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RESUMO
O fosforo (P) é essencial para o desenvolvimento e produtividade das culturas, mas sua
concentracdo nos solos de todo o mundo geralmente esta abaixo do ideal. Quando aplicado
pela fertilizacdo mineral, é rapidamente fixado aos cations do solo devido a sua alta
reatividade, tornando-se em grande parte indisponivel a absor¢do pelas plantas. Bactérias
existentes no solo podem atuar na solubilizacdo do P fixado, liberando-o para a solugdo do
solo, onde fica disponivel para absorcdo pelas plantas. Assim, esta pesquisa teve por objetivo
isolar, selecionar e identificar bactérias do solo com potencial para solubilizar fosfatos e
avaliar a inoculagdo dos isolados na reducdo e/ou eliminacdo da adubacdo mineral fosfatada
em arroz de terras altas, bem como, seus efeitos sobre o crescimento, a produtividade e a
qualidade do arroz. De trinta e dois isolados solubilizadores de fosfatos de célcio e de ferro,
foram selecionados trés, por meio de testes in vitro, e posteriormente, identificados como
Pantoea sp., Enterobacter sp. e Klebsiella sp. Os isolados foram avaliados em ensaios em
casa de vegetacdo e campo, em esquema fatorial 4 x 3 para as avaliagdes entre os tratamentos,
e 4 x 3 + 2 para as comparacgdes dos tratamentos as testemunhas, com quatro repeticdes. Os
tratamentos foram constituidos pela combinacéo de quatro doses de P (0; 23,3; 46,6 e 70 kg
ha!), baseadas na utilizacdo de 0, 1/3, 2/3 e 3/3 da dose recomendada para arroz de terras
altas com a inoculacdo dos trés isolados de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF)
(AAC01 — Pantoea sp.; AAC02 — Enterobacter sp. e AAC04 — Klebsiella sp.). Os
tratamentos testemunha consistiram na aplicacdo de duas doses de P equivalentes a 0 e 70 kg
ha?, sem inoculagdo. A inoculagio de Klebsiella sp. promoveu ganhos significativos tanto no
experimento em casa de vegetacdo, quanto no experimento em campo, com cerca de 33% de
reducdo na adubacdo fosfatada. No experimento em casa de vegetagdo, a inoculagdo de
Enterobacter sp. juntamente com a dose de 46,6 kg ha™ de P aumentou a respiracéo basal do
solo e a massa fresca de parte aérea. A inoculacdo de Pantoea sp. aumentou a respiracao basal
do solo de forma linear até a dose de 70 kg ha™ de P e aumentou a massa fresca da raiz na
dose de 46,6 kg ha. No entanto, no experimento em campo esses isolados ndo mantiveram os
efeitos. As doses de P utilizadas aumentaram os teores de P dos gréos de arroz, o teor de P nas

raizes, a massa seca de parte aérea e a altura das plantas.

Palavras-chave: fosforo; solubilizacéo; inoculante; Oryza sativa L.; Cerrado.



ABSTRACT

PHOSPHATE SOLUBILIZING BACTERIA BIOPROSPECTION AND UPLAND RICE
INOCULATION

Phosphorus (P) is essential for crop development and productivity, but its concentration in
soils around the world is generally suboptimal. When applied by mineral fertilization, it is
rapidly attached to soil cations due to its high reactivity, making it largely unavailable for
plant uptake. Bacteria in the soil can act to solubilize the fixed P, releasing it into the soil
solution, where it is available for absorption by plants. Thus, this research aimed to isolate,
select and identify soil bacteria with the potential to solubilize phosphates and evaluate the
inoculation of the isolates in the reduction and/or elimination of phosphate mineral
fertilization in upland rice, as well as its effects on growth, productivity and rice quality. From
thirty-two isolates that solubilize calcium and iron phosphates, three were selected through in
vitro tests, and later identified as Pantoea sp., Enterobacter sp. and Klebsiella sp. The isolates
were evaluated in greenhouse and field trials, in a 4 x 3 factorial scheme for the evaluations
between treatments, and 4 x 3 + 2 for the comparisons of treatments to controls, with four
replications. The treatments consisted of a combination of four doses of P (0; 23.3; 46.6 and
70 kg hal), based on the use of 0, 1/3, 2/3 and 3/3 of the recommended dose for upland rice
with the inoculation of the three isolates of phosphate solubilizing bacteria (BSF) (AACO01 —
Pantoea sp.; AACO02 — Enterobacter sp. and AAC04 — Klebsiella sp.). The control treatments
consisted of the application of two doses of P equivalent to 0 and 70 kg ha?, without
inoculation. The inoculation of Klebsiella sp. promoted significant gains both in the
greenhouse experiment and in the field experiment, with about 33% reduction in phosphate
fertilization. In the greenhouse experiment, the inoculation of Enterobacter sp. together with
the dose of 46.6 kg ha* of P increased basal soil respiration and shoot fresh mass. Inoculation
of Pantoea sp. increased basal soil respiration linearly up to 70 kg ha® of P and increased root
fresh mass at 46.6 kg hat. However, in the field experiment these isolates did not maintain the
effects. The doses of P used increased the P content of rice grains, the P content in the roots,

the dry mass of shoots and plant height.

Key words: phosphorus; solubilization; inoculation; Oryva sativa L.; Cerrado.
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1 INTRODUCAO GERAL

O fésforo (P) é elemento quimico essencial ao desenvolvimento e a produtividade das
culturas. Sua disponibilidade no solo determina se as plantas poderdo crescer e se desenvolver
em uma determinada &rea, uma vez que é insubstituivel na producdo de alimentos. No
entanto, grande parte dos solos de todo o mundo apresentam originalmente baixo teor de P
disponivel (LOPEZ-ARREDONDO et al., 2014), exigindo a adicdo de fertilizantes fosfatados
para que o cultivo agricola possa se estabelecer.

Séo caracteristicas do P a imobilidade no solo, atribuida a sua lenta difusdo e a
capacidade de interagir fortemente com a maioria dos cations, o que ocasiona a formacéo de
complexos insoltveis no solo, que retiram o P da solucdo e o torna indisponivel para a
absorcédo pelas plantas (PANDA; RAHMAN; PANDA, 2016; NAUREEN et al., 2018). Para
superar essa imobilizacdo e atender as exigéncias das culturas sdo adicionadas, regularmente,
grandes quantidades de fertilizantes fosfatados, o que tem estabelecido uma nova condicdo
aos solos onde sua quantidade total ¢é alta, mas ndo suficientemente disponivel para atender a
demanda das plantas. Estima-se que de todo o P aplicado na agricultura nos dltimos 50 anos
mais da metade continue fixado no solo (WITHERS et al., 2018).

Em geral, as plantas possuem dois mecanismos para maximizar a absor¢éo de P, ou
seja, mudancas na morfologia radicular, por meio do aumento da biomassa radicular com a
producdo de pelos e raizes laterais, o que permite explorar maior volume de solo para a
absorcdo de nutrientes, e a melhoria da eficiéncia no uso de P (SONG et al., 2019). Neste
sentido, muitas bactérias e fungos tém demonstrado capacidade de mobilizar parte do P fixado
liberando-o para a solucdo do solo, onde estara disponivel para a absorcdo pelas plantas: séo
os solubilizadores de fosfato.

As bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) conseguem liberar P a partir de fontes
inorganicas, como os fosfatos de célcio e ferro, por meio da liberacdo de acidos e enzimas
que, também, sdo eficientes nos processos de mineralizacdo de fosfatos organicos (SHARMA
et al., 2013; LONG et al., 2018). Além disso, possuem a capacidade de aumentar a area
superficial das raizes das plantas por meio da producdo de fito-horménios (RICHARDSON et
al., 2011). Dessa forma, os micro-organismos solubilizadores de fosfato tém sido
considerados a melhor estratégia para viabilizar o uso do P fixado aos solos, de forma

ecologica, ambientalmente correta e economicamente viavel.
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O arroz (Oryza sativa L.), é cereal de grande importancia por servir como base para a
alimentacdo de cerca de um terco da populagdo mundial (IRFAN et al., 2020). O P é
imprescindivel ao crescimento e desenvolvimento destas plantas, sendo fator limitante para o
perfilhamento e, consequentemente, para o rendimento da cultura (CRUSCIOL; SORATTO;
ARF, 2007). De todo o P absorvido pelas plantas de arroz, 65% é exportado pelos grdos, o
que torna a cultura uma importante fonte deste nutriente na alimentacdo humana (FAGERIA,
2006). Estabelecer mecanismos sustentaveis para o suprimento de P nesta cultura pode
constituir importante ferramenta para a producéo agricola global.

Com o constante crescimento da populacdo mundial e a necessidade de produzir
alimentos para todos, aumentar a eficiéncia do uso do P no cultivo agricola vem sendo
considerado um desafio significativo. Para o Brasil € particularmente importante encontrar
alternativas para o uso do P fixado ao solo, visto que grande parte do fertilizante fosfatado
utilizado no pais é importado. Neste sentido, sdo imprescindiveis pesquisas envolvendo a
selecdo para utilizagcdo de micro-organismos solubilizadores de P, assim como desenvolver e

estabelecer préaticas que aumentem a eficiéncia do uso do P na agricultura.

1.1 OBJETIVOS

Esta pesquisa teve por objetivo a liberacdo do P fixado ao solo, aumentando a
disponibilidade para as plantas e diminuindo a necessidade de aplicagdo de fertilizantes
fosfatados, com consequente reducdo na exploracdo das reservas naturais. Dessa forma, 0s
objetivos especificos foram: 1) Isolar, selecionar e identificar bactérias do solo com potencial
para a solubilizacdo de fosfatos; 2) Avaliar a inoculagdo das BSF selecionadas na reducéo
e/ou eliminacéo da adubacdo mineral fosfatada em arroz; 3) Verificar os efeitos da inoculagéo
no crescimento, na produtividade e na qualidade do arroz; 4) Investigar a influéncia da
inoculacdo sobre os teores de P da planta, do solo e dos grdos; 5) Avaliar os efeitos da

inoculacdo sobre os atributos quimicos do solo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 A IMPORTANCIA DO FOSFORO PARA A AGRICULTURA

O fésforo (P) € um nutriente importante para o desenvolvimento e produtividade das
culturas. Este elemento quimico participa de inimeros processos no metabolismo das plantas,
desde a divisdo celular até a regulacdo de vias metabdlicas e de processos de crescimento,
incluindo o fornecimento de energia bioquimica (ATP - adenosina trifosfato). A deficiéncia
de P é considerada uma das principais restri¢cbes biofisicas para a producdo das culturas
(PANDA; RAHMAN; PANDA, 2016; SONG et al., 2019).

A indisponibilidade de P no solo interfere drasticamente em processos fundamentais
para o desenvolvimento das plantas como respiracdo, fotossintese, sintese de acidos nucléicos
e de proteinas e crescimento das células. Como resultado ocorrem diminuicdo da altura média
das plantas, atraso na emergéncia das folhas, reducéo da brotacdo e do desenvolvimento de
raizes secundarias, reducdo na producao de matéria seca e de grdos (GRANT et al., 2001).

Plantas com deficiéncia em P geralmente apresentam caule e raiz pouco
desenvolvidos, floracdo deficiente e, consequentemente, menor formacédo de sementes e frutos
(JI; GURURANI; CHUN, 2014). O suprimento adequado de P durante as fases iniciais do
desenvolvimento da planta é importante para estabelecer os primérdios das partes
reprodutivas, com papel significativo no aumento da ramificacdo e forca da raiz, conferindo
vitalidade e capacidade de resistir a doencas. Dessa forma, é insubstituivel na producdo de
alimentos e a sua disponibilidade no solo determina se as plantas poderdo crescer e se
desenvolver em uma determinada &rea.

Cerca de metade da producdo atual de alimentos em todo o mundo é dependente de P
(WELLMER; SCHOLZ, 2017), mas grande parte dos solos de todo o mundo séo
originalmente pobres no contetido de P disponivel, o que determina a necessidade da adi¢édo
de fertilizantes fosfatados para suprir as necessidades de P das culturas (LOPEZ-
ARREDONDO et al., 2014). Essa préatica, porém, tem estabelecido uma nova condicdo aos
solos, onde a quantidade total de P é alta, excessiva em muitos casos, mas nao disponivel em

quantidade suficiente para suprir a demanda pelas plantas.
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2.2 PROBLEMAS RELACIONADOS AO USO DO FOSFORO

Sdo caracteristicas proprias do P sua imobilidade no solo, atribuida a lenta difusdo, e a
capacidade de interagir fortemente com a maioria dos céations (NUSSAUME et al., 2011;
NAUREEN et al., 2018). A interacdo entre P e cations ocasiona a formagdo dos complexos
insolUveis que, precipitados, retiram o P da solugédo e o tornam indisponivel para a absor¢édo
pelas plantas. Cations de ferro (Fe*) e aluminio (AI**) sdo particularmente reativos com o P,
sobretudo em solos &cidos, onde também pode ocorrer sua fixacdo na superficie das argilas.
Assim, solos tropicais, altamente intemperizados, acidos e ricos em Fe e Al séo
particularmente propensos a deficiéncia de P (GRANT et al., 2001; VANCE; UHDE-
STONE; ALLAN, 2003; PANDA; RAHMAN; PANDA, 2016).

Para superar a imobilizacdo de P e atender a exigéncia das culturas, sdo regularmente
aplicadas quantidades excessivas de fertilizantes fosfatados ao solo, resultando no acimulo,
cada vez maior, deste elemento na forma ndo disponivel a absorcdo (SHAHZAD et al., 2017,
WANG et al., 2018). Estima-se que, nos ultimos 50 anos, quase metade de todo o P aplicado
na agricultura tenha se fixado ao solo. No Brasil, calculos apontam que, dos 45,7 milhdes de
toneladas de P aplicados ao solo, desde a década de 60, cerca de 22,8 milhdes de toneladas
continuam fixados ao solo (WITHERS et al., 2018).

A quantidade excessiva de fertilizantes fosfatados adicionada ao solo ocasiona sérios
problemas. Processos erosivos podem transportar o P que esta acumulado no solo até rios e
lagos, provocando sua eutrofizacdo, com consequente proliferagdo de algas, morte de peixes e
perda na qualidade da &gua potavel (CARPENTER; BENNETT, 2011). Além disso, a
crescente demanda por P em todo o mundo tem causado grande preocupacdo sobre a
seguranca do suprimento a longo prazo. As reservas mundiais de P, no entanto, sdo finitas e
estimativas recentes indicam que as matérias primas utilizadas na fabricacdo de fertilizantes
fosfatados, como o fosfato de rocha e a apatita, cujas principais reservas se localizam no
Marrocos e na China, estdo se tornando cada vez mais limitadas. Essas reservas exigem
milhGes de anos para serem formadas, sendo consideradas ndo-renovaveis (KOPPELAAR,;
WEIKARD, 2013; LOPEZ-ARREDONDO et al., 2014).

Assim, estratégias alternativas para utilizar o P de maneira mais eficiente se tornam,
cada vez mais importantes para que os sistemas agricolas brasileiros sejam sustentaveis no
futuro. A imobilizacdo do P no solo é o maior problema a ser solucionado e encontrar
mecanismos para utilizar esse potencial retido no solo poderia ajudar o pais a se precaver

contra uma possivel escassez futura do nutriente ou a variagbes no preco do insumo
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(WITHERS et al., 2018; EMBRAPA, 2022). A liberacdo de parte do P fixado ao solo
aumentaria a disponibilidade para as plantas e diminuiria a necessidade de novas aplica¢oes
de fertilizantes, com consequente reducdo na exploracdo das reservas e nos impactos

ambientais negativos.

2.3  USO DE MICRO-ORGANISMOS NA AGRICULTURA

No Brasil, a producéo agricola tem se expandido rapidamente nas Ultimas décadas,
sobretudo na regido do Cerrado. Apesar do uso da terra ser um cenario promissor, no entanto,
existe a preocupacdo com a intensificacdo da agricultura brasileira (PAVINATO et al.,
2020).

Esforcos tém sido direcionados as opcdes alternativas, inovadoras e ecologicamente
corretas para reduzir o uso de fertilizantes minerais e ecologicamente nédo corretos (RASHID
etal., 2016; GOUDA et al., 2018).

Neste contexto, com o intuito de manter o equilibrio ecoldgico, tem crescido o
interesse pela busca de micro-organismos promotores do crescimento de plantas (MPCP).
Estes micro-organismos, que ocorrem naturalmente no solo e na rizosfera de muitas plantas,
sdo benéficos a agricultura pois podem ser isolados, multiplicados e devolvidos a rizosfera
(inoculantes, biofertilizantes, biopesticidas, bioestimulantes) para estimular o crescimento das
plantas por meio de mecanismos diretos e/ou indiretos (ELHAISSOUFI et al., 2020).

Os MPCP estdo envolvidos em diversas atividades bidticas do ecossistema solo
tornando-o dindmico para uma producédo agricola sustentavel, colonizando competitivamente
o0 sistema radicular das plantas e aumentando seu crescimento por diferentes mecanismos
(GOUDA et al., 2018).

Os efeitos diretos podem estar ligados a varias vias fisiologicas e bioquimicas,
melhorando a nutri¢do das plantas por mecanismos relacionados a solubilizacéo e absor¢édo de
nutrientes (P, K, Zn), fixacdo bioldgica de N2 e producéo de fitohormdnios e siderdforos
(BHATTACHARYYA; JHA, 2011; RAWAT; SHANKHDHAR; SHANKHDHAR, 2021).
Além disso, os MPCP podem estimular indiretamente o crescimento das plantas, modulando
0s mecanismos de defesa locais e sistémicos ou produzindo metabdlitos secundarios que se
comportam como sinais indutores de imunidade das plantas contra ataques de pat6genos
(KUMAR; MAURYA; RAGHUWANSHI, 2014). De forma geral, estes sdo capazes de
disponibilizar nutrientes, aumentar o crescimento das plantas, acelerar a germinacdo das

sementes, melhorar as respostas de emergéncia das plantulas a fatores de estresse externos,
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proteger as plantas de pragas, doencgas e promover o crescimento das raizes (SOUZA et al.,
2012).

Nas Ultimas décadas foi descoberta uma grande variedade de géneros bacterianos que
possuem propriedades promotoras de crescimento de plantas, incluindo Pseudomonas,
Azospirillum,  Bacillus, Klebsiella, Herbaspirillum, Burkholderia, Enterobacter,
Achromobacter, Rhizobium, Pantoea, Agrobacterium, entre outros (SOUZA et al., 2012;
ANZUAY, 2015; ESTEVAO et al., 2015). No entanto, a taxa de sucesso de determinado
micro-organismos em condicdes de campo depende de suas interacdes, antagdnicas ou
sinérgicas, com micro-organismos nativos e/ou de sua inoculagdo conjunta com fertilizantes
minerais e organicos (RASHID et al., 2016).

Assim, a competitividade dos micro-organismos em ambientes naturais dependera
tanto de sua capacidade de sobreviver e multiplicar no solo, como do grau de intimidade entre
MPCP e a planta hospedeira, que pode variar dependendo de onde e como as bactérias
colonizam a planta (ESTEVAO et al., 2015). Portanto, faz-se necessaria a selecdo, e 0
entendimento do comportamento e eficacia de cada micro-organismos para 0

desenvolvimento de potenciais candidatos a promotor de crescimento de plantas.

2.4  BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

Muitas bactérias e fungos presentes no solo podem atuar aumentando a
biodisponibilidade de nutrientes (PII et al., 2015). Os solubilizadores de fosfato sdo capazes
de mobilizar o P que esta fixado, liberando-o para a solucdo do solo, tornando-o disponivel
para absorcdo pelas plantas (SHARMA et al., 2013; LONG et al., 2018). Estes micro-
organismos sao encontrados principalmente em solo rizosférico e constituem, em média, 40%
da populacdo de micro-organismos do solo, sendo, a maior parte, bactérias (RICHARDSON
etal., 2009; SHARMA et al., 2013).

As bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) atuam nas formas precipitadas de P,
como os fosfatos de Fe e Al, por meio da producéo e liberagdo de acidos organicos, como
4cidos gluconico, oxalico e citrico (ARAUJO; MACHADO, 2006; LONG et al., 2018).
Acredita-se que esses acidos atuem no enfraquecimento das ligagdes minerais devido a
adsorcdo e/ou quelagdo dos anions organicos (OBURGUER; JONES; WENZEL, 2011). Estas
atuam também na mineralizacdo dos fosfatos presentes na materia organica do solo, por meio
de enzimas, como fosfatases e fitases (SHARMA et al., 2013).
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Além da acdo direta na solubilizacdo de P, as BSF sdo capazes de afetar a habilidade
das plantas na aquisi¢é@o de P do solo por meio de diversos mecanismos. Dentre esses estdo o
incremento da area superficial das raizes e a promogéo do crescimento de raizes laterais e de
pelos radiculares por meio da producdo de fito-horménios, e da producdo de estimulos a
processos metabolicos que séo efetivos na solubilizacdo e na mineralizacdo a partir de formas
pouco disponiveis de P inorganico e organico (MENDES; REIS JUNIOR, 2003;
RICHARDSON et al., 2011). Algumas BSF também demonstram potencial como agentes de
biocontrole contra alguns fitopatdgenos, sendo capazes de produzir compostos antifingicos,
sideroforos, antibidticos, cianeto de hidrogénio e enzimas liticas, os quais inibem o
crescimento de patdgenos de plantas (ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017).

Estudos de selecdo e inoculacdo de BSF tem trazido resultados positivos. Panda,
Rahman e Panda (2016), ao isolarem BSF da rizosfera de arroz, cardamomo, gengibre e
milho, em solos &cidos, obtiveram 26 isolados com alta capacidade de solubizacdo, sendo a
maioria da rizosfera de arroz. Shahzad et al. (2017) buscaram isolados de BSF a partir da
rizosfera de algoddo. Avaliando os efeitos da inoculacdo desses isolados em sementes de
milho, verificaram aumentos significativos no comprimento da parte aérea das plantas, no
didmetro da espiga, na produtividade de grdos e na absorcdo de P do solo, além de melhorias
nas propriedades bioquimicas de um solo argiloso.

Dessa forma, os micro-organismos solubilizadores de fosfato tém sido considerados a
melhor estratégia para viabilizar o uso do P fixado aos solos, de forma ecoldgica,
ambientalmente correta e economicamente viavel (CORDELL; DRANGERT; WHITE, 2009;
BHATTACHARYYA; JHA, 2012; SHARMA et al., 2013). E imprescindivel, portanto, que
sejam realizadas mais pesquisas sobre a selecdo e utilizacdo desses micro-organismos, a fim

de desenvolver e estabelecer a pratica correta a ser utilizada na agricultura.

25 GENEROS BACTERIANOS

Klebsiella sp.

As bactérias do género Klebsiella s&o bacilares, Gram-negativas, aerdbias e anaerdbias
facultativas, ndo-mdveis, da Familia Enterobacteriaceae. Este género pode ser encontrado na
agua, no solo, em plantas, frutas e, também, em isolamentos clinicos (LIMA,
CLEMENRINO, GONCALVES, 2009). As cepas de Klebsiella isoladas a partir de amostras
clinicas e ambientais podem ser diferenciadas, sobretudo, com base em sua viruléncia. Ao

compararem o genoma de duas cepas de Klebsiella pneumoniae, sendo uma isolada a partir de
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amostra de solo, promotora de crescimento de plantas, € a outra uma cepa clinica de
referéncia, Rajkumari, Singha e Pandey (2018) concluiram que a cepa isolada da amostra de
solo, ao contrario da cepa clinica, ndo apresenta genes unicos de viruléncia sendo, portanto,
segura para aplicacdo no solo. Além disso, isolados clinicos de Klebsiella sp. sdo menos
eficientes na colonizagéo das plantas.

As espécies deste género encontradas no solo sdo conhecidas por exibir importantes
caracteristicas promotoras de crescimento de plantas, como fixacao de N2, solubilizacdo de P,
producdo de siderdforos e sintese de fito-hormoénios (RAJPUT et al., 2015), auxinas, diversas
giberelinas e citocininas. Mostraram, ainda, melhorar a absor¢do de nutrientes pelas plantas,
sobretudo pela solubilizacdo de P, desenvolvimento radicular e inducdo de resisténcia
sistémica contra patdogenos (SACHEDV et al., 2009). Por meio da combinagdo desses
mecanismos, sua associacdo as culturas pode ser benéfica e, portanto, contribuir para a
reducdo do uso de recursos nao renovaveis.

Em estudo sobre a inoculagdo de Klebsiella sp. em arroz de terras altas, Li et al.
(2020) verificaram que a cepa aumentou significativamente a concentracdo de P- disponivel
no solo e a producdo de fito-hormonios, além de melhorar os parametros fotossintéticos das
plantas. Em busca da obtencdo dos melhores isolados para a solubilizacdo de fosfato a partir
do solo de diferentes areas de producdo, Sungthongwises et al. (2012) concluiram que o
isolado de Klebsiella pneumoniae apresentou os melhores indices de solubilizacdo para
fosfatos de Fe e Al.

Buscando isolados solubilizadores de P a partir de solos sob diferentes condicdes de
estresse, Walpola, Arunakumara e Yoon (2014) concluiram que o isolado de Klebsiella
oxytoca atua na promogdo do crescimento de plantas de feijdo-mungo e constataram, além da
solubilizacdo de P, estimulo a producdo de auxina e da enzima ACC desaminase, que aumenta
a resisténcia da planta aos estresses ambientais. Embora Klebsiella seja considerada um
modelo versatil para estudar os diversos processos envolvidos na promocgao do crescimento de
plantas, as pesquisas sobre o efeito deste género sobre as culturas ainda ndo foram realizadas

de forma abrangente.

Pantoea sp.

Bactérias do género Pantoea, pertencentes a Familia Enterobacteriaceae, séo
reconhecidas como Gram negativas, mdveis, em forma de bastonete, com metabolismo
anaerobio facultativo. Embora alguns isolados estejam associados as doengas em plantas,

muitas espécies tem sido extensivamente investigadas por seu papel como promotoras de
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crescimento, agentes de controle bioldgico e intensificadores de resisténcia a estresses
bidticos e abidticos.

Cherif-Silini et al. (2019) obtiveram isolados do género Pantoea que promoveram
consideravel crescimento de plantas de trigo, com aumento do acimulo de P, K, teor de
clorofila das plantas, concentracdo de auxina e diversos metabdlitos secundéarios benéficos.
Ao avaliarem o potencial de Pantoea agglomerans para a promoc¢do do crescimento em
plantas de arroz, Bhise e Dandge (2019) detectaram elevadas solubilizacdo de P, colonizacédo
radicular e inducdo de resisténcia a estresse salino. Ainda, em estudo com a inoculacdo de
Pantoea alhagi em plantas de arroz, Sun et al. (2020) verificaram que a inoculagdo aumentou
massa fresca, comprimento de raiz e comprimento de parte aérea de plantas de arroz em
comparagdo com as plantas controle.

Isolado de Pantoea ananatis mostrou eficacia significativa (mais de 50%) no controle
bioldgico do brusone do arroz causada por Magnaporthe grisea, em experimentos conduzidos
em casa de vegetacdo e campo. A evidente reducdo na severidade em experimentos em casa
de vegetacdo e em campo foi atribuida a habilidade de P. ananatis em secretar enzimas
hidroliticas extracelulares (TOKPAH et al., 2017). Da mesma forma, quando as raizes das
plantas de arroz foram pré-tratadas com P. agglomerans antes da infec¢do, o nimero de
lesbes causadas por Magnaporthe oryzae foi reduzido (SPENCE et al., 2014).

As caracteristicas associadas aos processos mediados pelas espécies de Pantoea
sugerem que seu papel na estrutura e dinamica da comunidade das plantas é muito complexo.
Assim, mais estudos devem ser realizados em relacdo a composicdo, diversidade e funcdes
desses micro-organismos para decifrar a complexidade dessas interacoes, e possibilitar melhor
vigor, sanidade e produtividade das plantas.

Enterobacter sp.

Os géneros da familia Enterobacteriaceae que apresentam membros descritos como
bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPB) sdo Citrobacter, Enterobacter,
Erwinia, Klebsiella, Kluyvera, Pantoea e Serratia, embora alguns desses géneros também
contenham espécies relatadas como patégenos de plantas, por exemplo Erwinia carotovora
(RODRIGUEZ-DIAZ et al. 2008). O género Enterobacter se caracteriza por células em
formato bastonete, Gram-negativas, moveis e facultativamente anaerobicos. Isolados tém
mostrado potencial para contribuir no desenvolvimento de sistemas agricolas, geralmente de

trés maneiras diferentes: sintetizando compostos particulares para as plantas, facilitando a
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absorcéo de certos nutrientes do solo e diminuindo ou prevenindo as plantas de adoecerem
(KHALIFA et al., 2016).

Os mecanismos de promogdo de crescimento de plantas mediados por Enterobacter
sp. ainda ndo sdo totalmente compreendidos. No entanto, a possivel explicacdo inclui a
capacidade de produzir a enzima ACC deaminase, aumentando o comprimento e o0
crescimento da raiz; a capacidade de produzir hormoénios como auxina (AlA); a fixacdo
simbidtica de N2; o antagonismo contra bactérias fitopatogénicas pela producdo de
sideroforos; e a solubilizacdo e mineralizacdo de nutrientes, particularmente fosfatos minerais
(KUMAR et al., 2011; LEE et al., 2019).

O género é muito diversificado e viavel por seu potencial uso na agricultura como
BPCP. A inoculacdo de isolado de Enterobacter sp. solubilizadora de P foi avaliada por
Borham et al. (2017) em plantas de trigo, constatando-se aumento da altura e peso das
plantas, da area foliar, do indice de clorofila, e do nimero e peso de grdos. Ao avaliar o
potencial de solubilizacdo de P por 18 isolados do género Enterobacter sobre plantas de
quiabo, Roslan et al. (2020) observaram maior crescimento das plantas e aumento dos teores
de P no solo e nas plantas.

A inoculacdo de mudas de arroz com cepas de Enterobacter cloacae gerou
consideravel aumento de biomassa vegetal (MEHNAZ et al. 2001). Ao avaliarem os efeitos
da inoculacdo de Enterobacter ludwigii em plantas de arroz, Lee at al. (2019) reportaram que
o0 isolado foi capaz de solubilizar fésforo e silicio no solo por meio da producdo de acido
citrico, acido latico e é&cido acético. Além disso, 0s autores constataram aumento do
comprimento das raizes e da parte aérea, peso da parte aérea, peso da raiz e teor de clorofila
das plantas.

Portanto, Enterobacter sp. tem potencial para ser empregado como um inoculante
eficiente para promover o crescimento de plantas, especialmente em terras agricolas contendo
quantidades abundantes de fosfato insolUveis. No entanto, mais estudos sdo necessarios para

estabelecer o género dentro do cenario agricola mundial.
2.6 INOCULACAO EM ARROZ (Oryza sativa L.)
As gramineas tém apresentado respostas positivas a inoculacdo de micro-organismos

promotores de crescimento no mundo todo (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; PII et al.,

2015). A inoculacdo em arroz (Oryza sativa L.) tem proporcionado diversos resultados
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benéficos, como aumento no crescimento, na absor¢do de nutrientes, na produtividade e a
resisténcia contra patégenos (ARAUJO et al., 2013; PRIYA et al., 2015).

O arroz é uma das culturas alimentares mais importantes do mundo, fazendo parte da
alimentacdo de, aproximadamente, 50% da populacdo mundial (TAN; NORHAIZAN, 2020).
E componente da base alimentar brasileira, sendo que o pais € o 9° maior produtor mundial,
tendo produzido mais de 11 milhdes de toneladas em 2020 (FAO, 2022).

Em geral, sdo considerados dois grandes ecossistemas para a cultura do arroz, o de
varzeas e 0 de terras altas, com uma area cultivada de aproximadamente 150 milhdes de ha
em todo o mundo. Embora grande parte da producdo deste cereal no Brasil provenha de areas
irrigadas por inundagdo nos estados do sul, onde a produtividade é significativamente
superior, 0 arroz cultivado no sistema de terras altas tem contribuido de forma significativa na
producdo nacional. O arroz cultivado nesse sistema vem aumentando sua produtividade
gradualmente e tem capacidade de expandir-se para areas de pastagens degradadas e fazer
parte do sistema de rotagdo com outras culturas anuais (YAMASHITA, 2013). Neste sistema,
0 arroz pode ser cultivado com irrigacdo suplementar por aspersao ou sem irrigacdo, ou seja, a
disponibilidade de &gua para a cultura é totalmente dependente da ocorréncia de chuvas
(ESTEVAO et al., 2015).

O arroz de terras altas cobre 9% da érea total cultivada de arroz na Asia, enquanto
compartilha a maior parte da area cultivada na Africa Ocidental e na América Latina. Neste
sistema, a deficiéncia nutricional é um fator importante que pode levar a baixa produtividade
da cultura, sendo a deficiéncia de fosforo (P) mais comum neste sistema de cultivo, devido a
seca imprevisivel e a alta fixacho de P no solo (RAWAT; SHANKHDHAR,;
SHANKHDHAR, 2021).

O P ¢é extremamente importante para o crescimento e desenvolvimento do arroz, sendo
fator limitante para o perfilhamento e, consequentemente, o rendimento da cultura
(CRUSCIOL; SORATTO; ARF, 2007; LONG et al., 2018). De todo o P absorvido pelas
plantas de arroz, 65% é exportado pelos gréos, o que torna a cultura uma importante fonte
deste nutriente na alimentacdo humana (FAGERIA, 2006).

Embora os MPCP sejam extensivamente estudados quanto a eficacia da inoculacéo e
possiveis contribui¢des para o crescimento e produtividade do arroz, poucos estudos suportam
a hipotese de que o uso do BSF poderia permitir reducdes viaveis no uso de fertilizantes
quimicos. Diante do exposto, a pesquisa envolvendo a selecdo de BSF e sua inoculagdo em
arroz constitui um dos principais meios para a prevencdo contra possiveis crises no

suprimento de P e alimentar.
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3 CAPITULO 1 - SELECAO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FOSFATO

RESUMO
As bactérias solubilizadoras de fosfato possuem a capacidade de liberar o fosforo (P) que esta

fixado no solo, permitindo sua absorcdo pelas plantas. Estas bactérias podem ser encontradas
naturalmente no ambiente, tendo o solo como maior reservatorio. Esta pesquisa teve por
objetivo isolar e selecionar bactérias com potencial para solubilizagdo de fosfato, bem como,
avaliar os efeitos da inoculacdo dos isolados em sementes de arroz de terras altas. A partir de
amostras de solo de 1) area conservada do bioma Amazonia, 2) area agricola produtiva do
bioma Cerrado e 3) area degradada com subsolo exposto do bioma Cerrado, foram obtidos 32
isolados solubilizadores. Destes, foram selecionados 3 isolados com capacidade de
solubilizacéo in vitro para fosfato de Ca e Fe, e inicio de solubilizacdo precoce. Identificados
como Pantoea sp., Enterobacter sp. e Klebsiella sp., os isolados ndo apresentaram danos a
sanidade de sementes de arroz, ou a germinacdo e emergéncia das plantulas, além de

promoverem aumento do comprimento das raizes.

Palavras-chave: fosforo; solubilizagdo; Pantoea sp.; Enterobacter sp.; Klebsiella sp.

ABSTRACT

Phosphate solubilizing bacteria have the ability to release phosphorus (P) that is fixed in the
soil, allowing its absorption by plants. These bacteria can be found naturally in the
environment, with the soil as the largest reservoir. This research aimed to isolate and select
bacteria with potential for phosphate solubilization, as well as to evaluate the effects of
inoculation of the isolates in upland rice seeds. From soil samples from 1) conserved area of
the Amazon biome, 2) productive agricultural area of the Cerrado biome and 3) degraded area
with exposed subsoil of the Cerrado biome, 32 solubilizing isolates were obtained. Of these, 3
isolates with in vitro solubilization capacity for calcium and iron phosphate, and early
solubilization initiation, were selected. Identified as Pantoea sp., Enterobacter sp. and
Klebsiella sp., the isolates did not damage the health of rice seeds, or the germination and

emergence of seedlings, in addition to promoting an increase in the length of the roots.

Key-words: phosphorus; solubilization; Pantoea sp.; Enterobacter sp.; Klebsiella sp.
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3.1  INTRODUCAO

A disponibilidade de nutrientes no solo é um dos fatores que determinam o
crescimento e a produtividade das culturas. O fosforo (P) € um dos nutrientes aplicados em
maior quantidade para o desenvolvimento das plantas, no entanto, possui alta fixacdo aos
minerais do solo o que diminui sua disponibilidade para absorcdo. A baixa disponibilidade de
P é um dos grandes problemas da agricultura atual (WHITERS et al., 2018).

Existem micro-organismos no solo e na rizosfera de muitas plantas que podem
contribuir para a aquisicdo de nutrientes, sendo considerados benéficos a agricultura pois
podem ser isolados, multiplicados e devolvidos a rizosfera (inoculantes, biofertilizantes,
biopesticidas, bioestimulantes) para estimular o crescimento das plantas por meio de
mecanismos diretos e/ou indiretos (ELHAISSOUFI et al., 2020). Dentre estes, as bactérias
promotoras de crescimento de plantas sdo capazes de melhorar o desenvolvimento das
culturas por meio de uma ampla variedade de mecanismos, entre eles a mineralizacdo de
matéria organica, o controle bioldgico de patdgenos, a promocdo do crescimento das raizes, a
fixacdo bioldgica de N2 e a solubilizacdo de P (Pl et al., 2015).

O processo de solubilizacdo é complexo e acontece devido a inUmeras alteracbes
provocadas na rizosfera, entre elas a acidificacdo do solo por meio da liberacdo de acidos
organicos, exsudacdo de enzimas hidrolisantes e modulacdo da atividade microbiana
rizosférica (ELHAISSOUFI et al., 2020). As bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) tém
sido consideradas alternativas seguras, economicamente viavel e ambientalmente correta para
viabilizar as plantas a absorcdo do P que esta fixado ao solo. Estudos de selecdo e inoculagédo
destas bactérias tém trazido resultados positivos (PANDA; RAHMAN; PANDA, 2016;
SHAHZAD, 2017), no entanto, encontrar isolados eficientes e adaptados as diversas culturas
e sistemas de cultivo permanece um grande desafio.

Dessa forma, o objetivo da presente pesquisa foi prospectar BSF a partir do solo de
diferentes areas, selecionar, por meio de ensaios in vitro e identificar as cepas com maior

potencial para utilizacdo agricola.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Isolamento e selecdo de bactérias

Para o isolamento das BSF foram coletadas 4 amostras compostas de solo em trés
areas com potencial para a existéncia deste tipo de micro-organismos, sendo: 1- area com solo
ndo perturbado, pertencente ao bioma Amazonia, localizada na bacia do rio Teles Pires, no
municipio de Paranaita-MT; 2- area agricola que ndo recebeu adubacéo fosfatada nos ultimos
cinco anos, sem queda na produtividade, localizada no bioma Cerrado, municipio de Selviria-
MS; 3- &rea degradada, com subsolo exposto que, em experimentos de recuperacdo anteriores,
apresentou atividade microbiolégica relacionada ao aumento no teor de P disponivel,
localizada no bioma Cerrado, municipio de Selviria-MS.

A partir das amostras de solo foram realizadas diluicGes seriadas em solugdo salina
estéril (NaCl 0,85%), seguidas por plagueamento em meio de cultura GL sélido (glicose 10 g
L, extrato de levedura 2 g L e agar 159 L™). Para testar a capacidade de solubilizacdo dos
isolados bacterianos foram preparados meios de cultura suplementados com fosfato de célcio
(CaHPOQ4) ou fosfato de ferro (FePO.), em quantidade equivalente a 0,89 g L de P
(SYLVESTER-BRADLEY et al, 1982; SILVA FILHO; VIDOR, 2000). Apdés o
plagueamento, as placas foram mantidas por 7 dias a 28 °C, sendo verificados diariamente o
crescimento e a formacdo de halo transparente ao redor das colonias — que indica a
solubilizacdo do fosfato contido no meio (SOUCHIE; ABBOUD, 2007). As col6nias com o
halo transparente foram repicadas individualmente, procedendo a purificacdo dos isolados.

Na sequéncia, uma col6nia de cada isolado foi transferida para erlenmeyer contendo
meio GL liquido (glicose 10 g L e extrato de levedura 2 g L1), sendo incubados por 24 h a
30 °C, sob agitacdo de 150 rpm, quando a densidade Otica de todos os indculos foi ajustada
para 1 em 600 nm (D.0.600) (ESTRADA et al., 2012). Para a avaliagcdo do didmetro (@) das
coldnias e dos halos de solubilizacdo, uma aliquota de 10 pL da cultura de cada isolado foi
transferida para placas de Petri contendo o meio de cultura GL sdélido, suplementado com as
fontes de P. Em cada placa foram adicionadas 3 aliquotas, em pontos equidistantes, com 3
placas para cada isolado e para cada fonte de P. As placas foram mantidas a 28 °C por 15 dias,
realizando-se medic¢des em dias alternados.

O indice de solubilizacao (IS) foi calculado para cada isolado por meio da relacéo: 1S
= @ halo (mm)/ @ col6nia (mm) (BERRAQUERO; BAYA; CORMENZANA, 1976). Com
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base nestes indices os isolados foram classificados com baixa (IS < 2), média (2 > 1S < 4) e
alta (IS > 4) capacidade de solubiliza¢do. Ainda, de acordo com o inicio da solubilizacdo, os
isolados foram classificados como precoces, cujo inicio da atividade se deu até o terceiro dia;
tardios, com o inicio da atividade a partir do terceiro dia; ou ndo solubilizadores, aqueles que
ndo apresentaram atividade até o décimo quinto dia de avaliacdo (HARA; OLIVEIRA, 2004).
Os isolados que apresentaram alta capacidade de solubilizag&o, inicio precoce e capacidade de

solubilizar as duas fontes de P foram considerados os melhores.

3.2.2 Teste de germinagéo e emergéncia de plantulas

Visando avaliar a influéncia dos isolados selecionados sobre a sanidade das plantulas,
foram realizados testes de germinacdo e emergéncia com a inoculagdo em sementes de arroz
cultivar BRS Esmeralda. Os inoculantes foram preparados com a multiplicacdo individual de
cada BSF em meio de cultura GL liquido com incubacéo a 30 °C, sob agitacdo de 150 rpm por
aproximadamente 18 h, atingindo a concentragdo minima de 1,0 x 10° UFC mL*. A
inoculacdo foi realizada em dose usualmente recomendada para inoculantes comerciais,
com100 mL para 50 kg de sementes.

Os testes de germinacdo foram instalados com a distribuicdo de 50 sementes
inoculadas sobre duas folhas de papel “germitest” cobertas com mais uma folha e enroladas,
com quatro repeticdes por isolado mais o tratamento controle (sem inoculacdo). As folhas de
papel foram umedecidas com &gua deionizada, na quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 peso
do papel seco. Os rolos de papel com as sementes foram acondicionados em sacos plasticos
de polietileno transparente e mantidos a temperatura de 25 °C. As sementes e as plantulas
foram avaliadas diariamente até a estabilizacdo da germinacdo, aos 14 dias, quando foram
contabilizadas as porcentagens de plantulas normais, anormais e sementes mortas (BRASIL,
2009).

Os testes de emergéncia foram instalados em caixas plésticas (40 x 15 x 8 cm)
contendo substrato composto de areia, turfa, vermiculita e residuo organico, com quatro
repeticdes de 50 sementes por isolado mais o tratamento controle (sem inoculagdo). A
semeadura foi realizada a 2 cm de profundidade. As caixas foram mantidas a temperatura
ambiente mantendo a umidade do substrato por meio de irrigagdes diarias. A emergéncia das
plantulas foi avaliada diariamente até sua estabilizacdo, aos 14 dias, quando foram
determinados a porcentagem de emergéncia de plantulas normais e anormais, 0 comprimento

de parte aérea e raiz e o peso da massa fresca e massa seca da parte aérea e da raiz (BRASIL,
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2009). O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi determinado para cada tratamento
somando-se 0 nuimero de plantulas emergidas a cada dia, divididas pelo nimero de dias
transcorridos desde a semeadura, conforme proposto por Maguire (1962).

Os dados obtidos foram testados pela analise de variancia, sendo aplicado o teste F a
5% de probabilidade para detectar diferencas entre os tratamentos. Quando encontradas
diferengas, procedeu-se a comparacao das médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software SISVAR (FERREIRA,
2019).

3.2.3 Analise molecular

Os isolados de BSF que nao ocasionaram danos a germinacdo das sementes e a
sanidade das plantulas seguiram para a analise molecular. Uma coldnia de cada isolado foi
transferida para erlenmeyer contendo meio GL liquido, onde foram mantidos por 24 h, a 30
°C, sob agitacdo a 150 rpm. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo de aproximadamente 2
mL da suspensdo a 10.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e a massa
bacteriana resultante de cada isolado foi submetida a extracdo de DNA por meio do kit
“GenEluteTM Bacterial Genomic DNA Kits” (Sigma aldrich, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. ApGs a extracdo, 0 DNA foi quantificado em espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific, EUA) e diluido & concentracdo final de 25 ng
T e

As reagoes de PCR foram conduzidas em volume total de 15 pL contendo 2,0 uL de
DNA molde; 3,0 mM de MgCly; 0,6 mM de dNTPs; 0,6 uM de cada primer ¢ 0,3 U da enzima
Taqg polimerase. Um controle negativo sem o DNA molde foi utilizado. As amplificacdes
foram realizadas em termociclador ProFlex (Applied Biosystems, EUA) com as seguintes
condigdes de ciclagem: desnaturagéo inicial a 95 °C por 5 minutos seguida de 35 ciclos a 95
°C por 30 segundos; anelamento a 65 °C por 1 minuto; extensdo a 72 °C por 1 minuto; e
extensdo final a 72 °C por 7 minutos. A amplificacdo do 16s rDNA foi realizada com os
primers universais PO027F (5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1378R (5’-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGAACG-3’). Apos a amplificagdo, Sul da reagdo de PCR
foram avaliados por eletroforese em gel de agarose (1,0 %) em tampédo 1x TBE (Tris HCI,
acido bdrico e EDTA) e corado com azul de bromofenol.

Os produtos da PCR foram enviados para o Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia

Gendmica — CREBIO (Jaboticabal-SP) para sequenciamento em sequenciador automatico
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ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems, EUA). As sequéncias obtidas foram
analisadas e alinhadas no programa Geneious R 9.0.5 (Biomatters, Nova Zelandia) e a
identificacdo dos isolados feita por analise de similaridade com as sequéncias disponiveis nos
bancos de dados do NCBI.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Isolamento e selecdo de bactérias

Foram selecionados trinta e dois isolados bacterianos com potencial para a
solubilizacdo de fosfato, sendo dez isolados provenientes de area conservada em Paranaita-
MT (ACA), dezoito isolados de area agricola em Selviria-MS (AAC) e quatro isolados
oriundos de area degradada em Selviria-MS (ADC). Todos os isolados apresentaram
capacidade para solubilizar fosfato de célcio e apenas oito solubilizaram fosfato de ferro,
equivalente a 25% dos isolados (Figura 2).
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Figura 2. indices de solubilizacdo médios dos isolados selecionados em meio de cultura GL
(glicose 10 g L, extrato de levedura 2 g L, agar 15g L) suplementado com fosfato de
calcio (SC) e fosfato de ferro (SF). llha Solteira-SP, 2018.
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Nota: ACA- Area com solo ndo perturbado, pertencente ao bioma Amazonia, localizada na bacia do rio Teles
Pires, no municipio de Paranaita - MT; AAC- Area agricola, localizada no bioma Cerrado, municipio de
Selviria- MS; ADC- Area degradada, com subsolo exposto, localizada no bioma Cerrado, municipio de Selviria-
MS. NS= Néo solubilizante. Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Dentre as bactérias que solubilizaram fosfato de calcio, 72% apresentaram baixa
capacidade de solubilizacdo (IS < 2). Um reduzido numero de isolados (22%) mostrou
capacidade mediana (2 > IS < 4) e apenas dois isolados (6%) exibiram alta capacidade de
solubilizacdo (IS > 4). Por sua vez, as bactérias que solubilizaram fosfato de ferro exibiram

baixa capacidade de solubilizacéo, ou seja, IS < 2 (Figura 2).
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Resultados semelhantes foram reportados por Hara e Oliveira (2004) que, ao
verificarem a capacidade de solubilizacdo de fosfato por isolados bacterianos do solo,
constataram que 39% dos isolados solubilizaram fosfato de calcio. Destes, apenas um isolado
se destacou pela alta capacidade de solubilizacdo. E importante lembrar que, na presente
pesquisa, o fato de todos os isolados terem solubilizado fosfato de calcio (Figura 2)
possivelmente se deu pela metodologia aplicada, pois os isolamentos foram realizados em
meio de cultura contendo fosfato de calcio, o que permite a selecdo das bactérias que atuam
sobre esta fonte. Avaliando o potencial solubilizador de bactérias e fungos e aplicando a
metodologia adotada neste trabalho, os autores Silva Filho e Vidor (2000) concluiram que
98% dos isolados solubilizaram fosfato de célcio e, embora nenhum tenha solubilizado fosfato
de ferro, 11% apresentaram melhor crescimento na presenca dessa fonte de P.

A dificuldade em encontrar micro-organismos mostrando altos ou medios indices de
solubilizacdo de fosfato de ferro, tem sido relatada, embora sejam escassos os trabalhos
testando esta fonte de P. Estudando o potencial de solubilizacdo de micro-organismos
endofiticos da cultura do milho, Ribeiro et al. (2014) relataram que 42% dos isolados
bacterianos solubilizaram fosfato de ferro, mas o IS foi baixo. Em estudo do potencial de
solubilizacdo para diferentes fontes de P por micro-organismos isolados de solo africano,
Fankem et al. (2006) constataram solubilizacdo de ferro por todas as bactérias avaliadas, mas
apenas uma apresentou IS médio.

Os trinta e dois isolados estudados no presente trabalho foram classificados, de acordo
com o inicio da solubilizacdo em meio de cultura, em precoces, tardios e nao solubilizadores
(Tabela 1). Dos trinta e dois isolados que apresentaram capacidade para a solubilizagdo de
fosfatos de calcio e de ferro, 72 e 16% exibiram, respectivamente, inicio da solubilizacdo
precoce.O tempo de inicio de solubilizacdo estd relacionado com a capacidade do micro-
organismos se adaptar ao ambiente em que foi inserido (FANKEM et al., 2016), sendo uma
caracteristica importante para a possivel utilizacdo do isolado em ambientes de cultivo

agricola.
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Tabela 1. Classifica¢do dos isolados de acordo com o local de isolamento (LI) e o inicio da
solubilizagcdo em meio de cultura GL (glicose 10 g L, extrato de levedura 2 g L%, 4gar 15 g
L) suplementado com fosfato de célcio (SC) e fosfato de ferro (SF). llha Solteira-SP, 2018.

oisainge M€ SF oicits Y SC SF
ACA01 1 Precoce NS AACO7 2 Tardio NS
ACA02 1 Tardio NS AACO08 2 Precoce Tardio
ACA03 1 Precoce NS AACO09 2 Precoce NS
ACA04 1 Precoce NS AAC10 2 Precoce Precoce
ACA05 1 Precoce NS AAC11 2 Precoce NS
ACA06 1 Precoce NS AAC12 2 Tardio NS
ACA07 1 Tardio NS AAC13 2 Precoce NS
ACA08 1 Tardio NS AAC14 2 Precoce NS
ACA09 1 Precoce NS AAC15 2 Precoce NS
ACA10 1 Precoce NS AAC16 2 Precoce NS
AACO01 2 Precoce Precoce AAC17 2 Precoce Tardio
AAC02 2 Precoce Precoce AAC18 2 Precoce NS
AACO03 2 Precoce NS ADCO01 3 Tardio NS
AAC04 2 Precoce Precoce ADCO02 3 Tardio Tardio
AAC05 2 Precoce Tardio ADCO03 3 Tardio NS
AACO06 2 Precoce NS ADCO04 3 Tardio NS

Nota: ACA- Area com solo ndo perturbado, pertencente ao bioma Amazonia, localizada na bacia do rio Teles
Pires, no municipio de Paranaita - MT; AAC- Area agricola, localizada no bioma Cerrado, municipio de
Selviria- MS; ADC- Area degradada, com subsolo exposto, localizada no bioma Cerrado, municipio de Selviria-
MS. NS= Néo solubilizante. Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Apenas os isolados AAC01 e AACO04 apresentaram alta capacidade de solubilizacédo
para fosfato de célcio, apresentando, também, capacidade para a solubilizacdo de fosfato de
ferro, além de inicio de solubilizacdo precoce para ambas as fontes (Tabela 1). Entre os
isolados com média capacidade de solubilizagédo para o fosfato de calcio, AAC02, AACO5 e
AAC17 também foram capazes de solubilizar fosfato de ferro. Dentre esses, AAC02
demonstrou inicio de solubilizacdo precoce para as duas fontes de P. Desta forma, de acordo
com a metodologia estabelecida, AAC01, AAC02 e AACO04, obtidos de solo agricola de

Cerrado, foram considerados os isolados com o maior potencial para solubilizagéo de P.
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3.3.2 Teste de germinacgédo sementes e emergéncia de plantulas de arroz

O teste de germinacdo de sementes de arroz cultivar BRS Esmeralda, inoculadas com
os trés isolados selecionadas de BSF retornou médias para a germinacdo acima de 85% para
todos os isolados, néo diferindo estatisticamente das sementes ndo inoculadas (Figura 3). Os
valores médios para todos os tratamentos se encontram acima do limite minimo de
germinacdo de 80%, de acordo com os padrfes nacionais e estabelecido para a

comercializacdo de sementes de arroz (UTINO et al., 2020).

Figura 3. Valores médios para a germinagdo de sementes de arroz, cultivar BRS Esmeralda,

inoculados com os isolados AAC01, AAC02 e AAC04, ou sem inoculacdo (controle).

Controle

|

AACO1

I ‘
<4}

AACO02

Inoculagdo

T
| |
b

AAC04

80 81 82 83 84 85 86 87 88
% Germinagdo

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Ilha
Solteira-SP, 2018. Fonte: elaborado pelo préprio autor.

A porcentagem de emergéncia de plantulas também foi superior a 80% para todos 0s
tratamentos (Tabela 2). Ndo foram observadas diferencas significativas entre o tratamento
controle e os tratamentos com inoculagcdo de BSF para o comprimento de parte aérea, massa
fresca e massa seca de parte aérea e massa seca de raiz das plantulas. Este resultado,
associado ao fato de ndo terem sido observadas plantulas anormais ou sementes danificadas
em nenhum dos tratamentos, tanto no teste de germinacdo quanto no teste de emergéncia,
indica que ndo houve prejuizo a sanidade das sementes e plantulas em funcéo da inoculacéo
das BSF.
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Tabela 2. Valores médios para a emergéncia de plantulas (EP), comprimento de parte aérea
(CPA), comprimento de raiz (CR), massa fresca de parte aérea (MFPA), massa seca de parte
aérea (MSPA), massa fresca de raiz (MFR), massa seca de raiz (MSR) e indice de velocidade
de emergéncia (IVE) de arroz cultivar BRS Esmeralda, em funcéo da inoculacéo de bactérias
solubilizadoras de fosfato (AACO01, AAC02 e AACO04) e sem inoculagdo (controle). Ilha
Solteira-SP, 2019.

EP CPA CR MFPA MFR MSPA MSR IVE

Fontes
de variagdo %o o —— g
Controle 81,5 17,20 6,63b 0,62 0,32b 0,13 0,05 10,98
AACO01 84,5 18,09  7,10ab 0,70 0,33b 0,14 0,05 11,82
AAC02 87,0 20,74  7,38ab 0,89 0,38b 0,13 0,05 11,48
AAC04 85,0 20,22 8,30a 0,80 0,62a 0,15 0,06 12,18

Valorde F 0,637 3,121"™  3,223" 1,705™ 3,742° 2,206™ 2,279  2,385"

Média geral 84,5 19,06 7,35 0,75 0,41 0,14 0,05 11,61

C.V. (%) 6,74 9,19 10,64 13,61 13,19 7,27 6,91 5,70

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). ™= ndo
significativo. * significativos a 1% de probabilidade pelo teste F. C.V.= coeficiente de variagéo.
Fonte: elaborado pelo proprio autor.

A inoculacdo do isolado AACO04 acarretou em aumentos no comprimento e na massa
fresca de raiz em relacdo ao controle (Tabela 2). A promoc¢édo do crescimento de raizes e de
pelos laterais é reconhecida como um dos mecanismos de acéo das BSF e tem sido associada
a mudancas na composi¢ao e concentracdo de hormdnios vegetais envolvidos na regulacdo da
arquitetura da raiz. Muitas BSF podem ter maior efeito sobre as caracteristicas biofisicas da
planta, o que reflete em maior absorcdo de nutrientes pelas raizes, do que na solubilizagdo de
P propriamente dita (SHARMA et al., 2013; ELHAISSOUFI et al., 2020).

O aumento do comprimento e da massa fresca da raiz promovido pela inoculacdo do
isolado AACO04 indica que houve melhor utilizagdo das reservas da semente em relagdo ao
tratamento controle. A eficiéncia da conversdo das reservas em tecido é um fator importante,
pois influencia o crescimento vigoroso da muda, produzindo plantas de qualidade superior e
aumentando sua adaptabilidade e estabilidade de cultivo (CHENG et al., 2013).

Os valores encontrados para o indice de velocidade de emergéncia (IVE) variaram de

10,98 a 12,18, ndo diferindo entre o tratamento controle e os demais tratamentos. Estes


https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-arplant-050213-035949?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub++0pubmed#dl1
https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-arplant-050213-035949?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub++0pubmed#dl1
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valores estdo de acordo aos de Tunes, Tavares e Barros (2012) que, avaliando o vigor de
cinco lotes de sementes de arroz de terras altas, verificaram o IVE entre 8,7 e 12,3. Em estudo
sobre a qualidade de sementes de diferentes cultivares de arroz de terras altas, Santos et al.
(2015) obtiveram altos IVE para o arroz cultivar BRS Esmeralda, sendo considerado de alta
qualidade fisiolégica. Quanto maior o indice, menor a sensibilidade da planta as condicdes
adversas que ocorrem durante o desenvolvimento em campo (NAKAGAWA, 1999), sendo

considerado de grande importancia para a selecdo de cultivares.

3.3.3 Analise molecular

Com base na arvore filogenética construida a partir de sequéncias de rRNA 16S, as
cepas selecionadas pertencem aos géneros Pantoea sp., Enterobacter sp. e Klebsiella sp., com
97, 99 e 99% de similaridade, respectivamente (Tabela 3).

A capacidade de solubilizacdo de P por bactérias dos géneros Pantoea, Enterobacter e
Klebsiella isoladas a partir de amostras de solo ja foi relatada. A cepa Pantoea sp. D2Ss73 foi
associada por Solanki et al. (2020) ao aumento dos teores de P total, nitrogénio e potassio em
solo cultivado com cana-de-agUcar consorciada com amendoim e soja. Em experimentos in
vitro, Khan et al. (2015), concluiram que o isolado Enterobacter sp. HU38 possui a
capacidade de solubilizacdo de P, de producdo de sideroforos e do horménio vegetal acido
indolacético (AlA). A cepa também exibiu tolerancia a metais pesados (arsénio, chumbo,
cadmio e zinco) e promocdo do crescimento de plantas de Azevém. Avaliando o potencial de
isolados bacterianos sobre o crescimento de cana-de-agucar, Lin et al. (2012), relataram que a
cepa Klebsiella sp. LC55S foi capaz de solubilizar P, produzir sideréforos e AlA.

Tabela 3. Identificacdo dos isolados de acordo com analise de similaridade com as sequéncias
dos bancos de dados do NCBI.

Isolado Cepa Similaridade Referéncia
AACO1 Pantoea sp. D2Ss73 97% Solanki et al. (2020)
AACO02 Enterobacter sp. HU38 99% Khan et al. (2015)
AAC04 Klebsiella sp. LC55S 99% Lin et al. (2012)

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Pesquisando bacterias promotoras de crescimento de plantas, Cherif-Silini et al.
(2019) obtiveram isolado do género Pantoea que promoveu considerdvel crescimento de
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plantas de trigo, com aumento do acumulo de P, K e teor de clorofila das plantas, da
concentracdo de AlA e diversos metabdlitos secundarios benéficos.

A inoculacdo de isolado de Enterobacter sp. solubilizadora de P foi avaliada por
Borham et al. (2017) em plantas de trigo, constatando-se aumento da altura e massa das
plantas, da area foliar, do indice de clorofila, e do nimero e peso de gréos. Verificando o
potencial de solubilizagdo de P em 18 isolados do género Enterobacter sobre plantas de
quiabo, Roslan et al. (2020) observaram maior crescimento das plantas e aumento dos teores
de P no solo e nas plantas, concluindo que o uso agricola de Enterobacter sp. era promissor.

Em arroz de terras altas, Li et al. (2020) verificaram que a inoculacdo de Klebsiella sp.
aumentou significativamente a concentracdo de P-disponivel no solo e a producdo de fito
horménios, aléem de melhorar os parametros fotossintéticos das plantas. Da mesma forma, Eke
et al. (2019) constataram que bactéria do género Klebsiella solubilizou fosfato no solo e
promoveu o crescimento de plantas de tomate.

A literatura voltada para a utilizacdo agricola destes trés géneros bacterianos é recente,
e escassa, abrangendo poucas culturas e ambientes de cultivo pouco diversos. Trata-se de
micro-organismos emergentes na agricultura e que devem ser avaliados como uma alternativa

promissora para os sistemas agricolas.

3.4 CONCLUSOES

A prospeccédo de bactérias solubilizadoras de fosfato permitiu selecionar trés isolados
com alto potencial para uso agricola. Identificadas como Pantoea sp., Enterobacter sp. e
Klebsiella sp., estas apresentaram capacidade de solubilizacdo in vitro para fosfato de calcio e
de ferro, ndo ocasionaram danos as sementes de arroz ou a germinacdo e emergéncia das
plantulas, além de terem aumentado o comprimento e a massa fresca das raizes de plantulas

arroz de terras altas.
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4 CAPITULO 2 - ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

RESUMO
As bactérias solubilizadoras de fosfato tem sido consideradas alternativa segura e viavel para
liberar o fosforo (P) que se encontra fixado no solo, tonando-o disponivel para a absorcéo
pelas plantas. No entanto, encontrar isolados adaptados as diversas culturas e sistemas de
cultivo permanece um grande desafio. Esta pesquisa teve por objetivo avaliar o potencial de
bactérias solubilizadoras em disponibilizar P no solo, bem como, os efeitos da inoculagdo
sobre plantas de arroz de terras altas. A pesquisa foi feita por meio de ensaio em casa de
vegetacdo, em esquema fatorial 4 x 3 para as avaliagcdes entre os tratamentos, e 4 X 3 + 2 para
as comparacgOes dos tratamentos as testemunhas, com quatro repeticdes. Os tratamentos foram
constituidos pela combinacéo de quatro doses de P (0; 23,3; 46,6 e 70 kg ha), na forma de
superfosfato simples, baseadas na utilizacdo de 0, 1/3, 2/3 e 3/3 da dose recomendada para
arroz de terras altas, com a inoculacdo via sementes com trés isolados de bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF), Pantoea sp.; Enterobacter sp. e Klebsiella sp. Os
tratamentos testemunha consistiram na aplicagéo de duas doses de P equivalentes a 0 e 70 kg
ha!, sem inoculagéo. Klebsiella sp. aumentou a concentragio de P do solo, a respiragio basal
do solo, o comprimento de raiz, a massa fresca de parte aérea, e massa fresca e seca da raiz,
com reducdo de adubacdo fosfatada. Elevou, ainda, o teor de P nas raizes das plantas
independe das doses de P utilizadas. A inoculagdo de Enterobacter sp. aumentou a respiracéo
basal do solo e a massa fresca de parte aérea, e a inoculacdo de Pantoea sp. aumentou a massa
fresca da raiz, ambas com reducdo de adubacdo fosfatada. As doses de P aplicadas ao solo

aumentaram o teor de P nas raizes, a massa seca de parte aérea e a altura das plantas de arroz.

Palavras- chave: solubizacdo de fosfato; fésforo; Pantoea sp.; Enterobacter sp.; Klebsiella

sp.

ABSTRACT
Phosphate solubilizing bacteria have been considered a safe and viable alternative to release

phosphorus (P) that is fixed in the soil, making it available for plant uptake. However, finding
isolates adapted to different cultures and cultivation systems remains a major challenge. This
research aimed to evaluate the potential of solubilizing bacteria to make P available in the
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soil, as well as the effects of inoculation on upland rice plants. The research was carried out
using a greenhouse test, in a 4 x 3 factorial scheme for the evaluations between treatments,
and 4 x 3 + 2 for the comparisons of treatments to controls, with four replications. The
treatments consisted of the combination of four doses of P with simple superphosphate (O;
23.3; 46.6 and 70 kg ha), based on the use of 0, 1/3, 2/3 and 3/3 of the recommended dose
for upland rice, with inoculation via seeds with three isolates of phosphate solubilizing
bacteria (BSF), Pantoea sp.; Enterobacter sp. and Klebsiella sp. The control treatments
consisted of the application of two doses of P equivalent to 0 and 70 kg ha*, without
inoculation. Klebsiella sp. increased soil P concentration, basal soil respiration, root length,
shoot fresh mass, and root fresh and dry mass, with reduced phosphate fertilization. It also
increased the P content in plant roots regardless of the P doses used. The inoculation of
Enterobacter sp. increased soil basal respiration and shoot fresh mass, and the inoculation of
Pantoea sp. increased root fresh mass, both with reduced phosphate fertilization. The doses of
P applied to the soil increased the P content in the roots, the shoot dry mass and the height of

the rice plants.

Key-words: phosphate solubilization; phosphorus; Pantoea sp.; Enterobacter sp.; Klebsiella
sp.

41 INTRODUCAO

O fosforo (P) é considerado o segundo nutriente mais limitante ao desenvolvimento
das plantas, depois do nitrogénio (N), pois o P esta envolvido no fornecimento, transferéncia e
armazenamento de energia para todos 0s processos bioquimicos (STEPHEN et al., 2015). No
entanto, existem alguns problemas associados ao uso do P pelas plantas que tem sido foco de
diversas pesquisas nos Ultimos anos.

Grande parte dos solos de todo 0 mundo sdo deficientes em P disponivel, fazendo com
que seja necessaria a adicdo deste nutriente ao solo para o cultivo agricola. Contudo, a maior
parte do P adicionado via adubacdo pode ser adsorvida a superficie de minerais secundarios
do solo, particularmente nos éxidos e hidroxidos de aluminio, ferro e calcio, tornando-se
indisponivel  (ndo-1abil) para absorcdo pelas plantas (KUMAR; MAURYA;
RAGHUWANSHI, 2014). O resultado desta pratica sdo solos onde a quantidade de P total é

alta, enquanto o P-labil é insuficiente para o desenvolvimento das culturas.
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Em geral, as plantas possuem dois mecanismos para maximizar a absorgéo de P, sendo
aumento de biomassa radicular com a producdo de pelos e raizes laterais, 0 que permite
explorar maior volume de solo para a absor¢édo de nutrientes, e a melhoria da eficiéncia no uso
de P (SONG et al., 2019). Neste sentido, 0 manejo do P mediado por micro-organismos tem
ganhado atencdo pratica, por induzir e contribuir diretamente com 0s mecanismos para
obteng&o de P pelas plantas.

As bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) tém sido uma alternativa estratégica para
disponibilizar as plantas parte do P que esta fixado ao solo de forma ecologicamente correta e
economicamente vidvel. As BSF possuem a capacidade de liberar o P por meio da liberacéo
de acidos organicos como glucénico, propiodnico, citrico e oxalico. Além disso, muitas BSF
também sdo capazes de produzir sideroforos, enzimas e de induzir a sintese de fitohorménios
nas plantas, considerados mecanismos indiretos de disponibilizacdo de P (RAWAT,
SHANKHDHAR; SHANKHDHAR, 2021).

O arroz (Oryza sativa L.), cereal de grande importancia por servir como base para a
alimentacdo de cerca de um terco da populacdo mundial (IRFAN et al., 2020). O P ¢
imprescindivel ao crescimento e desenvolvimento do arroz, sendo fator limitante para o
perfilhamento e, consequentemente, para o rendimento da cultura (CRUSCIOL; SORATTO;
ARF, 2007). De todo o P absorvido pelas plantas de arroz, 65% é exportado pelos gréos, o
que torna a cultura uma importante fonte deste nutriente na alimentagdo humana (FAGERIA,
2006). Estabelecer mecanismos sustentaveis para o suprimento de P nesta cultura constitui
importante ferramenta para a producéo agricola global.

A inoculacdo das sementes de arroz com BSF poderia proporcionar um melhor
suprimento de P a cultura, melhorando o aproveitamento dos insumos adicionados e
garantindo o fornecimento deste as plantas. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar os efeitos da inoculacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato selecionadas,

juntamente com doses de P, sobre arroz de terras altas cultivar BRS Esmeralda.

4.2  MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na UNESP - Faculdade de
Engenharia, Campus de Ilha Solteira, no municipio de Ilha Solteira- SP entre dezembro de
2019 e marco de 2020. As unidades experimentais foram constituidas por vasos de 15 L,

como substrato utilizou-se um Latossolo Vermelho distrofico tipico, de textura argilosa,



46

segundo Santos et al. (2018), coletado na camada de 0,0 a 0,20 m na Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Extensdo da UNESP - Faculdade de Engenharia, Campus de Ilha Solteira,
localizada em Selviria- MS. A andlise quimica inicial (pH cacl. = 5,0; P (resina) mg dm3 = 25;
MO g dm3= 18; K* mmol. dm?= 0,7; Ca?* mmol. dm== 19; |\/|92+ mmolc dm3= 16; H+Al mmol. dm3=
31; Al mmol. dm?=1; CTC mmol. dm?= 66,7; V (%) = 54), realizada de acordo com Raij et al.
(2001), identifica um solo fortemente acido (SANTOS et al., 2018).

O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 x 3 para as avaliacdes entre os tratamentos, e 4 x 3 + 2 para as comparagdes dos
tratamentos as testemunhas, com quatro repeti¢fes. Os tratamentos foram constituidos pela
combinacdo de quatro doses de P (0; 23; 47 e 70 kg ha!), baseadas na utilizagdo de 0, 1/3, 2/3
e 3/3 da dose recomendada para arroz de sequeiro, respectivamente, utilizando superfosfato
simples, com a inoculacdo de trés isolados de BSF (AACO0l — Pantoea sp.; AAC02 —
Enterobacter sp.; AAC04 — Klebsiella sp.). Os tratamentos testemunha consistiram na
aplicacdo de duas doses de P (0 e 35 mg dm™ equivalentes a 0 e 70 kg ha*) sem inoculag&o.

A adubacdo mineral do solo foi calculada de acordo com a andlise quimica inicial
levando em consideracio as recomendacgdes de Cantarella e Furlani (1996): 10 mg dm™ de N
na forma de sulfato de amonio e 30 mg dm= de K na forma de cloreto de potéssio, juntamente
com as doses de P, na semeadura. A adubacdo nitrogenada também foi realizada em cobertura
aos 20 e 40 dias ap6s a emergéncia das plantas (DAE), com 20 mg dm™ de N na forma de
ureia, em cada aplicacao.

O arroz de terras altas, cultivar BRS Esmeralda, foi selecionado como planta
indicadora, sendo colocadas 16 sementes por vaso. A inoculagdo de cada BSF foi realizada
via semente, na dose de 2 ml kg, dentro de saco plastico com vigorosa agitacdo por 3
minutos, quando as sementes foram deixadas para secar na sombra. Os inoculantes foram
preparados com a multiplicacdo individual de cada BSF em laboratorio, em meio de cultura
GL liquido (glicose 10 g L?, extrato de levedura 2 g L), com incubagdo a 30 °C, sob
agitacdo a 150 rpm por aproximadamente 18 horas, atingindo a concentra¢cdo minima de 1,0 x
10° unidades formadoras de colonias - UFC mL™.

Aos dez dias ap6s a emergéncia das plantas foi realizado o desbaste, mantendo-se 10
plantas por vaso, que foram irrigadas com &gua de abastecimento publico durante todo o
periodo de cultivo, procurando-se manter o solo sempre imido. O experimento foi conduzido
até o estagio de florescimento, que ocorreu aos 77 dias apds a emergéncia, quando as plantas

foram cortadas rente a superficie do solo.
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Por ocasido do florescimento foram medidos a altura das plantas, na distancia média
compreendida entre a superficie do solo e a extremidade superior da panicula mais alta; o
numero de paniculas, avaliado pela contagem do numero de plantas em cada vaso com
conversdo para m? e o didmetro médio dos colmos, medido na parte média do colmo e
calculado com base em uma amostragem de 5 plantas por vaso.

Apos a colheita, o solo rizosférico foi coletado, homogeneizado, peneirado e seco. A
avaliacdo dos atributos quimicos do solo seguiu a metodologia de Raij et al. (2001). A
quantificagdo de C-CO: liberado pela respiragdo basal do solo (RBS) seguiu a metodologia de
Anderson e Domsch (1989), onde 100 g de solo fresco foram incubadas em frasco de vidro
juntamente com um pequeno recipiente contendo 10 mL de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1
mol L. O frasco foi hermeticamente fechado e o tempo de incubacéo foi determinado por
meio de uma curva de calibracdo. Apos a abertura dos frascos, foi adicionado 2 ml de cloreto
de bario (BaCl,) 10% ao recipiente contendo NaOH para a precipitacdo do CO2. A seguir, a
titulagdo foi realizada com &cido cloridrico (HCI) 0,1 mol L™, tendo fenolftaleina 1% como
indicador. A titulacdo da base livre permite calcular, por subtracdo, a quantidade de C-CO-
liberado que reage com NaOH (ANDERSON; DOMSCH, 1989).

As raizes das plantas foram lavadas sobre peneira em agua corrente para a completa
remocdo do solo e deixadas para rapida secagem a sombra. Em seguida elas foram pesadas,
assim como a parte aérea das plantas, para obtencdo da massa fresca. As amostras foram entao
levadas para secagem e secas em estufa com circulacdo forcada de ar a 65 °C por 72 h. Apos a
secagem, as amostras foram pesadas para a obtencdo da massa fresca e, em seguida, foram
moidas em moinho tipo Wiley, e submetidas a digestdo nitro-perclérica para a determinacdo
analitica do P via colorimetria do metavanadato (MALAVOLTA,; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (P < 0,05).
Os efeitos da inoculacdo foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05) e os efeitos das
doses de P foram avaliados por andlise de regressdo, adotando-se a equacdo com maior
coeficiente de determinacdo (p < 0,05). A comparacéo as testemunhas (adicdo de 0,0 e 70 kg

ha de P) ocorreu por meio do teste de Dunnet (p <0,05).

43 RESULTADOS E DISCUSSAO

As doses de P adicionadas ao solo e a inoculagdo das sementes com os isolados de
BSF influenciaram os teores de P raiz, mas ndo os demais atributos quimicos avaliados.

Assim pode-se dizer que as doses de P adicionadas por meio da aplicacdo de superfosfato
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simples, bem como, a inoculagdo de BSF nas sementes ndo promoveram alteracfes de pH,
MO, Al, SB, CTC, V%, assim como o teor de P foliar (Tabela 1).

A interacdo entre doses de P e a inoculacdo de BSF influenciou os teores de P do solo
e RBS (Tabela 1). Embora sejam esperadas mudancas na fertilidade do solo em funcédo da
aplicacdo de superfosfato simples devido ao seu contetdo de P, célcio e enxofre, estas
alteracdes tem sido relatadas em doses elevadas, como mostrado por Schenfert et al. (2015)
com 444 kg ha* de P,0s em Latossolo Amarelo, e Homenchuk e Fonseca (2018) com 500 kg
ha! de P,Os em Latossolo Vermelho Distréfico.

Estudando a aplicacdo de doses de P (0 a 200 kg ha) ao solo, Moreira et al. (2010)
observaram diferencas significativas apenas para os teores de P e matéria organica, que
aumentaram juntamente com as doses, ndo interferindo nos demais parametros de fertilidade.
Diferindo da presente pesquisa, onde foi utilizado superfosfato triplo, a fonte de P utilizada
pelos autores foi fosfato natural reativo, que apresentou maior teor de matéria organica em sua
composic¢do e pode ter contribuido para os aumentos verificados para este parametro.

Sobre a inoculacdo das BSF é importante destacar que, em solos com teores adequados
de nutrientes a atividade dos micro-organismos para disponibilizacdo dos mesmos é reduzida,
considerando que existe disponibilidade de nutrientes em teores suficientes para garantir o
desenvolvimento das plantas, ndo sendo necessario que a planta direcione recursos para
manter associagdo microbiana para este fim (VALADARES; MESCOLOTTI; CARDOSO,
2017). Assim, a falta de interferéncia das bactérias inoculadas sobre os atributos quimicos do
solo, na presente pesquisa, pode ser explicada pela adubacdo realizada no inicio do
experimento. Esta observacdo corrobora com Kumar, Maurya e Raghuwanshi (2014) ao
relatarem que a inoculagdo das BSF Bacillus megaterium, Arthrobacter chlorophenolicus e

Enterobacter sp. de forma separada ndo alterou os atributos quimicos de um solo corrigido.
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Tabela 1. Anélise de variancia para pH, teor de fosforo (P), matéria organica (MO), aluminio
(Al), soma de bases (SB), capacidade de troca cationica (CTC) e saturacdo por bases (V) do
solo, teor de fosforo foliar (P foliar), fosforo da raiz (P gréo) e respiracao basal do solo (RBS),
para o arroz cultivar BRS Esmeralda, em funcdo de doses de fosforo (DP) e da inoculacéo
com BSF. Ilha Solteira — SP, 2019.

Fontes de pH P resina MO Al SB CTC \ P foliar  Praiz RBS
variagao mgdms T TTC"C Am® --emoeeee % gkg? kg m?(g(‘:Pz

0 kg ha't 5,91 15,25 16,08 16,00 29,94 45,94 64,67 1,49 0,18b 1,17
23,3 kg hat 5,91 16,08 16,00 16,25 28,93 45,18 63,67 1,51 0,25ab 1,28
46,6 kg hat 5,88 15,25 16,50 16,17 26,58 42,74 62,08 1,57 0,33a 1,33
70,0 kg hat 5,88 17,00 16,67 17,08 28,83 45,94 62,00 1,64 0,3% 1,26
AAC01 5,92 15,06 15,88 16,50 28,30 44,80 62,88 1,51 0,23b 1,20
AAC02 5,94 15,06 16,38 16,25 28,60 44,85 63,50 1,57 0,31ab 1,26
AAC04 5,83 18,31 16,69 16,38 28,44 4481 62,94 1,59 0,33a 1,33

DP 0,065 2,087 0,603 0,860™ 1,224"™ 2,205 0,585" 0,257" 6,051  4,783™

Inoc 1,636™  0,981™  1,303" 0,077" 0,018 0,001" 0,055 0,156™  3,436" 6,903

DP x Inoc 1,679™ 3,080" 0,401™ 1,677~ 1,780™ 1,518™ 1,680"™ 0,620™ 0,462 3,377
Média geral 5,90 16,31 16,31 16,38 28,45 44,82 63,10 1,56 0,29 1,26
C.V. (%) 3,32 20,71 8,80 11,03 1555 7,40 9,29 29,32 43,71 4,78

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <

*%

0,05). ™= n4o significativo. " e ™ = significativos a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
C.V.= coeficiente de variacio. ! = Bactérias solubilizadoras de fosfato.
Fonte: elaboracdo do proprio autor.

O teor de P na raiz das plantas variou em funcédo das doses de P de forma linear, sendo
0S menores teores encontrados nas plantas onde ndo houve adubagéo (Figura 1). De acordo
com Liu (2021), a concentracdo de P nas raizes dos cereais esta diretamente relacionada a
disponibilidade de P no solo, pois seu sistema radicular é altamente responsivo a nutri¢do de
P.
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Figura 1. Teor de P na raiz das plantas do cultivar BRS Esmeralda em funcdo de doses de P.
Ilha Solteira — SP, 2019.
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Fonte: elaboracdo do préprio autor.

O teor de P nas raizes também variou em fungdo da inoculacdo das BSF, com os
valores mais elevados ocorrendo nas plantas inoculadas com o isolado AAC04 (Klebsiella
sp.), demonstrando a capacidade do isolado atuar na disponibilizacdo de P as plantas (Tabela
1). Pesquisando a capacidade de solubilizagéo de diferentes cepas de Klebsiella, Rajput et al.
(2015) verificaram até 59% de liberacdo de fosfato pelas cepas, além de aumento no
comprimento das raizes e parte aérea de plantas de trigo inoculadas.

As diferencas encontradas no teor de P na raiz ndo refletiram em aumentos
significativos nos teores de P nas folhas das plantas. Pode-se justificar pela ocorréncia de
realocacdo do P ja absorvido pela planta, como reportado por Irfan et al. (2020), sobretudo
nos tecidos metabolicamente mais ativos. Assim, é importante relatar que ho momento da
coleta das folhas, as plantas encontravam-se em periodo de florescimento, o que requer
suprimento abundante em P. De acordo com Mondo et al. (2015), a importancia do P para o
florescimento é tamanha que pode alongar ou reduzir seu periodo.

A interacdo significativa entre as doses de P e a inoculagdo das BSF mostrou que a
inoculagdo do isolado AAC04 (Klebsiella sp.) juntamente com as doses de 46,6 e 70 kg hat
de P disponibilizaram mais P no solo (Tabela 2). Os teores encontrados para ambas as doses
ndo diferiram, demonstrando que a inoculagéo do isolado promoveu a solubiliza¢do de P com
uma adubacéo fosfatada 33% menor que 70 kg ha™, o que demonstrou a possibilidade de

reducdo da adubacdo quando realizada a inoculagéo.
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Tabela 2. Desdobramento da interacdo significativa da analise de variancia para fosforo do
solo (P) e respiracdo basal do solo (RBS) para o arroz cultivar BRS Esmeralda em funcéo de
doses de P e da inoculagio de BSF. llha Solteira — SP, 2019.

Doses de fosforo (kg ha)

Inoculagdo 0 23,3 46,6 70 Regresséo Valores de F
-------------- P resina (mg dm3) --------------
AACO01 15,75a 15,50ab 13,50b 15,50b ns 0,385"™
AAC02 15,75a 14,75b 14,75b 15,00b ns 0,533™
AAC04 14,25a 18,00a 20,50a 20,50a RL(1) 4,222"

Valores de F 0,263™ 3,460" 4,360" 3,243"

AACO1 1,12a 1,22 1,21c 1,26ab RL(2) 4,173
AAC02 1,19 1,31 1,34b 1,190 RQ(3) 6,831
AACO04 1,21a 1,31 1,45a 1,34a RQ(4) 9,533

Valores de F 2,815™ 2,980™ 9,242™ 5,995™

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na coluna por fonte de variagdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05). RL= Regressdo linear. RQ= Regressdo quadratica. ns= ndo significativo. “ e ™ = significativos a 1% e
5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente. (1) §= 0,091x + 15,128 (R2= 0,8620); (2) y= 0,0018x + 1,14
(R2=0,8019); (3) §=-0,0001x2 + 0,0087x + 1,19 (R>= 0,9843); (4) §=-0,0001x2 + 0,009x + 1,20 (R?>= 0,8554). !
= Bactérias solubilizadoras de fosfato.

Fonte: elaboragdo do proprio autor.

A respiracdo basal do solo aumentou com as doses de P juntamente com a inoculagéo
do isolado AACO1, produzindo valores que se ajustaram ao modelo linear de regressdo,
enquanto os isolados AAC02 e AACO04, apresentaram resposta quadratica na regressdo, com
valores mais elevados proximos a dose de 46,6 kg ha™ de P (Tabela 2) e ponto de maximo
ocorrendo em 43,5 e 45,0 kg ha! para AAC02 e AACO4 respectivamente.

A inoculacdo de micro-organismos solubilizadores de P, de acordo com Yu et al.,
(2011) pode promover o incremento indireto das populagfes microbianas nativas pela
alteracdo dos exsudatos radiculares. A adi¢do de fosfato insollvel também eleva as
populacdes de micro-organismos do solo, fornecendo uma forma de substrato para sua
sobrevivéncia e desenvolvimento. Assim, a interacdo entre os isolados inoculados na planta e
o fosfato adicionado ao solo favoreceu o desenvolvimento das comunidades microbianas
nativas. Para os isolados AAC02 e AACO04, a maior taxa de RBS se deu com uma reducdo de
mais de 30% do P adicionado ao solo, evidenciando a atividade dos isolados inoculados na

planta.
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A altura das plantas se ajustou com funcdo quadratica as doses de P crescentes, com
plantas menores nos tratamentos sem adicdo deste nutriente, com o célculo de ponto maximo
em 47,6 kg ha* de P (Figura 2).

Figura 2. Andlise de regressao para altura de plantas do cultivar BRS Esmeralda em funcéo de
doses de P. llha Solteira — SP, 2019.
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Fonte: elaborac&o do préprio autor.

Em experimento com a aplicacdo de doses de P em arroz de terras altas, Rawat,
Shankhdhar e Shankhdhar (2021) verificaram menor altura de plantas nos tratamentos sem P,
sendo as maiores médias verificadas nos tratamentos com a adi¢do de P na quantidade de 75 e
100% da dose recomendada para a cultura. No presente trabalho a maior média para a altura
de plantas, de acordo com o célculo do ponto maximo da funcéo, foi verificada na dose de
47,6 kg ha, ou seja, 68% da dose recomendada, assemelhando-se ao resultado encontrado
pelos autores.

Pesquisando os efeitos da inoculagcdo de fungo solubilizador de P (Penicillium
oxalicum) juntamente com doses deste elemento sobre plantas de trigo, Singh e Reddy (2011)
encontraram as menores medias para altura de plantas nos tratamentos sem adicao de P e ndo
inoculados, e as maiores médias nos tratamentos com a dose de 40 kg ha* de P e inoculados.

Embora nédo tenham sido encontradas diferencgas significativas para a altura das plantas
em funcdo da inoculacdo das BSF no presente trabalho, este pardmetro ndo tem sido
diretamente associado aos beneficios na inoculacdo. Ao avaliarem os efeitos da inoculacéo de

BSF (Pseudomonas sp.) sobre plantas de trigo, Liu et al. (2019) ndo observaram diferencas
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significativas para a altura das plantas, no entanto, os efeitos da inoculagdo foram vistos sobre

0 acumulo de massa seca e massa fresca da parte aérea e da raiz, que aumentaram.

Tabela 3. Andlise de variancia para altura de plantas, paniculas por m2, diametro do colmo

(DC), comprimento de raiz (CR), massa fresca de parte aérea (MFPA), massa seca de parte

aérea (MSPA), massa fresca de raiz (MFRA) e massa seca de raiz (MSRA) para arroz cultivar

BRS Esmeralda em funcéo de doses de fosforo (DP) e da inoculacdo de BSF*. llha Solteira —

SP, 2019.
Fontes de Altura  Paniculas DC CR MFPA  MSPA MFRA MSRA
variacdo cm 2 mm cm g g g g
Doses de fosforo (DP)
0,0 kg ha! 102,08 298 5,57 43,58 10,42 2,45b 3,25 1,48
23,3 kg hat 111,92 283 5,50 46,50 11,70 2,70ab 4,22 1,76
46,6 kg ha't 112,58 279 5,46 49,58 12,32 2,80a 5,36 2,41
70,0 kg hat 111,50 301 5,64 49,42 11,98 2,87a 4,64 2,57
Inoculacdo (Inoc)
AACO1 108,00 277 5,50 45,75 11,37 2,56 3,93b 1,85
AAC02 108,81 293 5,49 46,38 11,21 2,64 4,05ab 1,82
AAC04 111,75 301 5,64 49,69 12,24 2,84 5,12a 2,50
Valores de F
DP 10,917 1,532™ 0,298™ 4,475™ 10,622 5,609 6,660 5,483™
Inoc 2,286" 2,464™  0,509™ 1,386™ 6,525 2,936™ 7,987 4,027
DP x Inoc 0,309" 1,068™  02316™ 3,608" 3,007 1,318™ 3,961  3,709"
Média geral 109,52 290 5,54 47,19 11,60 2,68 4,37 2,06
C.V. (%) 4,77 10,40 8,69 10,35 7,51 12,52 23,23 37,30

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <

*

0,05). ™= ndo significativo. " e ™ = significativos a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
C.V.= coeficiente de variacdo. ! = Bactérias solubilizadoras de fosfato.
Fonte: elaboracdo do proprio autor.

O numero de paniculas ndo variou em funcdo dos tratamentos utilizados (Tabela 3).

Em estudo dos efeitos da inoculagéo de duas BSF (Gluconacetobacter sp. e Burkholderia sp.)

juntamente com doses de P sobre plantas de arroz de terras altas, Stephen et al. (2015) néo

encontraram diferencas para o numero de paniculas em fungdo da inoculagdo das BSF
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separadamente, assim como no presente trabalho. No entanto, houve aumento significativo
em fungdo da inoculacdo conjunta das duas BSF com a dose de 60 kg ha® de P. A
coinoculacdo de micro-organismos é uma técnica que visa ampliar o potencial de ganhos por
meio de efeito sinérgico, podendo superar os resultados obtidos quando 0s micro-organismos
sdo utilizados separadamente. No presente trabalho este método néo foi empregado, podendo
ser o foco para trabalhos futuros.

Os valores obtidos para o diametro do colmo ndo variaram em funcéo dos tratamentos
utilizados (Tabela 3). Inoculando trés diferentes isolados de BSF (Pantoea ananatis,
Enterobacter sp., e Rahnella aquatilis) em arroz de terras altas, Bakhshandeh, Pirdashti e
Lendeh (2017) observaram aumento do didmetro do colmo em fungéo de apenas um isolado.
A importancia do aumento do didmetro do colmo se da pela resisténcia ao acamamento, no
entanto, ndo tem sido diretamente associado a melhorias nos componentes de producédo e
produtividade (ZHANG et al., 2016).

Verificou-se interacdes significativas entre as doses de P e a inoculacdo de BSF para
comprimento de raiz e massa fresca de parte aérea (Tabela 4), destacando o isolado AAC04,
para o comprimento de raiz, ajustando-se ao modelo quadratico de regressdo, com a maior
média (ponto de maximo) observada na dose de 50,9 kg ha? de P. Avaliando os efeitos de
bactérias solubilizadoras de P (Pantoea cypripedii e Pseudomonas plecoglossicida)
inoculadas juntamente com fosfato de rocha na fertilizacdo de plantas de milho e trigo, Kaur e
Reddy (2015) encontraram 0 maior comprimento de raiz nas plantas inoculadas juntamente
com 59 kg ha! de P, para ambas as bactérias e culturas, corroborando os resultados da
presente pesquisa.

As maiores médias para a massa fresca de parte aérea foram encontradas para 0s
isolados AAC02 e AAC04 nas doses de 52,8 e 51,45 kg ha de P, respectivamente, todos
ajustando-se ao modelo quadratico de regressdo (Tabela 4). Em pesquisa para avaliar o efeito
de diferentes niveis de P sobre arroz de terras altas, Mori et al. (2016), demonstraram que 0
aumento na producdo de biomassa esta diretamente relacionado com o teor de P disponivel a
planta, com reducdo de até 78% nas plantas com deficiéncia do nutriente.

Avaliando a influéncia da inoculacdo de diferentes bactérias promotoras de
crescimento  (Burkholderia spp., Rhizobium spp. e Pseudomonas spp.) sobre o
desenvolvimento de diferentes cultivares de arroz de terras altas, Ferreira, Knupp e Martin-
Didonet (2014), verificaram um incremento médio de 8,8% para a massa fresca da parte aérea
das plantas inoculadas. Na presente pesquisa, 0 aumento médio de massa fresca de parte aérea

nos tratamentos inoculados foi de 20%, em relacdo aos tratamentos sem adicdo de P. Estes
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tratamentos receberam apenas 66% da dose recomendada de P para a cultura, evidenciando a
contribuicdo dos isolados AAC02 e AACO04 na disponibilizagéo de P para a planta.

Tabela 4. Desdobramento da interacdo significativa da analise de variancia para comprimento
de raiz (CR) e massa fresca de parte aérea (MFPA) para o arroz cultivar BRS Esmeralda em
funcéo de doses de fosforo e da inoculagdo de BSF!. Ilha Solteira — SP, 2019.

Doses de fosforo (kg ha)

Inoculagdo 0 23,3 46,6 70 Regresséo Valores de F
-------------- CR (cm) ------=-=-m---
AACO1 43,5a 45,00a 49,0ab 45,50a ns 0,908"
AAC02 43,5a 45,25a 45,5b 51,25a ns 2,665"
AAC04 43,75a 49,25a 54,25a 51,50a RQ (1) 4,119
Valoresde F  0,073™ 0,954 3,252° 1,932"
------------ MFPA (g) ------------
AACO01 10,96a 11,41ab 11,54a 11,55a ns 0,408™
AACO02 9,83a 10,85b 12,56a 11,59a RQ (2) 7,029™
AAC04 10,49a 12,69a 12,86a 12,81a RQ (3) 7,199™

Valores de F 1,696™ 5,893™ 2,252" 2,706™

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na coluna por fonte de variacdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05). RQ= Regressdo quadratica. ns= ndo significativo. * e ™ = significativos a 1% e 5% de probabilidade
pelo teste F, respectivamente. (1) = -0,0038x2 + 0,3867x + 43,39 (R?= 0,9560); (2) y = -0,0009x2 + 0,0950x +
9,66 (R>=0,8617); (3) 9= -0,001x2 + 0,1029x + 10,58 (R?= 0,9586). ! = Bactérias solubilizadoras de fosfato.
Fonte: elaboracdo do proprio autor.

A massa seca de parte aérea variou em funcdo das doses de P, ajustando-se ao modelo
linear de regressdo com aumento no acumulo de massa seca em fungdo do aumento de doses
de P (Figura 3). Este resultado confirma a importancia do P para o acimulo de biomassa em
plantas de arroz, uma vez que é determinante para o crescimento vegetativo, por meio, por
exemplo, do aumento da area foliar fotossinteticamente ativa, garantindo maior influxo de
CO: e, consequentemente, 0 aumento da biomassa (SILVA et al., 2011).

A massa seca da parte aérea ndo variou com a inoculacdo das BSF (Tabela 2). Em
concordancia com o presente resultado, Rajput et al. (2015) em estudo com a inoculagéo de
BSF (Klebsiella spp.) em sementes de trigo, também ndo observaram diferengas para matéria
fresca da parte aérea em funcdo da inoculacdo. Enquanto Stephen et al., (2015) observaram
incrementos médios de mais de 50% na matéria fresca de plantas de arroz inoculadas com
BSF (Gluconacetobacter sp. e Burkholderia sp.). Estes autores, no entanto, utilizaram o
método de inoculagdo no sulco de plantio, diferindo da presente pesquisa onde o metodo de

inoculagéo foi via sementes.
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Figura 3. Andlise de regressdo para massa seca da parte aérea de plantas do cultivar BRS

Esmeralda em funcéo de doses de P. Ilha Solteira — SP, 2019.
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Fonte: elaboragdo do proprio autor.

As massas fresca e seca da raiz variaram em funcédo das doses de P e da inoculacdo de
BSF (Tabela 5). Os isolados AAC01 e AACO04 exibiram os maiores valores para a massa
fresca da raiz, ajustando-se ao modelo quadratico de regressdo, com 4,88 e 6,72g,
respectivamente, para a dose de 46,6 kg ha de P, com célculo de ponto maximo em 40,5 e
45,8 kg hal de P, respectivamente. O isolado AAC 04 também propiciou resultado
significativo para massa seca da raiz, com 3,37 g na dose de 46,6 mg dm=, com ajuste ao
modelo quadratico de regressdo, sendo o ponto maximo calculado para 55,5 kg ha* de P.

Estes resultados, juntamente aqueles obtidos para 0 comprimento de raiz, mostram que
o isolado AACO04 atuou diretamente na promocdo do crescimento radicular das plantas. Para
Irfan et al. (2020), é importante observar que resultados de maior acimulo de biomassa nas
raizes das plantas podem estar associados a deficiéncia de P, induzindo a planta a aumentar
seu enraizamento em busca do nutriente. No entanto, no presente trabalho, além do mesmo
isolado ter proporcionado também ganhos em massa fresca de parte aérea, 0s incrementos
também ocorreram com reducéo aproximada de 33% da dose recomendada de P para a cultura
do arroz, ou seja, os resultados foram superiores em comparacdo a dose de 100%,

evidenciando a atividade do isolado na disponibilizacdo de P para a planta.
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Tabela 5. Desdobramento da interagdo significativa da anélise de variancia para massa fresca
da raiz (MFRA) e massa seca da raiz (MSRA) para o arroz cultivar BRS Esmeralda em

funcéo de doses de fosforo e da inoculagdo de BSF. Ilha Solteira — SP, 2019.

Doses de fosforo (kg ha)

Inoculagdo 0 23,3 46,6 70 Regresséo Valores de F
-------------- MFRA (g) --------------
AACO01 2,60a 4,492 4,88b 3,76b RQ(1) 3,911°
AACO02 3,26a 3,51a 4,49b 4,97a ns 2,511
AAC04 3,90a 4,68a 6,72a 5,19a RQ(2) 5,487
Valoresde F 1,654™ 1,534 9,256™ 4,098"
------------ MSRA (g) ------------
AACO1 14la 1,79a 1,94b 2,26a ns 0,837™
AACO02 1,27a 1,49 1,94b 2,60a ns 2,328
AACO4 1,78a 2,01a 3,37a 2,86a RQ(3) 3,735"

Valores de F 0,465™ 0,454 4,604 0,629™

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na coluna por fonte de variagdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05). RQ= Regressdo quadratica. ns= ndo significativo. * e ™ = significativos a 1% e 5% de probabilidade
pelo teste F, respectivamente. (1) 9= -0,0014x2 + 0,1133x + 2,60 (R2= 0,9990); (2) y= -0,0011x? + 0,1007x +
3,66 (R2=0,7288); (3) 9= -0,0004x2 + 0,0444x + 1,63 (R?= 0,7265). ! = Bactérias solubilizadoras de fosfato.
Fonte: elaboracdo do proprio autor.

O isolado AACO04 foi identificado como Klebsiella sp. (Capitulo 1), espécie que tem
recebido bastante atencdo nos Ultimos anos em pesquisas voltadas a agricultura. Em busca da
obten¢do dos melhores isolados para a solubilizagdo de fosfato a partir do solo de diferentes
areas de producdo, Sungthongwises et al. (2012) concluiram que o isolado de Klebsiella
pneumoniae apresentou 0s melhores indices com alta solubilizacdo para fosfatos de ferro e
aluminio. Em pesquisa com a inoculacdo de isolados de Klebsiella em plantas de trigo, Rajput
et al. (2015) constataram significante melhoria do crescimento das plantas inoculadas, com
aumento no comprimento da raiz e parte aérea, matéria seca e sintese de &cido oxalico e do
hormonio auxina.

Buscando isolados solubilizadores de P a partir de solos sob diferentes condicdes de
estresse, Walpola, Arunakumara e Yoon (2014) concluiram que o isolado de Klebsiella
oxytoca € um potente solubilizador de fosfato sob condigdes de estresse, mantendo sua
capacidade de solubilizacdo sob grandes intervalos de pH, temperatura e concentracdo salina.
Estes autores também estudaram a promocao do crescimento de plantas de feijdo-mungo por
meio da inoculagdo do isolado, e constataram, além da solubilizagdo de P, estimulo a
producdo de auxina e da enzima ACC desaminase, que aumenta a resisténcia da planta aos

estresses ambientais.
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Os resultados da comparacdo dos tratamentos utilizados no presente trabalho as
testemunhas estdo apresentados na Tabela 6. Os tratamentos inoculados com o isolado
AACO1 juntamente com a dose de 46,6 kg ha™' apresentaram valores superiores aos do
controle ndo inoculado e sem P para altura de plantas e respiracdo basal do solo. Na mesma
comparagao, os tratamentos inoculados como isolado AACO02 juntamente com a dose de 46,6
kg ha™apresentaram valores superiores para a altura de plantas, massa fresca de parte aérea e
respiracdo basal do solo.

Em pesquisa com a inoculacdo de isolados de Pantoea aglomerans e Enterobacter
hormaechei em sementes de plantas de trigo e quiabo, respectivamente, Cherif-Silini et al.
(2019) e Roslam et al. (2020) também verificaram efeitos mais pronunciados sobre a
producdo de biomassa das plantas, atribuindo os ganhos obtidos a producdo de AlA,
constatada pelos autores. O aumento da RBS é um indicativo de que houve, de fato, a
colonizagdo dos isolados inoculados, sendo capazes de sobreviver em solo nao-estéril e
competir com outros micro-organismos na rizosfera radicular. Esses resultados indicam que o
isolado pode ser usado eficientemente em condi¢bes de campo (CHERIF-SILINI ET AL.,
2019).

Embora a inoculagdo destes isolados ndo tenha apresentado resultados significativos
para os demais parametros avaliados, os ganhos obtidos em biomassa poderiam se refletir
positivamente sobre a produtividade das plantas de arroz, pardmetro que ndo foi avaliado no
presente experimento em vasos e gue sera foco de discussao no préximo capitulo.

Para o P do solo, os tratamentos inoculados com os isolados AAC01 e AAC02
juntamente com a dose de 70 kg hal de P apresentaram concentragBes inferiores aquela
obtida pelo tratamento controle + 70 kg ha® de P. Em solos tropicais, 0s organismos vivos
atuam como reservatério de nutrientes para as plantas, imobilizando em seus corpos,
temporariamente, C, N, P, K, Ca, Mg, S e micronutrientes que, ap0s sua morte e
decomposicgéo, sdo liberados no solo e absorvidos de forma direta pelas plantas (GAMA-
RODRIGUES; GAMA-RODRIGUES, 2008; HERNANI, 2021). Esta hipdtese pode ser
confirmada pelos resultados obtidos nos mesmos tratamentos para a concentracdo de P na raiz
das plantas, que ndo diferiu para o controle + 70 mg dm™ de P, evidenciando a

disponibilidade de P para a absor¢édo das plantas.
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Tabela 6. Analise de variancia comparativa entre os tratamentos e as testemunhas para fosforo
do solo (P), fésforo da raiz (P foliar), altura de plantas, comprimento de raiz (CR), massa
fresca de parte aérea (MFPA), massa seca de parte aérea (MSPA), massa fresca de raiz
(MFRA), massa seca de raiz (MSRA) para o arroz cultivar BRS Esmeralda, e respiracdo basal
do solo (RBS). Ilha Solteira — SP, 2019.

P Praiz  Altura CR MFPA MSPA MFRA MSRA  RBS
Inoculagéo Dose (resina)
deP  mgdm- " mg CO:
3 g kg cm cm g g g g kgt
_ Néo 0 143b  023b  1005b  455b  10,7b 2.4b 2,5b 0,6b 0,95b
inoculado
_Nao 70,0 230A  033A  116,0A 53A 122A  2,7A 51A 2,058 1,098
inoculado
AACO1 0 15808  0,15bB  100,00B  43,55bA 11,00A 22bA  26bB  14bB  1,12bB

AACO01 23,3 155bB  0,180bB  1085bA  450bA  114bA  2,5bA 4,5bA 1,8bB 1,22aA
AACO1 46,6 13,5bB  0,23bA  111,8aA  49,0bA 115bA  2,8bA 4,8bA 2,0bB 1,21aB
AACO1 70,0 15,5bB  0,35bA  111,8aA 455bA  11,6bA  2,7bA 3,8bA 2,3aB 1,26aA
AACO02 0 15,8bB  0,23bA  101,0bB  435bB  9,8bB 2,6bA 3,3bA 1,3bB 1,19aB
AACO02 23,3 14,8bB  0,30bA  112,58A 453bA  10,9bA  2,6bA 3,5bA 1,5bB 1,31aA
AACO02 46,6 148bB  0,35bA 1115aA 455bA  12,6aA  2,7bA 4,5bA 1,9bB 1,34aA
AAC02 70,0 15,0bB  0,38bA  110,3bA  515bA  11,6bA  2,7bA 5,0aA 2,6aB 1,19aB
AAC04 0 143bB  0,180bB  105,3bA  43,8bA 10,5bB  2,3bA 3,9bA 1,8bB 1,21aB
AAC04 23,3 18,0aA  0,30bA  114,8aA 49,3bA 12,7aA  3,0aA 4,7aA 2,0bB 1,31aA

AAC04 46,6 20,58A  0,43aA 11458A 543aA 128aA  3,1aA 6,7aA 3,4aA 1,45aA

AACO4 700  205aA 045aA 1125aA 513bA 128aA  30aA  52aA  29aB  1,34aA

Va'oges de 2,261"  2,983° 3,387 1,952 4,895 2,776™ 4581 3035 10,877

Média geral 20,5 0,29 109,4 47,4 11,6 2,7 43 2,1 1,24
CV (%) 16,49 42,17 5,20 1152 760 1224 2399 3687 479

Nota: Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndo diferem do tratamento controle (ndo
inoculado) e sem adicdo de fosforo pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade, e as médias seguidas de mesma
letra mailscula na coluna ndo diferem do tratamento controle (ndo inoculado) e com adigdo 70 kg ha? de
fosforo. ™ significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. CV= coeficiente de variagéo.

Fonte: elaboragdo do proprio autor.

Os tratamentos inoculados com o isolado AACO04 juntamente com a dose de 23,3 kg
ha! de P apresentaram maiores valores para a concentragdo de P do solo, altura de plantas,
massa fresca e massa seca de parte aérea, massa fresca de raiz e respiracdo basal do solo em

comparacdo aos resultados do controle sem adi¢do de P. Na mesma comparacao este mesmo
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isolado juntamente com as doses de 46,6 e 70 kg ha™! proporcionou aumento nos valores de
concentracdo de P no solo, concentracdo de fosforo na raiz, altura de plantas, comprimento de
raiz, massa fresca e massa seca de parte aérea, massa fresca e massa seca de raiz e respiracao
basal do solo. Para a massa seca de raiz e a respiracdo basal do solo, esses tratamentos
também apresentaram valores superiores aqueles obtidos para o controle ndo inoculado + 70
kg ha™ de P.

De acordo com Li et al. (2020), isolados do género Klebsiella capazes de solubilizar
fosfato também podem conferir as plantas resisténcia aos diversos estresses que ocorrem
durante o cultivo. Os autores verificaram aumento na expressdo de genes que codificam
enzimas antioxidantes nas plantas inoculadas com Klebsiella sp., bem como, aumento da
atividade destas mesmas enzimas (glutationa redutase, ascorbato peroxidase e superoxido
dismutase). Uma vez que os sintomas de estresse diminuem no metabolismo vegetal, a planta
é capaz de utilizar os recursos disponiveis com maior eficiéncia, levando a um melhor
desenvolvimento (MITRA et al., 2018). Estes resultados reforcam aqueles ja discutidos neste
capitulo e confirmam o potencial do isolado AACO04 para inoculagdo em campo.

A inoculacdo dos trés isolados ndo proporcionaram efeitos significativos na auséncia
de P. Para Kaur e Reddy (2014), a inoculacdo das BSF proporciona aumento de eficiéncia na
utilizacdo do fosforo aplicado e ja existente no solo, no entanto, para o fosforo que se
encontra fixado, a taxa de solubilizacdo pode ser menor do que a demanda de P pelas plantas.
Além disso, quando aplicado ao solo também atua como fonte de nutriente para a
multiplicacdo destes micro-organismos, sendo possivel encontrar um equilibrio entre a dose

de P a ser aplicada e o isolado inoculado, conforme visto nos resultados apresentados aqui.

4.4  CONCLUSOES

A inoculagcdo do isolado AAC04 — Klebsiella sp. proporcionou incremento na
concentracdo de P do solo, respiracdo basal do solo, comprimento de raiz, massa fresca de
parte aérea, e massa fresca e seca da raiz. Esses ganhos ocorreram com reducdo de 33% de
adubacdo fosfatada, demonstrando a capacidade do isolado em disponibilizar P para as plantas
de arroz. O mesmo isolado elevou, ainda, o teor de P nas raizes das plantas
independentemente das doses de P utilizadas.

A inoculagéo do isolado AACO02 — Enterobacter sp. juntamente com a dose de 46,6 kg

ha'lde P aumentou a respiracio basal do solo e a massa fresca de parte aérea. A inoculacio do
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isolado AACO1 — Pantoea sp. aumentou a respiracdo basal do solo de forma linear até a dose
de 70 kg ha' de P e aumentou a massa fresca da raiz na dose de 46,6 kg ha™.

As doses de P aplicadas ao solo aumentaram linearmente o teor de P nas raizes e a
massa seca de parte aérea até a dose de 70 kg ha* e a altura das plantas até a dose de 46,6 kg

ha.
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3) CAPITULO 3 - EXPERIMENTO EM CAMPO

RESUMO
A imobilizacdo de fdésforo (P) no solo, devido a sua alta reatividade, é um grande

problema a ser solucionado, pois a falta deste nutriente interfere em processos fundamentais
para o desenvolvimento das plantas. As bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) sdo capazes
de mobilizar o P fixado, disponibilizando-o para absor¢éo pelas plantas. Assim, esta pesquisa
teve por objetivo avaliar a capacidade de isolados de BSF em disponibilizar P no solo, bem
como, os efeitos da inoculagdo sobre arroz de terras altas cultivar BRS Esmeralda. Os
isolados foram avaliados em ensaios em campo, em esquema fatorial 4 x 3 para as avaliacdes
entre os tratamentos, e 4 x 3 + 2 para as comparagfes dos tratamentos as testemunhas, com
quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos pela combinacdo de quatro doses de P
com superfosfato simples (0; 23,3; 46,6 e 70 kg ha'), baseadas na utilizaco de 0, 1/3, 2/3 e
3/3 da dose recomendada para arroz de terras altas com a inoculacdo dos trés isolados de
bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF)— Pantoea sp., Enterobacter sp. e Klebsiella sp. Os
tratamentos testemunha consistiram na aplicagéo de duas doses de P equivalentes a 0 e 70 kg
hal, sem inoculacdo. A inoculagdo de Klebsiella sp. associada a dose de 46,6 kg ha*
proporcionou teores de P do solo e de P foliar equivalentes, e teores de P dos grdos
superiores, aqueles encontrados nas plantas ndo inoculadas e que receberam 70 kg ha de P.
Em comparacdo aos demais isolados, o Klebsiella sp. garantiu maior nimero de paniculas por
metro quadrado e de grdos cheios e totais por panicula. As doses de P utilizadas aumentaram
os teores de P dos grdos de arroz de forma linear.

Palavras- chave: solubilizacdo de fosfato; Pantoea sp., Enterobacter sp.; Klebsiella sp.;

Oryza sativa L.

ABSTRACT
The immobilization of phosphorus (P) in the soil, due to its high reactivity, is a major problem

to be solved, since the lack of this nutrient interferes in fundamental processes for the
development of plants. Phosphate solubilizing bacteria (BSF) are able to mobilize fixed P,
making it available for plant uptake. Thus, this research aimed to evaluate the ability of BSF
isolates to provide P in the soil, as well as the effects of inoculation on upland rice cultivar
BRS Esmeralda. The isolates were evaluated in field trials, in a 4 x 3 factorial scheme for the

evaluations between treatments, and 4 x 3 + 2 for the comparisons of treatments to controls,
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with four replications. The treatments consisted of the combination of four doses of P with
simple superphosphate (0; 23.3; 46.6 and 70 kg ha™* based on the use of 0, 1/3, 2/3 and 3/3 of
the recommended dose for upland rice with the inoculation of the three isolates of phosphate
solubilizing bacteria (BSF) — Pantoea sp., Enterobacter sp. and Klebsiella sp. The control
treatments consisted of the application of two doses of P equivalent to 0 and 70 kg ha™,
without inoculation. The inoculation of Klebsiella sp. associated with the dose of 46.6 kg ha™
provided equivalent soil P and foliar P contents, and grain P contents higher than those found
in non-inoculated plants that received 70 kg ha of P. Compared to the other isolates,
Klebsiella sp. ensured a greater number of panicles per square meter and full and total grains
per panicle. The P doses used increased the P contents of the rice grains in a linear way.

Key-words: phosphate solubilization; Pantoea sp., Enterobacter sp.; Klebsiella sp.; Oryza

sativa L.

51 INTRODUCAO

O fosforo (P) é um nutriente importante para o desenvolvimento e para a
produtividade das culturas afetando a divisdo celular, a regulacdo de vias metabdlicas e o
crescimento. Sua deficiéncia no solo é considerada uma das principais restricdes biofisicas
para o rendimento das culturas (VANCE; UHDE-STONE; ALLAN, 2003; PANDA,
RAHMAN; PANDA, 2016). Sao caracteristicas préprias do P a sua imobilidade no solo,
atribuida a lenta difusdo e a capacidade de interagir fortemente com a maioria dos cations
(NUSSAUME et al., 2011; NAUREEN et al., 2018). A interacdo entre P e alguns cations
ocasiona a formacdo de complexos insollveis no solo, precipitados que retiram o P da solucéo
e o torna indisponivel para a absorcdo pelas plantas. Estima-se que quase metade de todo o P
aplicado na agricultura nos ultimos 50 anos continue fixado no solo (WHITERS et al., 2018).

Muitas bactérias e fungos possuem capacidade de mobilizar o P fixado liberando-o
para a solucdo do solo, onde estard disponivel para a absorcdo pelas plantas: sdo 0s
solubilizadores de fosfato (SHARMA et al., 2013; LONG et al., 2018). As bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF) conseguem liberar P a partir de fontes inorganicas, como 0s
fosfatos de célcio e ferro, por meio da liberacdo de &cidos e enzimas, que também sdo
eficientes nos processos de mineralizagdo de fosfatos organicos (MADER et al., 2011,
ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017). Dessa forma, 0os micro-organismos solubilizadores de

fosfato tém sido considerados a melhor estratégia para viabilizar o uso do P fixado aos solos,
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reduzindo a fertilizagdo quimica e melhorando o suprimento para as plantas
(BHATTACHARYYA; JHA, 2012; SHARMA et al., 2013).

O arroz é uma das culturas alimentares mais importantes do mundo, fazendo parte da
alimentacdo de, aproximadamente, 50% da populacdo mundial (TAN; NORHAIZAN, 2020).
E componente da base alimentar brasileira, sendo que o Brasil é 0 9° maior produtor mundial,
tendo produzido mais de 12 milhGes de toneladas em 2017 (FAO, 2020). O P é extremamente
importante para o crescimento e o desenvolvimento do arroz, sendo fator limitante para o
perfilhamento e, consequentemente, o rendimento da cultura (CRUSCIOL; SORATTO; ARF,
2007; LONG et al., 2018).

Diversos estudos tém obtido sucesso com a inoculacdo de BSF em gramineas
(MADER et al., 2011; SINGH; REDDY, 2011; BENTO et al., 2016), porém, pesquisas
voltadas a inoculacdo em arroz sdo escassas. O estudo das interacdes entre planta e micro-
organismos se faz importante para serem compreendidos os varios fatores envolvidos na
selecdo de estirpes de BSF eficientes para as grandes culturas (ALORI; GLICK;
BABALOLA, 2017), constituindo um dos meios para a prevencao contra possiveis crises no
suprimento de P e de alimentos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacdo de BSF
selecionadas, juntamente com diferentes doses de P, sobre o cultivo de arroz de terras altas

cultivar BRS Esmeralda em solo de Cerrado.

52  MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na safra 2018/19, na Fazenda de Pesquisa, Ensino e
Extensdo da UNESP — Faculdade de Engenharia de llha Solteira - SP, localizada no municipio
de Selviria-MS. A altitude média na regido é de 335 m e o tipo climéatico é Aw, tropical
umido com estacdo chuvosa no verao e seca no inverno, classificado de acordo com o sistema
internacional de Kdppen (ALVARES et al., 2014). Possui médias anuais de precipitacdo de
1370 mm, temperatura de 23 °C e umidade relativa do ar entre 70 e 80%. Durante a condugéo
do experimento foram coletados junto a estacdo meteorologica da UNESP os dados referentes

a temperatura e precipitacdo pluviais médias mensais, apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Temperatura e precipitacdo pluvial médias durante o periodo experimental.
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O solo da area experimental, que era originalmente coberto por vegetacdo de Cerrado,
foi classificado como LATOSSOLO VERMELHO distrofico tipico argiloso (EMBRAPA,
2013). O resultado da caracterizacdo dos atributos quimicos do solo, realizada antes da
instalacdo do experimento (RANJ et al., 2001), apresentou os seguintes valores: pH cacl.=5,0;
P (resina) mg dm3 = 25; MO g dm?= 18; K* mmolc dm?= 0,7; Ca?" mmol. dm?= 19; Mg?* mmol dm?=
16; H+Al mmolc dm= 31; AIF* mmol. dm3= 1; CTC mmolc dm3= 66,7; V (%)= 54.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados, em esquema fatorial 4 x 3
para as avaliacdes entre os tratamentos, e 4 x 3 + 2 para as comparacfes dos tratamentos as
testemunhas, com quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos pela combinacao de
quatro doses de P (0; 23,3; 46,6 e 70 kg ha™), utilizando superfosfato simples, com a
inoculacdo de trés isolados de BSF (AACO01 — Pantoea sp.; AAC02 — Enterobacter sp.;
AACO04 — Klebsiella sp.). Os tratamentos testemunhas consistiram na aplicacdo de duas doses
de P (0 e 70 kg ha) sem inoculagdo. Os blocos foram constituidos por cinco linhas com 5 m
de comprimento, espacadas 0,35 m entre si, considerando-se as trés linhas centrais como area
atil.

O preparo de solo da area experimental foi convencional. A adubagdo mineral aplicada
nos sulcos de semeadura e de cobertura foi calculada de acordo com os atributos quimicos do
solo, levando-se em consideragdo as recomendacdes de Cantarella e Furlani (1996): 20 kg ha'
de N na forma de sulfato de amonio e 60 kg ha® de K na forma de cloreto de potassio,
juntamente com as doses de P. A adubacdo nitrogenada de cobertura foi feita de forma

parcelada, aos 20 e 40 dias apos a emergéncia das plantas (DAE), com 40 kg ha! de N na
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forma de ureia, em cada aplicacdo. Antes da semeadura foi realizado o tratamento das
sementes de arroz, visando o controle de pragas e doengas, com piraclostrobina (25 g L) +
tiofanato metilico (225 g L) + fipronil (250 g L1), na dose de 2 mL kg* de semente.

A semeadura ocorreu em 22/11/2018, com 70 kg ha* de sementes do cultivar de arroz
de terras altas BRS Esmeralda, utilizando semeadora manual. A inoculagdo de cada BSF foi
realizada sobre as sementes no sulco de semeadura, na forma de jato dirigido com
pulverizador costal manual, na dose de 400 mL ha* diluidos em &gua potavel, em volume
total de, aproximadamente, 300 L ha™. Os inoculantes foram preparados com a multiplicacéo
individual de cada BSF em laboratério, em meio de cultura GL liquido (glicose 10 g L™,
extrato de levedura 2 g L™), com incubacdo a 30 °C, sob agitagio a 150 rpm por
aproximadamente 18 horas, atingindo a concentrag&o de 1,6 x 10° UFC mL™.

Quando necessario utilizou-se para o fornecimento de agua um sistema de irrigaco
por aspersdo do tipo pivd central, com precipitacdo média de 13 mm. A emergéncia das
plantas ocorreu em 26/11/2018. O manejo de plantas daninhas foi realizado utilizando
herbicidas em pré-emergéncia (pendimetalin, 1.400 g ha? do i.a.) e em pos-emergéncia
(metsulfuron-methil, 2 g ha! do i.a.). As plantas daninhas ndo atingidas pelos herbicidas
foram controladas com capina manual.

A colheita foi realizada manualmente no dia 11 de marco de 2019, aos 109 DAE. O
material colhido foi submetido a trilha mecanica, retirando-se 0s grdos e colocando-0s em
bandejas de papel para secagem natural a sombra até atingirem umidade proxima de 13%.

A avaliacdo dos atributos quimicos do solo seguiu a metodologia proposta por Raij et
al. (2001), com amostras compostas de quatro amostras simples de solo, por parcela. Estas
foram coletadas na profundidade de 0,0 a 0,20 m na linha da cultura, homogeneizadas,
peneiradas e secas ao ar.

O teor de P foliar foi avaliado, por ocasido do florescimento, pela coleta de vinte
“folhas bandeira” por parcela. O teor de P dos graos foi analisado a partir de amostras de 100
g de gréos polidos de cada parcela. As folhas e os graos foram secos em estufa com circulagéo
forcada de ar a 65 °C por 72 h, moidos em moinho tipo Wiley, e submetidos & digestdo
nitrico-perclorica seguida pela determinagdo analitica do P via colorimetria do metavanadato
(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

A altura de plantas foi verificada no estadio de gréos na forma pastosa, em dez pontos
ao acaso por parcela, na distdncia média compreendida entre a superficie do solo e a
extremidade superior da panicula mais alta. O numero de paniculas foi calculado pela

contagem do nimero de plantas em 1 m de linha de cada parcela, com conversdo para m2. O
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namero total de grdos por panicula foi obtido por meio da contagem do nimero de gréos de
20 paniculas por parcela, coletadas ao acaso no momento da colheita. Na sequéncia, foi
realizada a separacdo dos grédos por fluxo de ar para a obtencdo do nimero de graos cheios e
de gréos chochos.

Com a pesagem de amostras de grdos em casca da colheita de cada parcela, foram
determinadas a massa de 100 grdos, a massa hectolitrica e a produtividade de grdos (kg ha™)
com os teores de agua corrigidos (13% base Umida).

O rendimento industrial foi avaliado por meio do processamento de uma amostra de
100 g de gréos de arroz em casca, por parcela, em engenho de prova por um minuto. Os graos
polidos foram pesados para a obtencdo do rendimento de beneficio e, a seguir, colocados em
“Trieur” para a separagdo dos grdaos por 30 segundos, obtendo-se o rendimento de graos
inteiros e graos quebrados.

Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p < 0,05).
Os efeitos da inoculagdo foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05) e os efeitos das
doses de P foram avaliados por andlise de regressdo, adotando-se a equagdo com maior
coeficiente de determinacdo (p < 0,05). A comparacdo as testemunhas ocorreu por meio do
teste de Dunnet (p < 0,05).

53 RESULTADOS E DISCUSSAO

As doses de P adicionadas ao solo e a inoculacdo dos trés isolados de BSF ndo
influenciaram significativamente os valores de pH, teor de matéria organica, teor de Al, de
SB, na CTC e V% do solo (Tabela 2).
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Tabela 2. Andlise de variancia para pH, fésforo (P), matéria orgénica (MO), aluminio (Al),
soma de bases (SB), capacidade de troca cationica (CTC) e saturagdo por bases (V) do solo,
fosforo foliar (P foliar) e fosforo do grédo (P grdo), para o cultivar de arroz BRS Esmeralda,
em funcéo de doses de fésforo (DP) e da inoculagio de BSF!. Safra 2018/19, Selviria- MS.

Fontes de pH Presina MO Al SB CTC V P foliar P gréo
variagio CaClz mg dm-3 gdm?® e mmolc dm? ------- % g kgt g kgt
Doses de fdsforo (DP)
0,0 kg ha'? 5,00 13,92 16,25 1,58 27,03 50,37 53,58 2,27 3,00
23,3 kg ha'? 5,14 17,67 16,50 1,00 30,41 52,16 58,17 2,33 3,37
46,6 kg ha'? 4,98 27,67 16,42 1,66 27,79 51,79 53,50 2,33 3,47
70,0 kg hat 5,01 26,83 16,25 1,83 27,62 50,95 53,92 2,29 3,72
Inoculacéo (Inoc)
AACO01 4,96 20,38 16,25 1,94 26,09 49,91 52,06 2,21 3,16b
AAC02 511 20,06 16,19 1,00 29,76 52,01 57,13 2,30 3,23ab
AAC04 5,03 24,13 16,63 1,63 28,78 52,03 55,19 2,40 3,78a
Valores de F
DP 1,00™ 8,31™ 0,29™ 0,97 1,15™ 0,98™ 1,00™ 0,72™ 3,83"
Inoc 1,46M™ 3,22" 1,39m 2,25M 2,45™ 2,95 1,70  11,84™ 3,23"
DP x Inoc 0,56" 3,14" 0,87 0,79 0,70m 1,22m 0,41 3,56" 1,35™
Média geral 5,03 21,52 16,35 1,52 28,21 51,32 54,79 2,30 3,39
C.V. (%) 5,15 17,72 4,91 36,17 17,20 5,68 14,31 4,61 22,49

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na coluna por fonte de variagdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05). ™= ndo significativo. * e ™ = significativos a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
C.V.= coeficiente de variacdo. ! = Bactérias solubilizadoras de fosfato.

Fonte: elaboracdo do proprio autor.

Avaliando os efeitos de doses de adubacéo fosfatada (que variaram de 0 a 160 kg ha?)
sobre os atributos quimicos de um Argissolo Vermelho Amarelo distrofico, Lisboa, Heinrichs
e Figueiredo (2017) também ndo encontraram diferencas significativas para estes mesmos
parametros. Da mesma forma, Albuquerque et al. (2003) ndo verificaram alteracGes nestes
atributos em funcdo da aplicacdo de diferentes doses de P em Latossolo Bruno argiloso alico.

Para a inoculacdo de BSF, o espectro de acdo desses micro-organismos no solo se
concentra em area rizosférica de 0,2 a 1,0 mm em torno das raizes das plantas, o que pode

dificultar a percepc¢éo de variagdes na fertilidade do solo quando este é amostrado “a granel”
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(VANCE; UHDE-STONE; ALLAN, 2003; GOUDA et al., 2018). Para o presente
experimento, este efeito pode ter sido ainda mais acentuado tratando-se de &rea com Unica
inoculacdo de BSF. Além disso, embora a solubilizacdo de P esteja, na maioria das vezes,
associada a acidificacdo do solo com consequente alteracdo no pH, existem outros
mecanismos de atuacdo das BSF descritos na literatura.

A producdo e a liberacdo de enzimas como fosfatases e fitases, a promocdo de
estimulos a processos metabdlicos efetivos na solubilizacdo e na mineralizacdo de formas
pouco disponiveis de P, e a producédo de fito-hormoénios com aumento da area superficial das
raizes e promog¢do do crescimento de pelos radiculares constituem meios que promovem
maior aquisicdo de P pelas plantas em fungédo da inoculacdo de BSF (RICHARDSON et al.,
2011; SHARMA et al., 2013; Pll et al., 2015).

Os teores de P no solo, nas folhas e nos grdos variaram em funcgéo das doses aplicadas
e da inoculacdo de BSF (Tabela 2). Analisando o desdobramento da inoculacéo de BSF dentro
das doses de P (Tabela 3), observa-se que a inoculagdo do isolado AACO1 proporcionou
aumento nos teores de P do solo a medida em que houve aumento das doses da adubacdo
fosfatada, ajustando-se ao modelo linear de regressdo. A inoculacdo do isolado AACO04,
juntamente com as doses mais elevadas (46,6 e 70 kg ha) apresentou os maiores teores para
0 P do solo e o P foliar (Tabela 3).

O valor médio observado para o teor de P do solo, de 36,25 mg dm™, na dose de P de
46,6 kg ha e inoculado com o isolado AAC04, com ponto maximo calculado para a dose de
55,28 kg hal, atende a recomendacéo de Sousa, Rein e Santos Junior (2015), com teores
acima de 35 kg ha* para que culturas anuais em sistemas irrigados obtenham produtividade
maxima. O maior teor de P foliar foi encontrado para este mesmo tratamento, com valor de
2,46 g kg de matéria seca para a dose de 46,6 kg ha! e inoculado com AACO04, com ponto
de maximo encontrado para a dose de 44,17 kg hal. Em ambas as avaliagGes houve ajuste ao
modelo quadratico de regressao demonstrando que o isolado AACO04 foi eficiente no processo
de solubilizacdo de P no solo, disponibilizando-o em quantidade adequada para a absorgéo

pelas plantas com redugéo da adubacdo fosfatada (Tabela 3).



73

Tabela 3. Desdobramento da interacdo significativa da analise de varidncia para o teor de
fésforo do solo (P) e de fosforo foliar (P foliar) para o cultivar de arroz BRS Esmeralda em
funcéo de doses de fosforo e da inoculagio de BSF!. Safra 2018/19, Selviria- MS.

Doses de fosforo (kg ha)

Inoculagio 0 233 46,6 70 Regressao Valores de F
------------- P resina (mg dm%) ---------------

AACO01 12,25a 16,50a 24,50ab 28,25a RL (1) 3,041*

AAC02 18,75a 20,00a 22,25b 19,25b ns 0,136™

AAC04 10,75a 20,50a 36,25a 29,50a RQ (2) 8,793™

Valores de F 1,031"™ 0,233™ 3,221" 3,780"

——————————————— P foliar (g kg?) -----------------

AACO01 2,21a 2,24a 2,22b 2,18b ns 0,237™
AACO02 2,30a 2,35a 2,29ab 2,27ab ns 0,361™
AAC04 2,32a 2,39% 2,46a 2,41a RQ (3) 3,294"

Valores de F 1,265™ 2,323™ 5,366 5,047

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na coluna por fonte de variagdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05). RL= Regressdo linear. RQ= Regressio quadratica. ™= nio significativo. “ e ™ = significativos a 1% e
5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente. (1) § = 0,24x + 11,98 (R2= 0,9795); (2) y = -0,0032x2 +
0,6233x + 8,99 (R2=0,8777); (3) § = -0,00006x2 + 0,0053x + 2,314 (R?= 0,92). ! = Bactérias solubilizadoras de
fosfato.

Fonte: elaboragdo do proprio autor.

Os resultados observados no presente trabalho endossam os que foram apresentados
por Bento et al. (2016) que, estudando a inoculagdo de um conjunto de micro-organismos
solubilizadores de fosfato (Bacillus, Pseudomonas, Nitrosomonas e Nitrobacter) em funcéo
de diferentes doses de P (variando de 0 a 160 kg ha) na semeadura do milho, encontraram os
teores mais elevados de P na parte aérea das plantas inoculadas associadas as doses de 40 e 80
kg ha. De forma parecida, avaliando os efeitos da inoculacdo de fungo solubilizador de P
sobre plantas de trigo, Singh e Reddy (2011) encontraram teores na parte aérea de plantas
fertilizadas com 40 kg ha* de P, até trés vezes maiores que nos demais tratamentos.

Em pesquisa para avaliar os impactos da inoculacdo de BSF (Bacillus licheniformis,
Pantoea dispersa e Staphylococcus sp.) juntamente com doses de P em plantas de arroz de
terras altas, Rawat, Shankhdhar e Shankhdhar (2021) concluiram que a inoculagdo pode suprir
até 50% do P necessario a planta, alem de promover a melhoria de diversos parametros em
comparacao a adubagdo mineral.

Em relagdo ao teor de P dos gréos, houve ajuste ao modelo linear de regressao,

verificando-se aumento nos teores a medida que houve aumento das doses de P (Figura 4).
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Figura 4. Andlise de regressdo para os teores de P foliar para o cultivar de arroz BRS
Esmeralda em funcéo de doses de P. Safra 2018/19, Selviria- MS.
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Fonte: elaborac&o do préprio autor.

Este resultado corrobora os obtidos por Song et al. (2019), que avaliaram os efeitos da
aplicacéo de doses de P ao solo variando de 0 a 90 kg ha sobre plantas de arroz e verificaram
aumento linear nos teores de P dos grdos em funcdo do aumento das doses. Neste sentido,
Carneiro et al. (2008) observaram aumento nos teores de P em gréos de milho em funcéo do
aumento nas doses de superfosfato triplo aplicado no sulco de plantio. Ainda para o teor de P
dos grdos, a inoculacdo de AACO04 proporcionou os maiores valores (Tabela 2). Este resultado
estd de acordo aos de Singh e Reddy (2011) e Estrada et al. (2012), que constataram que a
inoculacdo de micro-organismos solubilizadores de P sobre plantas de trigo (Penicillium
oxalicum) e arroz (Herbaspirillum sp. e Burkholderia sp.), respectivamente, aumentaram
consideravelmente o contetdo de P nos gréos.

O isolado AAC04 proporcionou aumento na concentracdo de P no solo, nas folhas e
nos graos, demonstrando boa adaptacdo as condi¢cGes de campo e garantindo maior eficiéncia
no uso do P pelas plantas. O sucesso no processo de solubilizagdo em campo, de acordo com
Sharma et al. (2013) e Mendes e Reis Junior (2003), depende de varios fatores,
principalmente da resposta das BSF as condi¢cdes ambientais em que foram inseridas. Em
experimento avaliando a resposta de plantas de trigo a inoculacdo de diferentes micro-
organismos solubilizadores de P (Pseudomonas spp.) sob diferentes condi¢cbes de campo,
Mader et al. (2011) relataram que a eficiéncia na solubilizacdo de P para cada micro-
organismos esté relacionada a sua adaptabilidade em cada ambiente de cultivo, sendo possivel

obter aumento da eficiéncia no uso de P pelas plantas de até 95%.
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A inoculagdo de AACO4 garantiu, ainda, maior nimero de paniculas por metro
quadrado, de grdos cheios e grdos totais por panicula (Tabela 4). O aumento na
disponibilidade de P proporcionado por esse isolado certamente influenciou estes ganhos. A
disponibilidade de P € extremamente importante para o perfilhamento do arroz, o que
influencia diretamente o nimero de paniculas por area (CRUSCIOL; SORATTO; ARF, 2007;
GITTI et al., 2012), além de ser essencial na formacg&o e na qualidade dos grdos (BARBOSA
FILHO, 1987).

Em estudo dos efeitos da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento
(Azospirillum spp.) sobre plantas de arroz irrigado, Santos et al. (2015) reportaram que a
inoculagdo proporcionou aumento do numero de paniculas com incrementos de até 12%.
Entretanto, os autores ndo verificaram influéncia da inoculacdo sobre os grdos. Ja Estrada et
al. (2012), avaliando os efeitos da inoculacdo de BSF em arroz de terras altas, verificaram
ganhos significativos sobre a qualidade dos gréos nos tratamentos inoculados. Eles atribuiram
este resultado a disponibilidade de P, ao desenvolvimento radicular e a producdo de fito-
horménios superiores, propiciados pelas BSF.

O numero de paniculas ndo variou em funcdo das doses de P (Tabela 4). Avaliando a
resposta de vinte cultivares de arroz de terras altas a doses variando de 0 a 200 kg ha™ de P
em solo de Cerrado, Fageria et al. (2010) constataram que a variacdo do nimero de paniculas
por area depende do cultivar em estudo, podendo ndo haver resposta significativa para esta
variavel.

O fato de ter sido verificada uma resposta positiva do nimero de paniculas a
inoculacdo de BSF e 0 mesmo néo ter ocorrido para as doses de P, pode ser explicado pelos
mecanismos de acdo destes micro-organismos, que ndo se restringem apenas a
disponibilizacdo de P, como mencionado anteriormente. Em pesquisa com a inoculacdo de
micro-organismos promotores de crescimento (Rhizobium spp.) em trés cultivares asiaticos de
arroz, Chi et al. (2005) detectaram aumento nos niveis de fito-horm6nios como auxina e
giberilina nas plantas inoculadas. Estes autores apontaram interferéncia em varios processos
fisiologicos pela alteracdo das concentracdes de fito-hormdnios em varias partes da planta e

em diferentes momentos das fases de desenvolvimento.
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Tabela 4. Andlise de variancia para altura de plantas, paniculas por m2, grdos cheios, graos
chochos e grdos totais por panicula para o cultivar BRS Esmeralda em funcdo de doses de
fosforo (DP) e da inoculagéo de BSF!. Safra 2018/19, Selviria- MS.

Alturade plantas  Paniculas  Gréos cheios ~ Grédos chochos  Gréos totais
Fontes de variacdo

cm m2 e n° por panicula ---------------
Doses de fosforo (DP)
0,0 kg ha't 97,50 305 144 17 161
23,3 kg hat 97,83 347 145 17 162
46,6 kg hat 97,06 331 142 16 158
70,0 kg hat 96,78 333 136 18 153
Inoculacdo (Inoc)
AACO1 96,52 306b 141ab 16 157ab
AAC02 96,98 320ab 134b 16 151b
AACO04 98,37 363a 150a 18 167a
Valores de F
DP 0,13™ 1,02™ 0,74™ 1,03™ 0,66
Inoc 0,72™ 3,88" 3,75" 1,12m 3,44"
DP x Inoc 0,38™ 0,72™ 1,02m 1,28™ 1,02™
Média Geral 97,29 329 142 17 159
C.V. (%) 4,68 18,23 12,20 14,88 10,66

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na coluna por fonte de variagdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05). ™= nao significativo. " = significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. C.V.= coeficiente de
variacdo. * = Bactérias solubilizadoras de fosfato.

Fonte: elaboragdo do proprio autor.

As doses de P e a inoculagdo de BSF ndo influenciaram a altura de plantas e o nimero
de grdos chochos por panicula (Tabela 4). Para a altura de plantas, divergindo deste resultado,
Singh e Reddy (2011) relataram maior crescimento de plantas de trigo e milho em funcdo da
inoculacdo de fungo solubilizador de fosfato e de doses de P, tendo sido utilizado rocha
natural como fonte fosfato. Em concordancia ao presente trabalho, Bento et al. (2016) e
Oliveira et al. (2015) ndo reportaram diferencas significativas para a altura de plantas de
milho submetidas a inoculagdo de BSF e doses de P mineral. As medias verificadas no

presente trabalho para a altura de plantas se encontram dentro da faixa adequada ao cultivar
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BRS Esmeralda, entre 95 e 108 cm (CASTRO et al., 2014). Para o numero de grdos chochos
por panicula, os valores se assemelharam aqueles observados por Buzo et al. (2019) que
estudaram o cultivar BRS Esmeralda no mesmo tipo de solo e condi¢cdes ambientais.

As doses de P e a inoculacdo de BSF ndo influenciaram a produtividade do arroz
(Tabela 5).

Tabela 5. Analise de variancia para produtividade, massa hectolitrica, massa de 100 gros,
rendimento de beneficio, grdos inteiros e grdos quebrados para o arroz cultivar BRS
Esmeralda em funcdo de doses de fosforo (DP) e da inoculacdo de BSF!. Safra 2018/19,
Selviria- MS.

Produtividade Mas:sa_ MassaNde Rendime,n?o de _Gré_los Gréos
Fon.tes~de hectolitrica 100 graos beneficio inteiros quebrados
variacéo kg hat kg g %
Doses de fosforo (DP)
0,0 kg ha! 5.533 43,63 2,51 61,42 57,05 3,34
23,3 kg hat 5.676 44,80 2,52 59,00 56,39 2,78
46,6 kg ha'? 5.562 44,23 2,57 58,90 55,88 3,03
70,0 kg hat 5.677 44,07 2,49 62,04 57,83 3,21
Inoculacdo (Inoc)
AACO01 5.659 45,03 2,53 59,94 56,64 3,30
AAC02 5.473 43,45 2,53 59,67 55,71 3,56
AAC04 5.854 44,08 2,51 61,41 58,01 3,50
Valores de F
DP 0,10™ 0,32™ 0,72™ 1,12m 0,35™ 1,77
Inoc 0,94 1,14 0,12 0,49 0,88™ 1,14
DP x Inoc 0,61™ 0,45™ 0,46™ 0,27™ 0,41™ 1,44™
Média Geral 5.633 44,18 2,52 60,34 56,79 3,25
C.V. (%) 13,93 6,74 6,09 8,82 8,73 15,02

Nota: "= nao significativo. C.V.= coeficiente de variagdo. = Bactérias solubilizadoras de fosfato.
Fonte: elaboragdo do proprio autor.

Para as doses de P, este resultado esta de acordo com Carneiro et al. (2008) e Oliveira
et al. (2015) que pesquisaram a resposta de plantas de milho a fertilizacdo com doses de P que

variaram de 180 a 540 kg ha® e de 0 a 160 kg ha?, respectivamente, e nio observaram
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diferencas na produtividade de grdos. De acordo com Martinez et al. (2003), em solos com
teores acima do nivel critico, a probabilidade de ocorrer aumento na produtividade das
culturas pela adi¢do do nutriente ao solo, é baixa. No presente trabalho, o teor inicial de P do
solo de 25 mg dm™ é considerado adequado para culturas anuais em sistemas irrigados
(SOUSA; LOBATO, 2003), o que pode explicar a auséncia de resposta para a produtividade
em funcéo das doses de P.

Para a inoculacdo com BSF, embora ndo encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos, foi possivel observar diferenca numérica na produtividade
para o tratamento inoculado com o isolado AAC04, com a maior média. Este resultado
demonstra a coeréncia dos dados nesta pesquisa, uma vez que este mesmo isolado
proporcionou aumento do teor de P foliar, do solo e dos grdos, aumento do numero de
paniculas por area e do nimero de grdos cheios e totais por panicula. Os resultados da
inoculacdo de BSF sobre a produtividade de cereais tém se mostrado divergentes, com relatos
de acréscimos de produtividade para trigo, arroz e milho (SINGH; REDDY, 2011;
ESTRADA et al., 2012; SHAHZAD et al., 2017) e auséncia de resposta para arroz e milho
(MADER et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). Contudo, é consenso entre os pesquisadores
que a resposta das plantas a inoculacdo pode variar em funcdo do gendtipo, das condicdes
ambientais e da interacdo entre a planta e a bactéria.

A massa hectolitrica e a massa de 100 grdos também ndo responderam aos tratamentos
utilizados (Tabela 5). Em concordancia ao presente resultado, Oliveira et al. (2015) e Garé et
al. (2017) ao estudarem os efeitos da inoculacdo de micro-organismos promotor de
crescimento (Pseudomonas fluorescens e Azospirillum brasilense, respectivamente) sobre as
caracteristicas produtivas de arroz de terras altas, ndo verificaram diferengas significativas
sobre a massa hectolitrica e a massa de 100 grdos. Em pesquisa avaliando a influéncia de
doses de P de 20 a 120 kg ha™* sobre diferentes gen6tipos de arroz de terras altas, Fidelis et al.
(2013) ndo detectaram diferencas significativas para estes parametros. As médias aqui obtidas
se assemelham aquelas observadas por Sales et al. (2019), que estudaram o cultivar BRS
Esmeralda no mesmo tipo de solo nas mesmas e condigdes ambientais do presente
experimento.

O rendimento de beneficio e as porcentagens de grdos inteiros e de grdos quebrados
também ndo variaram em funcdo dos tratamentos utilizados (Tabela 5). As porcentagens
observadas no presente estudo para o rendimento de beneficio, estdo dentro da faixa maxima
obtida para o cultivar BRS Esmeralda, em torno de 62% (CASTRO et al., 2014).

Nacionalmente, é atribuido ao arroz em casca uma renda base no beneficio de 68%,
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constituida de 40% de grdos inteiros e de 28% de grdos quebrados (FORNASIERI FILHO;
FORNASIERI, 2006). No entanto, é de extrema importancia econémica que o percentual de
grdos inteiros seja 0 maior possivel em detrimento ao numero de grdos quebrados,
especialmente pela diferenca de valor agregado ao produto. Os valores encontrados neste
trabalho para estes parametros podem ser considerados excelentes, uma vez que se adequam
ao limite estabelecido pelo Ministério da Agricultura para a comercializagcdo de arroz tipo 1,
de até 10% de grédos quebrados (CASTRO et al., 1999).

A andlise comparativa de cada um dos tratamentos as testemunhas retornou resposta
significativa apenas para os teores de P foliar, do solo e dos gréos (Tabela 6). A inoculagéo do
isolado AACO1 juntamente com as doses de 46,6 e 70,0 kg ha™* de P elevou os teores deste
nutriente no solo em comparacdo a testemunha sem P. Porém, todos os tratamentos com
inoculacdo deste isolado ndo diferiram para teores de P foliar e do grdo em relacdo as
testemunhas.

Os tratamentos inoculados com o isolado AACO02 ndo diferiram em comparacao as
testemunhas para os teores de P do solo e do gréo, independente da dose de P utilizada. Para o
teor de P foliar, todos os tratamentos com a inoculacdo deste isolado apresentaram maiores
meédias em comparacéo a testemunha sem P (Tabela 6).

O fato de ocorrer aumento no teor de P foliar e 0 mesmo ndo acontecer para o P do
solo pode ser explicado pela absor¢do do nutriente pelas plantas e pelo fato de que muitos
micro-organismos imobilizam o nutriente no solo em razdo de sua multiplicacdo e
crescimento, e isso ndo significa que ndo existam atividades em beneficio da planta (GAMA-
RODRIGUES; GAMA-RODRIGUES, 2008). A falta de resposta para o teor de P nos gréos
pode ter acontecido pelo nivel de interferéncia ocasionada pelo isolado AACO02 a planta, visto
que a interferéncia pode acontecer em diferentes partes da planta e em diferentes fases de
desenvolvimento (CHI et al., 2005). Assim, esta combinacdo de resultados pode indicar baixa
afinidade entre o isolado e a planta.

A inoculacio de AACO04 juntamente com as doses de 46,6 e 70,0 kg ha' de P
promoveu aumento dos teores de P do solo e do grdo em relacdo ao tratamento testemunha
sem P. Ainda em relagéo a esta testemunha para o teor de P foliar, este isolado promoveu

aumentos dos teores, independente da dose de P utilizada (Tabela 6).
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Tabela 6. Analise de variancia comparativa entre os tratamentos e as testemunhas para fosforo

do solo (P), fésforo foliar (P foliar) e fosforo nos grdos (P gréo) para o arroz cultivar BRS
Esmeralda. Safra 2018/19, Selviria- MS.

P (resina) P foliar P gréo
Inoculacéo Dose de P

mg dm'3 g kgt gkg*

Né&o inoculado 0,0 kg ha* 11,50b 2,20b 2,98b
Né&o inoculado 70,0 kg ha't 43,25A 2,47A 3,31B
AACO01 0,0 kg ha'? 12,25bB 2,21bB 2,98bB
AACO1 23,3 kg ha't 16,50bB 2,24bB 3,00bB
AACO1 46,6 kg hat 24,50aB 2,22bB 3,35bB
AACO1 70,0 kg ha't 28,25aA 2,18bB 3,30bB
AAC02 0,0 kg ha't 18,75bB 2,30aA 2,53bB
AACO02 23,3 kg ha! 20,00bB 2,35aA 3,18bB
AACO02 46,6 kg hat 22,25hB 2,29aA 2,95bB
AACO02 70,0 kg ha'* 19,25bB 2,27aA 3,78bB
AAC04 0,0 kg ha! 10,75bB 2,32aA 3,50bB
AAC04 23,3 kg hat 16,50bB 2,39aA 3,88bB
AAC04 46,6 kg hat 36,25aA 2,46aA 4,67aA
AACO04 70,0 kg hat 35,00aA 2,41aA 4,30aA
Valores de F 3,90 3,27" 3,51

Média geral 21,97 2,32 3,40

C.V. (%) 28,63 4,57 23,58

Nota: " significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. C.V.= coeficiente de variacdo. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade. Médias seguidas por
letra minGscula na coluna comparam com o tratamento testemunha sem inoculagdo e sem fosforo. Médias
seguidas por letra maiGscula na coluna comparam com o tratamento testemunha ndo inoculado + 70 kg ha* de

fosforo.

Fonte: elaboracdo do proprio autor.

N&o houve diferenca entre a testemunha com P e os tratamentos inoculados com
AACO04 nas doses de P de 46,6 e 70,0 kg ha! para P do solo e P foliar. Adicionalmente, os

teores de P nos gréos elevaram para estes mesmos tratamentos nesta comparacéo. Este isolado

demonstrou ter, de fato, atuado na disponibilizacdo de P as plantas com médias maiores para o

P do grdo e com meédias para o P do solo e o P foliar que ndo diferiram da testemunha com P,
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mesmo na dose de 46,6 kg ha* de P (inferior a dose do tratamento testemunha de 70 kg ha™).
Esta combinacéo de resultados indica que houve afinidade entre AACO04 e a planta, resultando
no uso eficiente do nutriente.

Embora ndo tenham sido verificados ganhos significativos em produtividade com a
inoculacdo deste isolado, os incrementos no teor de P dos grdos sdo muito importantes do
ponto de vista nutricional, visto que o arroz é um dos alimentos mais consumidos
mundialmente e a sua biofortificacdo € considerada um dos principais meios para conter a
desnutricdo no mundo (MASCARENHAS, 2019).

54  CONCLUSOES

A inoculagdo com AACO04 — Klebsiella sp. em arroz de terras altas associada a dose de
46,6 kg ha* proporcionou teores de P do solo e de P foliar equivalentes, e teores de P dos
gréos superiores, aqueles encontrados nas plantas ndo inoculadas e que receberam 70 kg ha*
de P.

Em comparagdo aos demais isolados, o AAC04 — Klebsiella sp. promoveu maior
namero de paniculas por metro quadrado e de grdos cheios e totais por panicula.

As doses de P utilizadas aumentaram os teores de P dos gréos de arroz de forma linear.
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6 CONCLUSAO GERAL

A prospeccdo de bactérias solubilizadoras de fosfato permitiu selecionar trés cepas
com alto potencial para uso agricola, identificadas como Pantoea sp., Enterobacter sp. e
Klebsiella sp. Estas apresentaram capacidade de solubilizacéo in vitro para fosfato de calcio e
de ferro, ndo ocasionaram danos a germinacdo e emergéncia de sementes de arroz, além de
terem aumentado o comprimento e a massa fresca das raizes.

A inoculagéo do isolado AAC04 (Klebsiella sp.) propiciou ganhos significativos tanto
no experimento em casa de vegetacdo, quanto no experimento em campo. Em casa de
vegetacdo, aumentou-se a concentracdo de P do solo, respiracdo basal do solo, comprimento
de raiz, massa fresca de parte aérea, e massa fresca e seca da raiz com cerca de 33% de
reducdo de adubacdo fosfatada. Elevou, ainda, o teor de P nas raizes das plantas
independentemente das doses de P. No experimento em campo a inoculacdo de AAC04
associado a dose de 46,6 kg ha proporcionou teores de P do solo e de P foliar equivalentes, e
teores de P dos grdos superiores aqueles encontrados nas plantas ndo inoculadas e fertilizadas
com 70 kg ha de P. Em comparacgio aos demais isolados, o AACO04 proporcionou maior
namero de paniculas por metro quadrado e de grdos cheios e totais por panicula.

O isolado de Klebsiella sp. demonstrou grande potencial para a solubilizacdo de P e
promocdo do crescimento de plantas. Para os proximos passos, recomenda-se testar a
inoculagdo juntamente com diferentes doses de P, a fim de se recomendar doses 6timas de P a
serem empregadas para arroz de terras altas. Além disso, o isolado pode ser testado em outras
culturas e ambientes de cultivo, gerando dados robustos para a concreta indicacdo da
utilizacdo, ou ndo, do isolado em ambientes de cultivo.

No experimento em casa de vegetacgdo, a inoculacéo do isolado AACO02 (Enterobacter
sp.) juntamente com a dose de 46,6 kg ha™ de P aumentou a respiragdo basal do solo e a
massa fresca de parte aérea. A inoculacdo do isolado AACO1 (Pantoea sp.) incrementou a
respiracdo basal do solo de forma linear até a dose de 70 kg ha de P e aumentou a massa
fresca da raiz na dose de 46,6 kg ha™’. No entanto, no experimento em campo esses isolados
ndo mantiveram efeitos tdo pronunciados. Para trabalhos futuros, a co-inoculagéo destes dois
isolados merece ser estudada, visando ampliar o potencial de ganhos obtidos guando os
micro-organismos sao utilizados separadamente.

As doses de P utilizadas aumentaram os teores de P dos gréos de arroz, o teor de P nas

raizes, a massa seca de parte aérea e a altura das plantas.



88

APENDICE A - FOTOS DA PESQUISA

1. Isolamento das bactérias solubilizadoras de fosfato.

2. Placas do ensaio de solubilizacdo (o corante foi adicionado ao meio apenas para fazer
as fotos).




4. Experimento em vasos — semeadura,

desbaste e colheita.
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