrido (30F53H), indicando que a
aplicacdo das bactérias proporcionou aumento na solubilizacdo do fésforo, ou
melhor, a sua melhor utilizacdo pelo sistema radicular, enquanto a inoculagdo de
sementes com A. brasilense, associada a fertilizacdo de fosforo, aumentou em 23%
o conteudo de clorofila das folhas.

Salomone e Ddbereiner (1996), estudando a resposta de varios genétipos de
milho decorrente da inoculacdo de quatro estirpes de Azospirillum spp. isoladas na
Argentina e trés de raizes de sorgo e milho isoladas no Brasil, constataram aumento
de peso de gréos, variando em diferentes genotipos, da ordem de 1.700 a 7.300 kg
hal; entretanto, segundo os autores, os resultados sdo muito influenciados pelas

condicdes de solo, ambiente e gendtipos de planta.

A qualidade fisioldgica de sementes de milho dos hibridos simples AG7098 e
2B707, e das variedades sintéticas experimentais, V2 e V4 inoculadas com A.
brasilense, foi avaliada por Pereira et al. (2015). Segundo os autores, os hibridos
foram responsivos a inoculacdo para massa de matéria seca de raiz e 0s genotipos

diferem em relacdo a inoculacdo com A. brasilense.

Ensaios desenvolvidos pela Embrapa Soja, testando diferentes estirpes de A.
brasilense e A. lipoferum em milho e trigo, demonstraram que a inoculacdo com A.
brasilense proporcionou incrementos de 24 a 30% no rendimento de grados da

cultura do milho em relacdo ao controle (sem inoculagdo), resultando na
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identificacdo das primeiras estirpes autorizadas para a produgcdo de inoculantes
comerciais no Brasil (HUNGRIA et al., 2010).

Entretanto, resultados divergentes quanto aos beneficios ocasionados pela
inoculagdo com A. brasilense também s&o encontrados na literatura. Campos et al.
(2000), avaliando o inoculante a base de Azospirillum spp. na cultura do milho em
condi¢cdes de campo, ndo encontraram diferencas estatisticas para as variaveis:
namero de plantas, nimero de espigas, estatura de plantas e rendimento de graos.
Resultados semelhantes para a produtividade do milho verde foram verificados por
Domingos Neto et al. (2013), decorrentes da inoculagdo com A. brasilense estirpe
Ab-V5 e Ab-V6. Para a mesma cultura, Rodrigues et al. (2014) ndo constataram
efeito positivo da inoculacdo na producdo de grdos de trigo. O beneficio da
inoculacdo com bactérias diazotroficas depende de fatores como gendtipo da planta,
estirpes selecionadas, inter-relacdo entre ambos e o meio ambiente (SALA et al.,
2007).

A otimizacdo dessa possivel simbiose Azospirillum spp-milho podera resultar
em incrementos de produtividade e em diminuicdo dos custos de producao,
principalmente na aquisicdo de adubos nitrogenados que sdo usados intensamente
na cultura do milho (OKON; VANDERLEYDEN, 1997).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Plantio

O ensaio foi realizado em condi¢cdes de casa de vegetacdo localizada no
Departamento de Produgcdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, FCAV-UNESP, Jaboticabal-SP.
Quatro sementes de milho (Zea mays L.) do hibrido comercial 2B707 PW (Dow Agro
Sciences) foram semeadas em vasos plasticos de 12 dm?3 preenchidos com
LATOSSOLO VERMELHO Eutrdfico tipico (EMBRAPA, 2006) de textura argilosa,
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(55¢g de argila Kg* de solo). A caracterizacdo quimica do solo, na camada de 0-20
cm, foi determinada segundo metodologia de Van Raij e Quaggio (1983) (Tabela 1).

Uma semana ap0s a emergéncia, foi realizado o desbaste, deixando-se 2
plantas por vaso. Todas as plantas receberam diariamente irrigacdo uniforme, para
manter 70% da capacidade de campo, e foram mantidas sob regime de luz natural
em temperatura média foi 25+ 2°C.

Tabela 1: Composicdo quimica do solo obtida anterior a implantacdo do

experimento.

Prof. pH MO P (resina) Ca K Mg H+Al SB T \%
(cm) (CaCl) gdm?® mgdm? mmol, dm™ %
0-20 59 9 20 28 112 6 16 452 61,2 74

4.2. Adubacéo

Todas as plantas receberam 350 kg/ha de NPK (20-0-20) como fertilizante de
base, e os tratamentos recebidos foi nitrogénio em cobertura, aplicado 30 dias apés
a emergéncia, sendo a ureia (45% de N) fonte deste macronutriente. Para os
tratamentos que receberam a adubacdo fosfatada, aplicou-se no momento da
semeadura 98 kg/ha de apatita de Araxa, que pertence ao grupo das fluorapatitas,

de baixa solubilidade e lenta assimilacéo.

4.3. Isolado e preparo do inéculo

Foi utilizada a linhagem Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense obtido a
partir da formulacao liquida de um produto comercial denominado Qualyfix Graminea
(Brasilguimica) e o isolado denominado S11 (solubilizador de fosforo), o qual foi
obtido da rizosfera de um Latossolo Vermelho Escuro com milho, selecionado por

solubilizar fosfato de calcio in vitro em ensaios anteriores (dados ndo mostrados). Os
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isolados encontram-se estocado em tubos de ensaios contendo meio BDAL (batata,
dextrose, extrato de levedura e &gar) segundo Kucey (1983) e mantido sob
refrigeracdo a 4°C no Laboratério de Microbiologia do Solo da FCAV/UNESP de
Jaboticabal.

Para a utilizacdo nos ensaios, 0,2 mL de cada bactéria foi inoculado em
erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de caldo nutriente com pH 7,0 e foram
mantidos em BOD a 28° C por 24 horas. ApOs esse periodo, procedeu-se a
homogeneizacdo das amostras; as suspensdes foram diluidas em agua destilada
esterilizada e as concentragdes ajustadas em 1x107 e 3x108 unidades formadoras de
colénias (UFC) mL*das bactérias S11 e A. brasilense, respectivamente.

4.4. Inoculacéao

Com o auxilio de uma pipeta, aplicou-se uniformemente 20 mL da suspensao
contendo cada bactéria sobre o solo, paralelo as sementes no momento da
semeadura. O tratamento controle recebeu 20 mL de 4gua destilada esterilizada. Ja
para o tratamento com a inoculacdo conjunta de A.brasilense e S11 foi aplicado
sobre o solo um volume igual de 10 mL de cada suspensao bacteriana com suas

respectivas concentracoes.

4.5. Avaliacéo

4.5.1. Determinacgéo da altura e matéria seca da planta

As plantas foram colhidas apés 60 dias de cultivo, quando se avaliou a altura
(cm), medindo-se da superficie do solo até o 4pice da planta, com o auxilio de uma
trena. As plantas de todos os tratamentos foram recolhidas e seccionadas em folhas

e raiz, lavadas trés vezes com agua deionizada, acondicionadas em sacos de papel,
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identificadas e levadas a estufa de circulagé@o forgada de ar a 65+2°C por 72 h, para

posterior pesagem.

4.5.2. Andalises microbioldgicas e quimica do solo

O solo foi coletado da rizosfera em quatro pontos aleatérios, sendo as
amostras reunidas em amostra compostas, peneiradas em peneira de malha de
2mm. As amostras, totalizando 200g, foram divididas em duas partes, sendo a
primeira mantida em sacos plasticos a temperatura de 4°C até o momento de
utilizacdo para contagem de bactérias totais, determinacdo de umidade e matéria
organica e a segunda seca ao ar e conservada em temperatura ambiente (28°C)
para determinacdo do fdésforo solavel, nitrogénio total e carbono da biomassa

microbiana.

4.5.2.1. Analises microbiolégicas do solo

4.5.2.1.1. Contagem de bactérias totais

Para a contagem de bactérias totais, amostras de 10g de solo rizosférico
umido foram adicionadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 95 mL de solucéo de
pirofosfato 0,1% (p/v) e submetidas a diluicdo em série, de acordo com o método
proposto por Wollum (1982) até a concentracdo de 10%4. Para isso, 1 mL da
suspensao de cada solo foi transferido para tubo de ensaio 18 x 180 mm, contendo
9 mL de solucdo de pirofosfato de sodio e deste tubo para outro com 0 mesmo
volume da solucéo de pirofosfato de sodio, até atingir a diluicdo desejada. Aliquotas
de 0,1 mL da diluicdo (10#) de cada amostra foi transferida para placas de Petri
contendo 20 mL do meio de Bunt e Rovira (1955), pH 7,4. Em seguida, as placas
contendo o indculo microbiano foram mantidas em BOD a 30°C por 72 horas e, apos
este periodo, realizou-se a contagem do numero de colbnias existentes, conforme

Vieira e Nahas (2005), com auxilio de uma lupa com aumento de 6 vezes.
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45.2.1.2. Carbono da biomassa microbiana

Para a determinacdo do carbono da biomassa microbiana utilizou-se o
método de irradiacdo-extracdo, adaptando o método proposto por Islam e Weil
(1998) e Ferreira, Camargo e Vidor (1999), que consiste na utilizacdo de energia
eletromagnética (micro-ondas) para promover o rompimento celular e liberar os
composto intracelulares para posterior extracdo e quantificacdo do carbono.

Foram pesados 10 g de solo seco em erlenmayers de 250 mL, sempre em
duas amostras, uma para ser irradiada e outra nédo irradiada (controle). A capacidade
de retencdo de agua (CRA) das amostras foi ajustada em 70%. Uma parte das
amostras foi submetida a irradiacéo, de acordo com o tempo previamente calculado,

de acordo com as equagdes (1 e 2).

Equacdo 1l: P=CpxKx Atxm
t

Sendo:
P= Poténcia real do aparelho de micro-ondas em W,
Cp=1,0J. ml-1. °K-1, capacidade térmica da agua;
K= 4,184, fator de correcéo de Caloria m?. K para Watt (J.57);
AT= Variacdo de temperatura da agua em 2 minutos de exposi¢cao, em °C;
m= 1000 g, massa de &gua, em grama,
t= 120 s, tempo de exposi¢do da agua a radiacdo do micro-ondas
Em seguida determinou-se o tempo de exposicdo das amostras a irradiacao

do micro-ondas, usando a férmula:

Equacdo 2: t=rxmt
P
Sendo:
t= tempo de exposicdo das amostras a irradiagdo do micro-ondas;
r= 800 J. g de solo, quantidade de energia irradiada durante a exposicéo;
mt= massa total das amostras a serem irradiadas;

P= poténcia do aparelho em W
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Em seguida, para a extracdo das amostras irradiadas e néo irradiadas, foram
adicionados 40 mL de solucéo extratora de sulfato de potassio 0,5 M e agitadas em
agitador horizontal a 175 rpm durante 30 minutos. Ap0s a agitacdo, as amostras
permaneceram em repouso por 30 minutos e foram filtradas em papel de filtro,
recolhnendo-se o0 extrato que foi armazenado em céamara fria (7° C). Para a
determinacao, foi pipetado 10 mL de cada extrato filtrado em erlenmeyer de 125 mL,
foram adicionados 2 mL de solucdo de dicromato de potassio 0,066M e 10 mL de
acido sulfarico concentrado. Apoés o resfriamento, foram adicionados 50 mL de agua
destilada e, novamente apos o resfriamento, foram acrescentadas 4 gotas do
indicador ferroin. A titulagéo foi realizada com solucdo de sulfato ferroso amoniacal
0,033M. Em cada avaliacdo foram feitas 4 provas em branco, sendo duas contendo
todos os reagentes e 10 mL de dicromato de potassio (0,5M), e 2 apenas com 0S
reagentes sem o sulfato de potassio.

Para a obtencdo dos valores do carbono presente na biomassa microbiana

utilizou-se a equacao 3.

Equacéo 3: C ir, nir = (Vb- Vam) x (conc. sulfato ferroso) x 3 x 100 x (volume extrator)
(volume extrato) x (peso do solo)

Onde:

Vb= média do volume gasto na titulacdo dos brancos;

Vam= média dos volumes gasto na titulacdo das amostras (triplicatas);

concen. sulfato ferroso= 0,03 M

3- resultado da relacdo entre o numero de mols de Cr207 que reage com Fe**,
multiplicado pelo nimero de mols de Cr207 que reage com Carbono, multiplicado
pela massa atdbmica do Carbono (12).

1000= fator de conversao de unidades

volume extrator= 40 mL, volume de K2 SO4 0,5 M utilizado na extracao;

Volume do extrato= 10 mL, volume da aliquota do extrato titulada

peso do solo= 10 gramas
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4.5.2.2. Analises quimica do solo

4.5.2.2.1. Determinacao da umidade do solo

A determinacdo da umidade foi realizada utilizando-se um cadinho de porcelana,
onde foram pesados 10 g de solo umido, essas amostras foram colocadas em estufa
a 105° C por 24 horas. Depois de retirado da estufa o cadinho foi imediatamente
colocado em um dessecador com silica indicadora de umidade. Pesou-se o cadinho
mais a amostra seca. A umidade foi determinada pela diferenca do valor do peso
obtido da amostra Umida subtraindo o valor do peso seco da amostra seca

multiplicado por 100, igual a porcentagem de umidade do solo.

U% = {(msolo imido — msolo seco) / msolo umido} x 100 ]
Onde:
U = umidade (%)

m = massa de solo (g)

4.5.2.2.2. Determinacdo da matéria organica do solo

O teor de matéria organica foi determinado pelo método de incineragcédo, em
gue foram pesados 10 g de solo seco, em triplicata, nos cadinhos de porcelana com
seus pesos ja aferidos e foram acondicionados em mufla a 550°C por 24 horas.
Apoés o resfriamento do cadinho, até aproximadamente 100° C, as amostras foram
retiradas da mufla e mantidas em um dessecador com silica indicadora de umidade
no seu interior, seguida da pesagem do cadinho mais amostra apdés combustédo. A
matéria organica foi determinada pela diferenca do peso obtido, ou seja, amostra
seca, menos amostra apos a combustdo. Os teores foram expressos em (%) de

matéria organica do solo.
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4.5.2.2.3. Nitrogénio total Kjeldahl

O nitrogénio total foi determinado conforme proposto por Bremner e Mulvaney
(1982). Pesou-se 1 g de solo seco em tubo de ensaio tipo Kjeldahl de 100 mL e
adicionaram-se 1,1 g de mistura catalitica e 3,0 mL de acido sulfdrico concentrado,
procedendo-se a digestado, por 3 horas. Apés o resfriamento do frasco, completou-se
com uma proveta o volume para 15 mL com &agua deionizada. Em seguida,
procedeu-se a destilacdo. Adicionaram-se 20 mL de NaOH 10 M, iniciando-se a
destilacao do nitrogénio, recolhendo-se 30 mL em erlenmeyer de 50 mL, contendo,
previamente pipetado, 5 mL de solucéo indicadora de &cido borico. Em seguida,
titulou-se o destilado com solucéo de acido sulfarico 0,02 M até a mudanca de cor de
verde para rosa. Em cada avaliagéo, fez-se um branco omitindo-se o solo. O teor de
nitrogénio total foi calculado com base numa curva padréo determinada com solucéo

de sulfato de amonia.

45.2.2.4. Fésforo soluvel

Para a determinacéo do fosfato soluvel, empregou-se o0 método de Watanabe
e Olsen (1965). Foram pesados 0,6 g de solo seco e transferidos para um
erlenmeyer de 125 mL. A extracdo das amostras foi realizada adicionando-se 12 mL
de solucédo extratora de bicarbonato de sédio 0,5 M, pH 8,5. Agitou-se, por 30
minutos, em agitador horizontal, e filtrou-se em papel de filtro Whatman n® 40. O
filtrado foi armazenado em camara fria (7 °C) até o momento da determinacéo. Para
isso, foram pipetados 2 mL do filtrado em tubo de ensaio 18 x 180 mm, adicionando
a estes 0,2 mL de solugao de acido sulfurico 5 M e 0,8 mL do “Reagente B” (descrito
a sequir). Todos os tubos foram agitados e incubados em banho-maria, a 45 °C, por
20 minutos. Apos incubacao, a leitura da absorbéancia foi feita em espectrofotémetro,
no comprimento de onda de 820 nm. Em cada avaliacao, foi feito um branco com 2
mL de bicarbonato de sédio 0,5 M, pH 8,5, em substituicdo ao extrato de solo. Os
calculos foram efetuados com base numa curva padrdo com solucdo de KH2POs,

contendo 100 ug p/ml=.
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Preparo do “Reagente A”: foram dissolvidos 12 g de molibdato de amoénio em 250
mL de agua destilada e 0,208 g de tartarato duplo de antiménio e potassio em 100
mL de agua destilada. As duas solucbes foram adicionadas juntamente com uma
solucéo de 1000 mL de acido sulfurico 5 M (138,9 mL de acido sulfurico em agua
destilada g.s.p. 1000 mL). O volume foi ajustado para 2000 mL, homogeneizado e

guardado na geladeira em frasco ambar.

Preparo do “Reagente B”: dissolveram-se 1,056 g de acido ascorbico em 200 mL do

“‘Reagente A”, no momento do uso (solugéo ndo pode ser armazenada).

4.5.2.2.5. Solubilizagédo de fosfato insolivel em meio de cultura liquido

A atividade de solubilizacdo de fluorapatita por A. brasilense e S11 foi
determinada em frasco erlemeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido, com
pH 7,0, contendo por litro: 0,1 g de NaCl, 1 g de NH4Cl, 02 g de KCI, 01 g de
CaCl2.2H20, 1,2 g de MgS0a4.7 H20, 10g de glicose, 0,5 g de extrato de levedura
(NAHAS et al., 1994), suplementado com 5 g L de fluorapatita (Apatita de Araxa). A
inoculacdo de cada isolado foi realizada pela transferéncia de 0,2 mL de uma
suspensao obtida a partir de coldnias crescidas por 24 horas em caldo nutriente na
concentracdo de 1x107 UFC mL1. Apds a inoculacéo, as culturas foram incubadas,
sem agitacdo, a 28°C por 7 dias. Diariamente foram retirados 4 frascos de cada
cultura bacteriana. Posteriormente, as solu¢des foram centrifugadas a 9000 rpm por
15 minutos e, no sobrenadante, determinou-se o teor de fosfato conforme

procedimento descrito no item (4.5.2.2.6).

4.5.2.2.6. Determinacéo do fosfato soluvel

Para a determinacgéo do fosfato soltvel utilizou-se a metodologia descrita por
Ames (1966). Foram adicionados 0,1 mL do sobrenadante em tubos de ensaio 18 x

180 mm, adicionando a estes 1,5 mL de agua destilada e 1,4 mL da solu¢cdo R
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(descrito a seguir). Todos os tubos foram agitados e incubados em banho-maria, a
45 °C, por 20 minutos. Apds incubacdo, a leitura da absorbancia foi feita em
espectrofotometro, no comprimento de onda de 820 nm. Os calculos foram

efetuados com base numa curva padrdo com solucédo de KH2PO4 0,0002 mol L.

Solugéo A: foram dissolvidos 10g de acido ascérbico em 100mL de agua deionizada.

Solucdo B: foi dissolvido 1,25g de molibidato de aménio em 30 mL de agua
deionizada. A esta solucgéo foi acrescentado 7,3 mL de &cido sulfdrico concentrado e
completou-se o volume para 300 mL.

Solucdo R: misturou-se a solucdo A e a solugdo B na proporcdo de uma parte de

solugéo A para seis partes de solugcéo B (no momento da determinacéo).

5. Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento adotado foi em Blocos Casualizados (DBC), com o0s
tratamentos arranjados em esquema fatorial (4x2x2). O primeiro fator correspondeu
a inoculacdo no solo com bactérias: a) A. brasilense (AZ), b) isolado (S11), c)
combinacdo de AZ+S11 e d) controle (sem inoculacdo); o segundo fator
compreendeu: a) presenca ou b) auséncia de fertilizacao fosfatada e o terceiro fator:
a) presenca ou b) auséncia de adubacdo nitrogenada em cobertura. Os
experimentos foram realizados com cinco repeticbes, sendo cada repeticdo
duplicada para minimizar o risco de perda de parcelas.

A andlise de variancia foi realizada pelo teste F, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados referentes a
contagem de bactérias totais foram transformados em log (x). Para a execucao das
analises foi utilizado o programa Agroestat versdo 1.0 (BARBOSA; MALDONADO,
2010).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Altura, matéria seca de raiz e folha das plantas de milho

A altura da planta e matéria seca de raiz ndo foram incrementadas pela
inoculacdo de bactérias (I), adubacao fosfatada (P) e nitrogenada em cobertura (N).
Para a matéria seca de folha, observou-se aumento de 35% no tratamento com a
inoculacdo da bactéria S11 e de 19,5% para a inoculacdo com A. brasilense, em
relacdo ao controle. Quanto ao fator presenca e auséncia de adubacao fosfatada e
nitrogenada, o teste F nao foi significativo para altura e matéria seca de raiz.
InteracBes significativas foram verificadas entre a inoculagdo de bactérias e
fertilizacdo com fésforo (IxP) para altura e matéria seca de folha e interagdo entre a
inoculacdo e adubacao nitrogenada (IxN) para altura e matéria seca de raiz (Tabela
2).

A presenca de fésforo, associado a inoculacdo de bactérias (AZ, S11 e
AZ+S11) nao incrementou a altura da planta, sendo estatisticamente igual ao
controle (66,12 cm). No entanto, quando inoculado somente a bactéria A. brasilense
(sem adubacdo), a altura das plantas foi 10,2% maior do que a observada no
controle, diferindo significativamente de todos os tratamentos (Tabela 3). A altura
das plantas diferiu (p>0,01) quando houve a inoculacdo de A. brasilense associada a
adubacdo fosfatada, comparando com a altura das plantas quando receberam a

inoculacdo da mesma bactéria sem a adubacéo fosfatada (Tabela 3).
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Tabela 2. Altura, matéria seca de raiz (MSR) e folhna (MSF) de plantas de
plantas de milho apds 60 dias da semeadura em funcdo dos
fatores inoculacao (I), adubacao fosfatada (P) e adubacao
nitrogenada.

Inoculacao (1) Altura (cm)®> MSR (g planta™®)? MSF (g planta™®)°
Controle™® 67,68a 1,39a 1,29b

AZ? 70,25a 1,46a 1,54ab
s11® 68,0 a 1,61a 1,74a
AZ+S11® 68,13a 1,60a 1,31b
Teste F 0,81"° 2,33"s 7.,86%*
D.M.S 0,26 0,26 0,28

Fosforo (P)

Sem P 69,53a 1,55a 1,47a
ComP 67,53a l,47a 1,37a
Teste F 2,30 "™ 1,38™ 7,16%
D.M.S 2,60 0,13 0,15

Nitrogénio (N)

Sem N 68,93a 1,53a 1,60a
Com N 68,12a 1,50a 1,34b
Teste F 0,39 ™ 0,20"° 12,32**
D.M.S 2,60 0,14 0,15

Teste F (interacdes)

IxP 8,76** 1,45"° 3,65*
XN 3,23* 4,64** 0,80
PxN 0,23™ 0,82"° 2,93"°
IxXPxN 0,64 0,97 3,34*
cb.v. (%) 7,54 18,21 20,55
ab.c

Valores originais. Médias seguida pela mesma letra mindscula na
coluna, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.**Significativo a 1% de probabilidade. * Significativo a 5%
de probabilidade. ns: Nao  significativo, D.M.S: Diferenca minima

significativa.C.V: Coeficiente de variagéo.(l)Néo inoculado. ®AZ: inoculado
com A.brasilense. ®S11: inoculado com bactéria solubilizadora de
fosforo. WAZ+S11: inoculado com A. brasilense e bactéria solubilizadora
de fésforo.
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Tabela 3. Desdobramento da interacdo inoculacdo versus adubacao fosfatada
(IXP) para altura e matéria seca de folha (MSF) de plantas de milho
apos 60 dias da semeadura®.

Altura (cm) MSF (g planta™)

Tratamento Sem P Com P Teste F Sem P Com P Teste F
Controle® 69,25Ab 66,12Aa 1,46" 1,41Abc 1,16Ab 2,69"
AZ® 76,37Aa  64,12Ba = 22,43**  1,80Aab  1,28Bab = 11,44**
s11® 67,00Ab 69,12Aa 0,67" 1,86Aa 1,62Aa 2,46"
AZ+S11® 65,50Bb 70,75Aa 4,12* 1,22Ac 1,41Aab 1,53"
Teste F 6,93** 2,64" 8,17** 3,34*

%Valores originais. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, ou
mindscula na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. **Significativo a 1% de probabilidade. *Significativo a 5% de
probabilidade. n.s: ndo significativo. ®Nao inoculado. ®AZ: inoculado com A.
brasilense. ®S11:inoculado com bactéria solubilizadora de fosforo. PAZ+S11:
inoculado com A. brasilense e bactéria solubilizadora de fésforo.

Estudos mostram que a inoculacdo de bactérias associada a adubacéo
fosfatada proporciona um melhor desenvolvimento da planta. A inoculagdo em
conjunto de Herbaspirillum seropedicae (HIll 206) e Burkholderia sp. (UENF114111),
combinada com aplicacdo de fosfato de rocha, melhorou significativamente a altura,
namero de folhas e matéria seca de parte aérea do milho (BALDOTTO et al., 2012).
Inagaki et al. (2014) verificaram que a adubacdo com superfosfato simples,
associada a inoculacdo de milho com A. brasiliense e H. seropedicae apos 21 dias
de cultivo, resultou em uma maior altura da planta comparado ao tratamento
controle, divergindo do encontrado neste trabalho; no entanto, a fonte de fosforo
utilizada neste estudo néo foi a fluorapatita.

Para o teor de matéria seca de folha (MSF), a inoculacdo da bactéria S11 na
presenca ou auséncia de adubacdo fosfatada promoveu um aumento significativo
comparado com o tratamento controle. Entretanto, ndo houve um aumento
significativo para o mesmo parametro analisado quando a bactéria inoculada foi o A.

brasilense (Tabela 3).
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Incrementos na matéria seca foliar podem permitir uma produgdo maior de
biomassa e, consequentemente, maior producdo (PEREIRA et al., 2015). A
producdo de matéria seca de parte aérea e raiz pode estar associada a producéo de
fito-hormbnios como as auxinas, giberilinas e citocininas (MOREIRA et al., 2010).
Walpola e Yoon (2013) constataram aumento na matéria seca de folha de feijao com
a inoculacdo em conjunto de duas linhagens de bactérias solubilizadoras de fésforo
guando na presenca de fosfato tricalcicum. O tratamento das sementes de milho
hibrido (Surabhi), com uma formulacdo a base de turfa e contendo as linhagens EB
67 e 35 CDB de bactérias solubilizadoras de fésforo, aumentou o comprimento da
parte aérea, emergéncia de plantulas, matéria seca e producédo de grdos de milho
(HAMEEDA et al., 2008).

Contrariando nossos resultados para o aumento de matéria seca de folhas com
a inoculacéo de A. brasilense, Reis Junior et al. (2008) observaram um aumento na
matéria seca de folha de milho inoculada com A. amazonense comparado ao
tratamento n&o inoculado. Dartora et al. (2013) observaram que a combinagéao de
estirpes Ab-V5 de A. brasilense e SmR1 de H. seropedicae proporcionou
incrementos na matéria seca de parte area, no diametro basal do caule e rendimento
de grédos de milho. Possivelmente, os resultados encontrados por estes autores
foram consequéncias dos gendétipos, linhagens de bactérias, associacdes de
isolados e condicBes ambientais, diferentes das do presente estudo.

Para a altura da planta, a andlise de variancia demonstrou que, na auséncia do
nitrogénio, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, embora no
tratamento com as bactérias em conjunto (AZ+S11) tenha havido um incremento na
altura da planta (71,62 cm). Na presenca do nitrogénio, apenas os tratamentos com
A. brasilense e esta, combinada com S11, diferiram entre si (Tabela 4).

Avaliando o efeito da aplicacdo de A. brasilense em combinagdo com dose de
nitrogénio de cobertura, Costa et al. (2015) obtiveram, ap6s 60 dias de cultivo, um
aumento de 11,2% na altura em relagéo ao controle. Dartora et al. (2013) e Lana et
al. (2012) nado obtiveram respostas para a altura de plantas inoculadas com
A.brasilense associada a adubacgéo nitrogenada, assim como os resultados obtidos
no presente trabalho. Araudjo et al. (2015) também né&o verificaram efeito para altura

da planta, insercéo da espiga, didametro do caule, comprimento da espiga, numero e
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peso de 1000 grédos para a inoculacdo com A. brasilense e H. seropedicae

associada a adubacao nitrogenada em cobertura.

Tabela 4. Desdobramento da interacéo inoculacdo versus adubacéo nitrogenada (IxN)
para altura e matéria seca de raiz (MSR) de plantas de milho apds 60 dias
da semeadura®.

Altura (cm) MSR (g planta™)
Tratamentos SemN ComN Teste F Sem N ComN Teste F

Controle™®  66,75Aa  68,62Aab  0,53™ 1,18 Bb 1,60 Aa  8,89**
AZ? 68,50Aa  72,00Aa 1,83" 153Aab  140Aa  0,99™
s11® 68,87Aa  67,25Aab  0,39™ 1,70Aa 1,52 Aa 1,60
AZ+S11@ 71,62Aa  64,62Bb 7,32% 1,71 Aa 1,48 Aa  2,64™

Teste F 1,22" 2,82* 6,25%* 0,72"

%Vvalores originais. Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha, ou minGcula
na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de T ukeya 5% de probabilidade.
**Significativo a 1% de probabilidade. *Significativo a 5% de probabilidade. n.s: nao
significativo. “Nao inoculado. ®AZ: inoculado com A. brasilense . )S11: inoculado com
bactéria solubilizadora de fosforo. WAz+S11:inoculado com A. brasilense e bactéria

solubilizadora de fésforo.

Considerando a matéria seca de raiz (MSR), aumentos de 44,1% e 45% em
relacdo ao controle foram observados nos tratamentos inoculados com a bactéria
S11 e inoculacdo conjunta (AZ+S11) (p>0,01), respectivamente, na auséncia de
adubacdo nitrogenada. N&o houve diferencas significativas (p<0,01) para a
inoculacdo de bactérias associada a adubacéo nitrogenada comparando-se com o
tratamento controle (Tabela 4).

A aplicagdo no solo ou via semente de bactéria solubilizadora de fosforo foi
relatada por melhorar a biomassa seca de raiz em importantes culturas
(KHALAFALLAH et al.,, 1982). A aplicacdo de A. brasilense, via semente ou
aplicacao foliar, aumentou em 123% e 97%, respectivamente, a matéria seca de raiz
(COSTA et al., 2015) e aumentos de 113,65 e 17,74% na matéria seca de raiz foram
obtidos para as variedades de milho AG7098 e 2B707, respectivamente (PEREIRA
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et al., 2015). A inoculacdo de sementes com A. brasiliense e H. seropedicae
aumentou em 52% a matéria seca de raiz (INAGAKI et al., 2014). Em ensaio de
campo, Hungria et al. (2010) verificaram que a inoculacdo com as linhagens AbV5 e
Ab V6 de A. brasiliense foram mais efetivas no crescimento de raiz e produtividade
de milho e trigo. Aumento na matéria seca do milho em resposta a inoculacdo pode
ser atribuido aos estimulos fornecidos por bactérias diazotréficas devido a
capacidade de produzir fitohormonios, estimulando o desenvolvimento da raiz,
aumentando ndo apenas o numero de radicelas, mas também o didmetro das raizes
laterais e adventicias, resultando em alta capacidade de absorver agua e nutrientes
(SALOMONE; DOBEREINER, 1996).

6.2. Contagem de bactérias totais, fésforo e nitrogénio total no solo

O numero de unidade formadora de colbnias de bactérias (UFC) no solo
inoculado com a bactéria S11e quando associada a bactéria A. brasilense aumentou
significativamente (p>0,01) comparando-se com o controle (Tabela 5). A
concentracdo de fosforo soluvel no solo no tratamento inoculado com a bactéria A.
brasilense (180, 15 pg P g*! solo seco) diferiu significativamente dos demais
tratamentos. Para o nitrogénio, os maiores valores (50 ug N g* solo seco) foram
verificados para a inoculacdo em conjunto de A. brasilense e S11 (Tabela 5).

Para a contagem de bactérias totais, as interacfes significativas foram
verificadas para o fator inoculacdo versus adubacéo fosfatada (IxP) e inoculacéo
versus adubacéo fosfatada versus adubagdo nitrogenada (IXPxN). Para o nitrogénio
total no solo e o fosforo disponivel, todas as interagdes foram significativas (Tabela
5).
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Tabela 5. Niumero total de unidades formadora de colénia de bactérias (UFC), fésforo
soluvel (P) e nitrogénio total (NT) no solo cultivado com milho apds 60 dias
da semeadura em funcéo dos fatores inoculacéo (l), adubacdo fosfatada
(P) e adubacéao nitrogenada (N).

Inoculacéo (1) UFC P NT
(nx10° g* solo seco)® (ug P g™ solo seco)®  (ug N g™ solo seco)®

Controle 11,05b 129,62b 43,20b
AZ? 10,46b 180,15a 38,86b
s11® 19,97a 130,79b 40,07b
AZ +511% 17,96a 138, 85b 50,32a
Teste F 16,27** 31, 89** 8,30%*
DM.S 0,15 15, 91 6,71

Foésforo (P)

SemP 15,51a 127, 63b 43,80a
ComP 14,21b 162,08a 42 .42a
Teste F 4,37* 66,23** 0,61™
D.M.S 0,08 8,50 3,58

Nitrogénio (N)

Sem N 14,81a 155,90 a 41,98a
Com N 14,90a 133, 81b 44,24a
TestF 0,43 27,29** 1,60™
D.M.S 0,08 8,50 3,58

Teste F (interacdes)

IxP 4,16%* 40,17** 6,42%*
IXN 0,82" 33,58* 14,33**
PxN 1,07™ 25,63** 9,69**
IXPXxN 5,90** 36,76** 4,04*
C.V. (%) 2,27 11,67 16,55
a,b,c

Valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em
log(X) para ndmero total de bactérias. Médias seguidas pela mesma letra mindscula
na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
**Significativo a 1% de probabilidade. *Significativo a 5% de probabilidade. n.s: ndo
significativo. D.M.S: Diferenca minima significativa. C.V: Coeficiente de variacao.
MNao inoculado.®AZ: inoculado com A. brasilense. ®S11: inoculado com bactéria
solubilizadora de fosforo. PYAz+S11:inoculado com A.brasilense e bactéria
solubilizadora de fésforo.
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Na presenca e auséncia de adubacédo fosfatada, os maiores valores
numéricos para contagem de bactérias totais ocorreu para a inoculagdo com S11. O
namero de unidades formadoras de colénias de bactérias para o tratamento com a
inoculacao de A. brasilense n&o diferiu significativamente do controle na presenca e
auséncia da adubacéo fosfatada, bem como a inoculagcéo do A. brasilense e S11 na

auséncia da adubacéo fosfatada (Tabela 6).

Tabela 6. Desdobramento da interacado inoculacdo versus adubacao
fosfatada (IxP) para o numero total de unidades formadora
de colbnia de bactérias (UFC), no solo cultivado com
milho ap6s 60 dias da semeadura®.

UFC (nx 10° g* solo seco)

Tratamento SemP ComP Teste F
Controle® 7,01 Ab 6,96 Ab 0,43"°
AZ? 7,12 Aab 6,78 Bb 17,54**
s11® 7.25 Aa 7,29Aa 0,26"
AZ+S11@W 7,22 Aab 7,23Aa 0,02"°
Teste F 3,61* 17,27*

dMédias em valores originais, mas a analise estatistica realizada com
dados transformados em log (X). Médias seguidas pela mesma letra
mailscula na linha, ou mindscula na coluna ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
**Significativo a 1% de probabilidade. *Significativo a 5% de
probabilidade. n.s: ndo significativo. ®Na&o inoculado. ®AZ: inoculado
com A. brasilense . ®¥S11: inoculado com bactéria solubilizadora de
fosforo. “YAZ+S11:inoculado com A. brasilense e Dbactéria
solubilizadora de fésforo.
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Walpola e Yoon (2013) verificaram que a maior populagédo de bactérias (8,36
x108 UFC g solo) foi registrado em solos inoculados com bactérias solubilizadoras
qgquando na presenca de fosforo. Segundo Moda et al. (2014), as populacdes de
bactérias e fungos do solo ndo foram alteradas pela utilizacdo de fosfato de Araxa,
fosfato de Bayovar, superfosfato triplo e fosfato de Cuba. Diferente do obtido no
presente estudo Inagaki et al. (2015), verificaram que a inoculacdo de A. brasilense,
linhagem Ab-V5, resultou em aumento na quantidade de bactérias no solo de milho.

Os maiores valores numéricos de fésforo soltvel (237,53 e 227,67 ug P g*
solo seco) foram obtidos no tratamento inoculado com A. brasilense na presenca de
fésforo (Tabela 7) e na auséncia de adubacao nitrogenada (Tabela 8). Na auséncia
de adubacéo fosfatada e na presenca de adubacado nitrogenada, a concentracao de

fésforo solavel ndo diferiu entre os demais tratamentos (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7. Desdobramento da intera¢do inoculagdo versus adubacao fosfatada (IxP) para
o fosforo sollvel (P) e nitrogénio (N) no solo cultivado com milho ap6s 60 dias da

semeadura®,
P (ug P g'solo seco) N (ug N g™'solo seco)
Tratamento SemP Com P Teste F SemP Com P Teste F

Controle™  12422Aa  13502Ab  1,63™  4788Aa  3851Bbc  6,90*
AZ? 122,77Ba  23753Aa 184,02 4302Aab  34,69Bc 5,45+
s110 128,80Aa  132,78Ab 022"  3538Bb  44,76Aab  6,90*
Az+S11®  13473Aa  142,98Ab 095  4893Aa  5171Aa  061™

Teste F 0,81"™ 71,25** 5,99** 8,73*

®Valores originais. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, ou mintiscula
na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukeya 5% de probabilidade
**Significativo a 1% de probabilidade.*Significativoa 5% de probabilidade. ns: ndo
significativo. WNao inoculado . @AZ: inoculado com  A. brasilense. ®S11:inoculado com
bactéria solubilizadora de fosforo. WAz+S11:inoculado com A. brasilense e bactéria
solubilizadora de fosforo.
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Tabela 8. Desdobramento da intera¢@o inoculagdo versus adubacdo nitrogenada (IXN) para
fosforo (P) e nitrogénio (N) no solo cultivado com milho ap6és 60 dias da

semeadura’®.
P(ug P g'lsolo seco) N (uN g'lsolo seco)

Tratamento SemN ComN Teste F SemN Com N Teste F
Controle™  12912Ab  130,12Aa 001" 15170 Aa 34,69 Bc 22,72%
AZ? 22767Aa 132,62Ba 12625 3504Bb 42,68 Abc 4,58

s11@ 133,08 Ab  12850Aa  029™  3295Bb 47,19 Aab 15,91**
AZ+S11¥  13373Ab  14398Aa 147"  4823Aa  52,40Aa 1,36"™

Teste F 64,11* 1,37™ 13,78 8,84**

®Valores originais. Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha, ou mindscula na
coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
**Significativo a 1% de probabilidade. n.s: ndo significativo. WN&o inoculado. @Az inoculado
com A.brasilense. ®S11:inoculado com bactéria solubilizadora de fésforo. Az+S11:
inoculado com A. brasilense e bactéria solubilizadora de fosforo.

A inoculacdo de bactérias solubilizadoras de fésforo na presenca de fosfato
de rocha proporcionou os maiores valores de fésforo disponivel no solo comparado
com o tratamento controle (LINU et al., 2009). Walpola e Yoon (2013) constataram
gue a aplicacdo em conjunto de Pontoea agglomerans e Burkholderia anthina com
fosfato tricalcicum proporcionou o maior valor (201, 25 mg Kg* solo) de fésforo no
solo.

Para a concentracdo de nitrogénio total, os maiores valores numeéricos
encontrados foram observados nos tratamentos que receberam a inoculagédo mista
de A. brasilense + S11, seguido pelo tratamento que recebeu a bactéria S11, na
presenca de adubacao fosfatada (Tabela 7) e nitrogenada em cobertura (Tabela 8).
A inoculagédo mista de bactéria solubilizadora de fosforo Pseudomonas chlororaphis
e fixadora de nitrogénio Arthrobacter pascens resultou em altas concentracdes de

fésforo disponivel e nitrogénio no solo (XUAN et al. 2012).
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6.3. Matéria organica, umidade e carbono da biomassa microbiana do solo

A matéria organica (M.O) e umidade do solo ndo apresentaram diferenca
significativa para os fatores inoculacao (1), adubacao fosfatada (P) e nitrogenada em
cobertura (N). Para o teor de matéria organica no solo, foi verificado interacfes
significativas (p> 0,05) entre os fatores inoculacdo versus adubacdo fosfatada
(Tabela 9).

O carbono da biomassa microbiana (C.B.M) foi significativamente influenciado
pela inoculacdo de bactérias (I), adubacéo fosfatada (P) e nitrogenada (N). O teor de
carbono obtido no tratamento S11 (41,56 pug C g solo seco) e Az+S11 (38,76 ug C
g! solo seco) ndo diferiram entre si (p<0,01), mas em relacdo ao controle observa-
se reducao de 88,2 % e 96,5%, respectivamente (Tabela 9). Apesar do aumento
verificado no nimero de bactérias totais nos tratamentos S11 e AZ +S11 quando
associado a adubacédo fosfatada (Tabela 6), ndo foi observado esse aumento no
valor de carbono da biomassa microbiana, ao contrario disso, os teores de carbono
da biomassa foram menores para os tratamentos que receberam a inoculacéo
microbiana. Assim, a diferenca verificada entre aumento na contagem de bactérias
total e diminuicdo da CBM poderia ser explicada pois a primeira analise quantifica
apenas o numero de bactérias, ja a segunda considera o carbono de todos os micro-
organismos presentes na amostra de solo. Logo, pode ter ocorrido um aumento do
ndmero de bactérias, mas uma diminuicdo do numero total de micro-organismos.

A adubacédo com fluorapatita causou uma reducao significativa (p>0,05) no
carbono da biomassa (Tabela 9). Possivelmente devido ao fato da apatita de Araxa
ser insolivel e de lenta e gradual liberacdo do fésforo (ARAUJO; MELO, 2012).
Fertilizantes inorganicos séo usados principalmente para aumentar a disponibilidade
de nutrientes para as plantas (MARSCHNER et al., 2003), no entanto, podem afetar
a populagdo, composicdo e causar mudangas nas comunidades do solo (YUAN,
2013).

A adubacdo nitrogenada em cobertura proporcionou um incremento
significativo (p<0,05) no carbono da biomassa microbiano, 70,88 ug g de C no solo,
(Tabela 9).
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Tabela 9. Matéria organica (M.O), umidade e carbono da biomassa microbiana
(C.B.M), de solo cultivado com milho em funcéo dos fatores inoculacgéo (),
adubacao fosfatada (P) e adubacé&o nitrogenda (N).

Inoculacdo () M.O (g 100g solo)®  Umidade (%)° C.B.M (ug C g™* solo seco)®

Controle™® 11,51a 17,88a 78,21a
AZ®? 11,43a 19,43a 78,20a
s11® 11,67a 17,91a 41,56b
Az+sS119 11,41a 18,53a 38,76b
Teste F 0,53 2,43 5,90**
D.M.S 0,59 1,75 34,07

Fésforo (P)

SemP 11,40a 18,72a 70,10a
Com P 11,61a 18,15a 48,26b
Teste F 1,72" 1,47" 5,82*

D.M.S 0,31 0,93 18,20

Nitrogénio (N)

SemN 11,39a 18,05a 47,55b
ComN 11,62a 18,33a 70,80a
Teste F 2,07 2,80™ 6,59*

D.M.S 0,31 0,93 18,20

Teste F (interacdes)

IxP 3,78* 0,44" 7,11%
IXN 0,37"™ 0,92" 3,41*

PxN 2,89™ 0,01 2,42
IXPXN 0,27" 1,57 8,03**
cb.v. (%) 5,49 10,12 61,19

abc

Valores originais. Médias seguida pela mesma letra mindscula na coluna, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo
a 1% de probabilidade. *Significativo a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo.
D.M.S: Diferengca minima significativa. C.V: Coeficiente de variacao. N30 inoculado.
@AZ: inoculado com A. brasilense. ¥S11: inoculado com bactéria solubilizadora de
fosforo. “YAZ+S11: inoculado com A. brasilense e bactéria solubilizadora de fosforo.
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A inoculacao de A. brasilense, associada a adubacao fosfatada, proporcionou
incremento significativo (p<0,01) no teor de matéria organica do solo (11,92 ug C g
solo seco), quando comparado a inoculacdo da bactéria na auséncia de foésforo
(Tabela 10). Possivelmente, esse aumento pode ser devido ao papel desempenhado
pelo fosforo na divisédo celular e desenvolvimento de novos tecidos (HAMEEDA et al.
2008), na transferéncia e utilizacdo de energia pelas plantas (VIRUEL et al., 2014) e
na constituicdo de varios compostos vitais ao metabolismo dos vegetais
(FORNASIERI FILHO, 1997), estimulando o crescimento do sistema que,

posteriormente, foi decomposta por micro-organismos do solo.

Tabela 10. Desdobramento da interacdo inoculacdo versus adubacdo fosfatada (IxP) para
matéria organica (M.O) e carbono da biomassa microbiana (C.B.M) de solo cultivado

com milho®.
M.O (g 100g solo seco) C.B.M (g C g™ solo seco)

Tratamento Sem P Com P Teste F SemP Com P Teste F
Controle™” 11,36Aa  1166Aa  0,86™  7891Aab 77,50Aa 0,01™
AZ? 10,94Ba  1192Aa  9,64*  12259Aa  122,59Aa 24,03*
s11® 11,64Aa  11,69Aa  0,03™  5213Abc  52,13Abc 1,36™
AZ+S11% 1166Aa  1116Aa 253" 26,77Ac 26,77Ac 1,75
Teste F 2,24"™ 2,08" 10,23* 2,78"

valores originais. Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha, ou minGscula na coluna
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukeya 5% de probabilidade. *Significativo a 1%
de probabilidade. n.s.: N3o significativo. “Nao inoculado. ® AZ: inoculado com A. brasilense.
®311: inoculado com bactéria solubilizadora de fésforo. YAz+S11: inoculado com A. brasilense
e bactéria solubilizadora de fosforo.

A associacao da adubagéo nitrogenada com A. brasilense n&do promoveu um
aumento no teor de carbono (Tabela 11). Diferente do obtido neste estudo, Treseder
(2008) constatou aumento da biomassa microbiana em funcéo da aplicagdo de
nitrogénio, provavelmente devido a multiplicacdo em numero de células dos micro-
organismos decorrente do fornecimento de nitrogénio. Chu et al. (2007) observaram

aumento no carbono da biomassa decorrente da aplicacéo de nitrogénio, concluindo
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que o aumento da biomassa pode ser devido ao aumento da biomassa da raiz e
maior producéo de exsudato decorrente do fornecimento da fertilizacdo. Ao avaliar o
efeito da fertilizacdo nitrogenada sobre o carbono da bomassa microbiana, Li et al.
(2013), verficaram aumento de 46,23% no carbono da biomassa na camada de (0-

1cm) de solo, decorrente da aplicacéo de ureia como fonte de nitrogénio.

Tabela 11. Desdobramento da interacdo inoculacdo versus adubacao
nitrogenada (IxN) para o carbono da microbiana (C.B.M) de
solo cultivado com milho®.

CBM (ug C g* solo seco)

Tratamento Sem N ComN Teste F
Controle” 85,95Aa 70,45Aab 0,73"
AZ® 45,09Bab 111,31Aa 13,38**
s11® 31,00ADb 52,13Ab 1,36"
AZ+S11@ 28,18Ab 49,31Ab 1,36"
Teste F 4,33%* 4,98%*

®Valores originais. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na
linha, ou mindscula na coluna ndo diferem significativamente pelo teste
deTukey a 5% de probabilidade. **Significativo a 1% de probabilidade.
n.s.: Nao significativo. ®N&o inoculado. ® AZ:inoculado com A.
brasilense. ®S11:inoculado com bactéria solubilizadora de fésforo.
" AZ+S11: inoculado com A. brasilense e bactéria solubilizadora de
fosforo.

6.4. Concentracao de fosfato soltvel em meio de cultura liquido

A concentracdo de fésforo solivel no meio de cultivo variou de 7,08 a 13,56
ug/g P mL? para A. brasilense e de 7,08 a 274,16 ug/g P mL™?, para S11 (Figura 1).
A concentracdo méaxima de fosforo para S11 foi verificado apds 168 horas e para A.

brasilense ap6s 120 horas de incubacdo. A partir de 24 horas de incubacgéo
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verificou-se que a producao de fosforo por S11 foi significativamente maior que A.

brasilense, perdurando-se até 168 horas (Figura 1).

300 -

250 -
200 -
150 -
100 -
-_ 1111
0 T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo de incubacéo (horas)

Fosfato soluvel (ug/g P mL?)

m A.brasilense mSl11

Figura 1. Concentragdo diaria de fosfato solivel em meio de cultura
suplementado com fluorapatita e inoculado com Azospirillum brasilense e bactéria
(S11) durante 7 dias.

Os fosfatos inorgénicos insoluveis podem ser transformados em fosfatos
sollveis através de um mecanismo denominado de solubilizacdo (NAHAS, 1991). A
solubilizacéo de fosfato em meio sélido pode ser avaliada pela formacdo de um halo
transparente ao redor da colonia, em contraste com o meio opaco (KANG et al.,
2002) ou pela solubilizagdo de fosfato em meio liquido adicionado de fontes
insoltveis desse elemento (KUMAR; BEHL; NARULA, 2001).

Segundo Oteino et al. (2015), a solubilizacdo de fosfato € um dos principais
mecanismos de promocdo de crescimento vegetal realizado por bactérias
associadas a plantas. Esse fenbmeno tem sido atribuido a inUmeros mecanismos,
muitas vezes interdependentes como o crescimento do micro-organismo, a producao
de &cidos e a diminuicdo de pH (BARROSO; NAHAS, 2005). Varios fatores
influenciaram a capacidade de solubilizacido desses micro-organismos, como tipo de
fosfato a ser solubilizado (NAHAS, 1996; BARROTI; NAHAS, 2000), a fonte de
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carbono e nitrogénio disponivel (NAUTIYAL, 1999) e o tipo de planta cultivada
(GRAYSTON; CAMPBELL, 1995).

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o grau de
solubilizacdo de fosfato variou com o tipo de micro-organismo envolvido. Resultado
semelhante foi verificado por Grupta et al. (2007) ao analisar a capacidade de
solubilizacdo de fosfato de rocha e fosfato tricalcium por bactérias e fungos. Os
autores constataram que, de um total de 253 bactérias e 62 fungos isolados a partir
de solo de mina e de manganés, apenas 19 bactérias e 12 fungos foram capazes de
solubilizar fésforo.

A habilidade em solubilizar fosfato de rocha de Araxa, fosfato de Gafsa e
fosfato de Patos de Minas por isolados de bactérias e fungos foi estudada por Nahas
et al. (1996). Os autores constataram que, dentre as bactérias avaliadas,
Pseudomonas cepacia foi a mais eficiente na solubilizagdo, enquanto que a maior
atividade de solubilizacdo foi observada para a inoculacdo do fungo Penicillium
purpurogenum e P. implicatum.

Souchie et al. (2005), ao avaliar a capacidade e a eficiéncia de solubilizacédo
de Apatita de Araxa, CaHPO4, AIPO4 e em meio liquido, por quatro isolados de
bactérias solubilizadoras da familia Enterobacteriaceae, constataram um aumento de
cerca de 1,3 e 13 vezes no fosforo solivel em meio liquido incubado com AIPO4 e
apatita de Araxa, respectivamente. Bactérias isoladas de treze solos foram testadas
por Nahas et al. (1994) quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfato insoltvel em
meio de cultura liquido. Os autores verificaram que o teor de fésforo solavel variou
de 609 a 1291 pg/mL, e que apenas cinco bactérias produziram teores de fésforo
superior 1000 pg/m. Segundo Silva Filho e Vidor (2000), o crescimento, a
capacidade e o potencial de solubilizagdo dos micro-organismos variam tanto entre

os isolados testados quanto entre as fonte de fosforo avaliadas.
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7. CONCLUSOES

A bactéria S11 é solubilizadora de fluorapatita em meio de cultivo

No milho a matéria seca de folha foi incrementada pela inoculacéo da bactéria
(S11) associada ou ndo a adubacédo fosfatada. Ja a matéria seca de raiz foi
favorecida pela inoculacdo de A. brasilense isolada ou associada a bactéria

(S11) (AZ+S11), quando na auséncia de adubacao nitrogenada.

No solo a contagem de unidades formadoras de coloénia de bactéria foi
incrementada pela inoculacéo da bactéria (S11) isolada ou associada com A.
brasilense (AZ+S11), quando na presenca de adubacéo fosfatada, enquanto
a aplicacdo de A. brasilense associada a adubacédo fosfatada e auséncia de

adubacao nitrogenada aumentou o teor de fésforo solavel.

A associacao A. brasilense e bactéria (S11) (AZ+S11), na planta foi efetiva
apenas para a matéria seca de raiz, quando aplicada na auséncia de
adubacdo nitrogenada. No solo essa associacdo de bactérias favoreceu a
contagem de bactéria totais e o nitrogénio total quando na presenca de

adubacéo fosfatada e nitrogenada.

A adubacédo com fluorapatita afeta 0 desempenho de A. brasilense.
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