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BACTERIAS PROBIOTICAS DO RUMEN NA PROMOCAO DO
CRESCIMENTO DE MILHO E SOJA

RESUMO - As bactérias probidticas ruminais possuem caracteristicas de atuacao
semelhantes as bactérias promotoras de crescimento de plantas, as quais tém sido
introduzidas como inoculantes biologicos. Essa tecnologia tem se mostrado uma das
mais eficientes em complementar e diminuir o uso de fertilizantes minerais, sendo
utilizadas para a promoc¢éao do desenvolvimento vegetal. O presente estudo verificou
gue os isolados bacterianos Ruminobacter amylophilus, Fibrobacter succinogenes e
Enteroccocos faecium, possuem habilidades quanto a fixagao biolégica do nitrogénio,
solubilizac&o de fésforo, a producéo de fito-hormonio e composto sideroforo ao serem
testados em laboratério. O experimento foi realizado em casa de vegetacéo para as
culturas de milho e soja, e em campo para a cultura da soja. Os parametros da planta
analisados foram de massa seca da parte aérea e raiz, concentracdo de fésforo e
nitrogénio. Para solo, foi feita a contagem total de microrganismos presentes, assim
como carbono da biomassa. Em condi¢gdes de casa de vegetacao, as plantas de milho
inoculadas com F. succiogenes apresentaram aumento de massa seca de raiz,
engquanto que as inoculadas com R. amylophylus e E. faecium apresentaram menor
concentracdo de fosforo na parte aérea de milho. Verificou-se também o aumento de
carbono da biomassa do solo sob aplicagdo de R. amylophilus no plantio de milho,
indicando o estabelecimento da bactéria no ambiente. Para o campo, os resultados
se mostram pouco eficientes. Mais estudos sdo necessarios para se identificar quais
cultivares e espécies agricolas aumentariam o efeito positivo da interacdo entre as
plantas e essas espécies bacterianas relacionados a promocdo de crescimento
vegetal, uma vez que, o presente estudo mostrou algumas potencialidades da
inoculacdo que ainda podem ser melhoradas.

Palavras-chave: BPCP; Bactérias ruminais; Biofertilizantes; Inoculantes; Producao
Agricola.



RUMINAL PROBIOTIC BACTERIA IN THE GROWTH PROMOTION OF MAIZE
AND SOYBEAN PLANTS

ABSTRACT - Ruminal probiotic bacteria have similar performance characteristics to
plant growth promoting bacteria, which have been introduced as biological inoculants.
This technology has been shown to be one of the most efficient in complementing and
reducing the use of mineral fertilizers, being used to promote plant development. The
present study verified that the bacterial isolates Ruminobacter amylophilus,
Fibrobacter succinogenes and Enteroccocos faecium, have abilities regarding
biological nitrogen fixation, phosphorus solubilization, phytohormonium production and
siderophore compound when tested in the laboratory. The experiment was carried out
under greenhouse conditions for corn and soybean crops and in field for soybean
crops. Plant parameters analyzed were shoot and root dry mass, phosphorus and
nitrogen concentration. For soil, the total count of microrganisms present was made,
as well as carbon of the biomass. Under greenhouse conditions, corn plants inoculated
with F. succiogenes showed increased root dry mass, while those inoculated with R.
amylophylus and E. faecium showed lower phosphorus concentration in the corn
shoot. It was also verified the carbon increase of the soil biomass under R. amylophilus
application in the corn planting, indicating the establishment of the bacteria in the
environment. For the field, the results are inefficient. Further studies are needed to
identify which cultivars and agricultural species would increase the positive effect of
plant-to-plant bacterial interaction related to plant growth promotion, as the present
study showed some potential for inoculation that could be further improved.
Keywords: PGPB; Ruminal bacteria; Biofertilizers; Inoculants; Agricultural production.
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1. INTRODUCAO

A introducdo de microrganismos como inoculantes biol6gicos tem se mostrado
uma tecnologia eficiente na complementacédo e diminuicdo do uso de fertilizantes
minerais na agricultura (Ramakrishna; Yadav; Li, 2019). As bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) afetam diretamente o metabolismo das plantas,
fornecendo nutrientes que geralmente sdo escassos. Essas bactérias sdo capazes de
fixar o nitrogénio, solubilizar o fosforo e de produzir horménios vegetais. Além disso,
melhoram a tolerancia das plantas aos estresses, como a seca, alta salinidade,
toxicidade do metal e aplicagéo de defensivos (Matthews et al., 2019).

Dentre os fitohormodnios, as auxinas séo as substancias predominantes e mais
encontrada nas plantas, o 4cido indol acético (AlA), cujo principal efeito € a promocéo
de desenvolvimento radicular e de parte aérea vegetal, também pode ser produzido
por alguns microrganismos (Ye et al., 2019).

A fixacdo do nitrogénio aparece como principal beneficio direto da atuacédo das
BPCP. O nitrogénio é o principal elemento exigido pelas plantas que, embora esteja
na atmosfera de maneira abundante, sua assimilacdo depende da conversédo para a
forma amonia realizada por microrganismos atraveés da fixac&o biolégica do nitrogénio
(Ke et al., 2019). Outro beneficio direto desses microrganismos é a solubilizacéo de
fésforo que esta relacionada ao armazenamento e transferéncia de energia na planta,
na forma de ATP. Apesar de o solo apresentar reservas de fosforo, a maior parte dele
estd na forma insollvel e ndo assimilavel ndo podendo assim ser absorvido pelas
plantas, limitando seu crescimento (Schmidt; Gaudin, 2018).

Algumas bactérias possuem a habilidade de sintese de siderdforos que sao
compostos de baixo peso molecular com alta afinidade a ferro. Sendo um co-fator
essencial em quase 140 enzimas, o ferro catalisa reacdes bioquimicas e processos
de sinteses enzimaticas. Ele é um elemento escasso no solo e essencial para o
crescimento microbiano e os isolados que apresentam sider6foros sdo mais
adaptados a se desenvolverem nesse ambiente e a eliminar patdégenos de solo

através da competicao por ferro (Melo et al., 2016).



Assim como as BPCP, existem os probioticos que também sao microrganismos
que em quantidades adequadas promovem beneficios ao hospedeiro (Martin;
Langella, 2019).

As bactérias Ruminobacter amylophilus, Fibrobacter succinogenes e
Enterococcus faecium sdo bactérias probidticas do trato ruminal. Os ruminantes
dependem de uma simbiose entre o hospedeiro e a microbiota do rimen para a
absorcao dos nutrientes provenientes da alimentacdo (Anderson, 1995; Pinloche et
al., 2013).

A Ruminobacter amylophilus € uma bactéria Gram-negativa, anaerébica, que
foi isolada e descrita por Hamlin e Hungate em 1956 (Hamlin; Hungate, 1956). Ela
fermenta carboidratos ndo estruturais (amido, pectina, aclUcares), e utiliza tanto
amonia como peptideos e aminoacidos como fonte de N e pode produzir amdnia
(Russell et al., 1992). Hungate também isolou pela primeira vez a bactéria ruminal
Fibrobacter succinogenes em 1950 (Hungate, 1950). Ela é também Gram-negativa,
anaerdbica, e desempenha papel fundamental no rimen (Béra-Maillet et al., 2004). E
uma bactéria fermentadora de carboidratos estruturais, como a celulose (Oliveira et
al., 2007). A bactéria Enterococcus faecium € uma bacteria Gram-positiva que faz
parte da microbiota comensal do intestino do homem e dos animais. Sdo anaerobicas
facultativas, fermentam glucose e outros carboidratos obtendo como produto final
acido lactico (Carvalho, 2010). E. faecium especificamente tem um fendtipo
proeminente de tolerancia ao estresse nutricional, apontando para adaptacfes
especificas nesta espécie que ajudam a explicar sua persisténcia ambiental (Gao et
al., 1986).

Na literatura existem poucos relatos a respeito da aplicacdo dessas bactérias
como efeito probidticos em animais e nenhum estudo sobre a utilizacdo dessas
bactérias como promotoras de crescimento de plantas. Em estudos laboratoriais
preliminares, foi verificado que essas bactérias possuem habilidades de promocao de
crescimento de plantas e por isso 0 presente estudo teve como objetivo verificar o
efeito da inoculacdo dessas bactérias nas culturas da soja e do milho relacionados

guanto a promocao de crescimento vegetal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura do Milho

O milho (Zea mays) € uma monocotileddnea, sendo uma das culturas
economicamente mais significativas do mundo, possui excepcional diversidade
fenotipica e molecular. Além disso, dada a sua disseminacdo no plantio em
monocultura, o milho pode ser visto como um ecossistema fortemente responsavel
por moldar o ambiente agricola para espécies que coabitam, como 0s microrganismos
(Peiffer et al., 2013).

A cultura do milho necessita que os indices dos fatores climaticos,
principalmente a temperatura, a precipitacdo pluviométrica e o fotoperiodo, estejam
em niveis considerados 6timos, para que o0 seu potencial genético de producdo se
expresse ao maximo. A temperatura ideal para o desenvolvimento do milho, da
emergéncia a floracdo, € compreendida entre 24 e 30 °C. O milho é uma cultura muito
exigente em agua, entretanto, pode ser cultivado em regides onde as precipitacdes
vao desde 250 mm até 5000 mm anuais, sendo que a quantidade de dgua consumida
pela planta, durante seu ciclo estd em torno de 600 mm (Cruz et al., 2010).

A radiacdo solar é um dos parametros de extrema importancia para a planta de
milho, sem a qual o processo fotossintético € inibido e a planta € impedida de
expressar o seu maximo potencial produtivo. Grande parte da matéria seca do milho,
cerca de 90%, provém da fixacao de CO:2 pelo processo fotossintético. O milho é uma
planta do grupo C4, altamente eficiente na utilizacdo da luz. Uma reducédo de 30% a
40% da intensidade luminosa, por periodos longos, atrasa a matura¢do dos graos ou
pode ocasionar queda na producéo (Cruz et al., 2010).

A cultura do milho é dividida em duas grandes fases: vegetativa (V) e
reprodutiva (R). As subdivisbes dos estadios vegetativos sdo designadas
numericamente até Vn, onde n representa o Ultimo estadio vegetativo anterior ao
pendoamento. Cada estadio vegetativo € definido de acordo com a ultima folha
completamente expandida ou fora do cartucho. As fases reprodutivas iniciam-se no
pendoamento e vao até a maturacao fisioldgica, estadio onde os grédos apresentam a

camada preta na insercao entre o gréo e o sabugo. A camada é um conjunto de células



mortas que impedem a entrada de nutrientes para dentro dos gréos e marca a fase
de perda de agua. O estadio de crescimento de uma lavoura € definido quando, no
minimo, 50% das plantas estiverem no mesmo estadio (Fancelli, 2015).

2.1.1. Importancia Comercial do Milho

Uma das culturas mais importantes mundialmente, o milho, tanto do ponto de
vista econdmico quanto social, destaca-se por ser o grdo mais produzido no mundo
(Sologuren, 2015).

A utilizacdo do milho é bastante ampla, sendo empregado como alimento,
assim como no uso industrial e energético; seu destino €, principalmente, a producdo
de racdes para uso animal. No entanto, a abrangéncia de destinos industriais do milho
€ também muito diversa. Pode ser utilizado na producéo de alimentos basicos, como
fubds, farinhas, canjicas e 6leos, como também em produtos mais elaborados, como
xarope de glucose (utilizado na producéo de balas, gomas de mascar, doces em pasta
etc.), maltodextrinas (producéo de aromas e esséncias, sopas desidratadas, produtos
achocolatados e outros) e corantes caramelo (producéo de refrigerantes, cervejas,
molhos etc.) (Sologuren, 2015).

Seu uso vai além do setor alimenticio como, por exemplo, os amidos industriais,
que podem ser utilizados na producdo de papeldao ondulado, adesivos e fitas
gomadas. O etanol produzido a partir do milho também tem significativa importancia
global: nos Estados Unidos, € a principal fonte de bioenergia do pais (Sologuren,
2015).

O terceiro levantamento do USDA em julho/2019 para a produgéo global do
milho mostrou EUA, China e Brasil como os grandes produtores mundiais do grao,

sendo EUA e Brasil os maiores exportadores atualmente (Fiesp, 2019a).

2.2. Soja

A soja (Glycine max L.) faz parte da familia Fabaceae e possui origem asiatica.

E uma dicotiled6nea cuja estrutura é formada pelo conjunto de raizes e parte aérea,



sendo seu desenvolvimento dividido em dois periodos, o estadio vegetativo (V) e 0
estadio reprodutivo (R), assim como no milho (Mundstock; Thomas, 2005).

O estéddio vegetativo (V) se inicia desde a semeadura até o florescimento.
Durante o periodo de germinacdo, a semente de soja necessita absorver agua no
volume correspondente a 50% de seu peso para iniciar o processo de germinacgao.
Geralmente a emergéncia ocorre de 7 a 10 dias apds a semeadura, podendo variar
dependendo do vigor da semente, profundidade de semeadura, umidade, textura e
temperatura do solo. A fase reprodutiva da soja, compreende o florescimento,
desenvolvimento dos legumes, enchimento de grédos e maturacdo (Mundstock;
Thomas, 2005).

A agua constitui aproximadamente 90% do peso da planta e atua praticamente
em todos os processos fisiolégicos e bioquimicos, sendo de grande importancia
principalmente em dois periodos de desenvolvimento da soja: a fase de
germinacao/emergéncia e floracdo/enchimento de graos (Embrapa, 2013; Farias et
al., 2007).

As condi¢des Gtimas de temperatura para a cultura da soja estédo entre 20 °C e
30 °C. Ela apresenta também alta sensibilidade ao fotoperiodo (comprimento do dia),

variavel com a cultivar (Embrapa, 2013, Farias et al., 2007).

2.2.1. Importancia Comercial da Soja

Com uma composicdo quase completa, a soja é caracterizada como fonte de
proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas, acidos graxos saturados e insaturados e
fitoquimicos importantes em diferentes atividades metabdlicas como as isoflavonas,
além de ser uma boa fonte de minerais como ferro, potassio, magnésio, zinco, cobre,
fésforo, manganés e vitaminas do complexo B e fornecer diferentes nutrientes ao
organismo. E ainda considerada um alimento funcional, pois apresenta diversos
beneficios para a saude, auxiliando na reducgdo do risco de desenvolvimento de
doencas cronicas e degenerativas (Penha et al, 2012).

Atualmente ela esta entre as mais importantes culturas na economia mundial,
seus graos sao muito usados pela agroindustria, indastria quimica, de alimentos e

como fonte alternativa de biocombustivel (Freitas, 2011).



A constante expansdo da cultura da soja no pais esta diretamente ligada as
pesquisas cientificas e aos avanc¢os das tecnologias ao setor produtivo. Alguns fatores
favorecem essa expansdo, como a criacdo de cultivares com maior produtividade, o
desenvolvimento tecnolégico relacionado ao manejo de solos e adubacédo, o combate
de pragas e doencas, e principalmente a identificacdo e solucdo para os principais
fatores responséaveis pela diminuicdo de produtividade nos processos de plantio,
colheita e estocagem (Freitas, 2011).

O terceiro levantamento do USDA em julho/2019 para a producédo global da
soja mostrou Brasil, EUA e Argentina como os grandes produtores mundiais do gréo,

sendo Brasil e EUA os maiores exportadores atualmente (Fiesp, 2019).

2.3. Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas

As plantas obtém a maior parte de seus nutrientes a partir do solo,
principalmente na forma de ions inorganicos que, apos terem sido absorvidos pelas
raizes, com ou sem a participacdo de outros organismos como fungos e bactérias,
sdo translocados para diversas partes da planta para cumprirem suas funcbes
bioldgicas (Taiz, L.; Zeiger, 2009). O solo brasileiro, entretanto, ndo possui altas taxas
de fertilidade natural, tornando o pais o quarto consumidor de fertilizantes do mundo
(Deagro, 2016).

A introducdo de microrganismos na forma de inoculantes biol6gicos pode ser
bastante vantajosa para o setor agricola, sendo uma das tecnologias mais eficientes
em substituir métodos convencionais de adubacao com fertilizantes minerais, sendo
utilizado principalmente em culturas de leguminosas (Silveira, 2008).

Alguns estudos mostram que utilizagdo de microrganismos tais como:
Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Burkholderia, Streptomyces, Bradyrhizobium,
Acetobacter e Herbaspirilum podem ser uma alternativa para a diminuicdo de
fertilizantes minerais sem a reducao da produtividade (Choudhury; Kennedy, 2005).

Bactérias em habitats naturais colonizam o interior e exterior de o6rgaos de
plantas e podem ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento. As
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) fazem parte da populagéo

residente das plantas como epifiticas ou endofiticas e nao sao fitopatogénicas. Podem



ser utilizadas para tratamento de sementes, explantes e mudas micropropagadas,
incorporadas ao substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e raizes,
pulverizacdes na parte aérea incluindo folhagem e frutos, e em pés-colheita (Mariano;
et al., 2004).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas possuem varias
habilidades, afetando diretamente o metabolismo das plantas, fornecendo nutrientes
que geralmente sdo escassos. Essas bactérias sdo capazes de fixar o nitrogénio,
solubilizar o fésforo e de produzir hormdnios vegetais, como auxinas, giberelinas,
citoquininas e etileno. Além disso, elas melhoram a tolerancia das planta aos
estresses, como a seca, alta salinidade, toxicidade do metal e carga de inseticidas.
Microrganismos promotores de crescimento de plantas (PGPB), promovem
indiretamente o crescimento das plantas, evitando os efeitos deletérios dos
microrganismos fitopatogénicos (bactérias, fungos e virus) (Bashan; De-Bashan,
2005).

2.3.1. Fatores de promocéao de crescimento

2.3.1.1. Fixacéo biolégica do nitrogénio

O primeiro relato de que bactérias sado responsaveis pela fixacao biolégica de
nitrogénio em vegetais, foi realizado por Beijerinck (1988). No Brasil estes organismos
vém sendo estudados desde 1956 por Boddey e Dobereiner com a finalidade
incrementar produtividade as culturas de interesse agricola e foi na década de 80 que
ficou comprovado os efeitos benéficos relacionados a disponibilizacdo de nitrogénio
em espécies de plantas ndo leguminosas, mostrando que estas também se associam
a estes microrganismos. (Dobereiner et al., 1996; Beijerinck, 1988)

As plantas podem assimilar N do solo como nitrito, nitrato ou aménia. Estas
formas de nitrogénio ndo estdo abundantes na maioria dos solos e a adubacgéo
nitrogenada é frequentemente perdida por lixiviacdo. Bactérias fixadoras de N2 como
Rhizobium e Bradyrhizobium, podem estabelecer simbioses formando nodulos nas

raizes de plantas leguminosas, como soja, ervilha, amendoim e alfafa, nas quais



convertem N2 em amonia, que pode ser usada pela planta como nitrogénio (Murray,
2011).

Bactérias ndo simbidticas foram identificadas como fixadores de N2 de vida
livre (Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Herbaspirilum). Estas BPCP em
potencial, podem fertilizar varios cultivos importantes (Boddey; Dobereiner, 1995;
Silva et al., 2016). Nas plantas ndo leguminosas a associacdo e realizacdo da FBN
por varias bactérias diazotroficas, em simbiose endofitica, foi estudada e descrita por
Dobereiner (1996). O estabelecimento da simbiose envolve interacdo complexa entre
hospedeiro e simbionte, 0 mesmo pode ocorrer com 0s endofiticos, pois estes tém
uma associacao intima com a planta e encontram condi¢des favoraveis, uma vez que,
colonizam o interior das plantas, para a fixagcédo eficaz de N2 e o fornecimento de
nitrogénio fixado para as células vegetais (Bourassa et al., 2017; Dobereiner et al.,
1996).

2.3.1.2. Solubilizacéo de fosforo

O fésforo é um nutriente essencial para a planta, sendo indispensavel para o
crescimento e producdo vegetal. Tem papel importante em processos como a
fotossintese, respiracdo, armazenamento e transferéncia de energia, divisao celular,
além de contribuir para o crescimento das raizes, qualidade dos frutos, graos e
formacéo das sementes (Khan et al., 2007).

Os niveis de P total encontrado na maioria dos solos pode ser alto, entretanto,
as formas disponiveis para as plantas sdo baixas, porque a maioria do P no solo se
encontra em formas insollveis, enquanto as plantas absorvem apenas duas formas
os anions H2PO4 e HPO4? (Bhattacharyya; Jha, 2012).

Os organismos com atividade de solubilizacao de fosfato, podem fornecer as
formas disponiveis de P para as plantas se tornando uma opg¢do ecologicamente
segura e economicamente razoavel para melhorar a produgéo agricola (Angulo et al.,
2014).

O principal mecanismo de solubilizacdo de fosfato inorganico, como observado

em muitos experimentos, é a producdo de compostos de dissolucdo mineral, como



acidos organicos, sideroforos, protons, ions hidroxila e CO2, reduzindo o pH para a
liberacdo de P (Rodriguez; Fraga, 1999; Sharma et al., 2013).

O processo biologico de mineralizagdo do P organico desempenha um papel
importante no ciclo de fésforo. Estudos relataram o isolamento de bactérias
solubilizadoras de fosfato de solos, entre elas, endofiticos capazes de aumentar a
concentracdo de P no solo além de favorecer o aumento da diversidade microbiana

naquele ambiente (Chen et al., 2014).

2.3.1.3. Producao de fito-hormonios

A fitoestimulacdo por microrganismos, ou regulacédo do crescimento vegetal,
mostra que algumas bactérias podem ser responsaveis pela sintese de fito-hormonios
como auxinas, citocininas e giberelinas, estimulando o crescimento das plantas. Por
exemplo, a auxina acido indol-3-acético (AlA) aumenta a biomassa do sistema
radicular e, portanto, melhora a absor¢éo de nutrientes (Drogue, 2012).

O horménio vegetal AlA interfere nos processos fisioldgicos das plantas e afeta
a divisdo, extensao e diferenciacdo de células vegetais; estimula a germinacao de
sementes e tubérculos; aumenta a taxa de desenvolvimento do xilema e da raiz; o
aumento da &area e comprimento da superficie da raiz proporciona a planta maior
acesso aos nutrientes do solo, controla processos de crescimento vegetativo, além
disso, pode influenciar na maior exsudacao radicular que fornece nutrientes adicionais
para apoiar o crescimento de bactérias da rizosfera (Glick, 2012).

Estudos tém demonstrado que diversos microrganismos, como o0 Azospirillum
sp., sdo capazes de sintetizar reguladores de crescimento vegetal in vitro. Sarwar e
Kremer (1995) avaliaram 16 isolados da rizosfera de diferentes plantas e verificaram
que os isolados associados a raiz das plantas eram mais eficientes na producéo de

auxinas do que os nao associados as plantas (Kuss et al., 2007).

2.3.1.4. Producéao de sideroforos

Os sideréforos bacterianos sdo compostos de baixo peso molecular com alta

afinidade quelante ao Fe?* (Sharma et al., 2003) responsaveis pela solubilizacéo e
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transporte desse elemento para as células bacterianas. Sendo um co-fator essencial
em quase 140 enzimas, o ferro catalisa rea¢Ges bioquimicas e processos de sinteses
enzimaticas. Ele é um elemento escasso no solo e essencial para o crescimento
microbiano, necessario em menor quantidade também as plantas (Melo et al., 2016).

Tem sido demonstrado que sideréforos podem, por si sO, agir como ativadores
eficientes de sistemas de resisténcia sistémica induzida em plantas (Meziane et al.,
2005). A habilidade dos siderdforos em atuar como supressores de patdgenos
depende da planta, do fitopatégeno a ser controlado, da composi¢cdo do solo, das
bactérias e da afinidade do sideréforo pelo ferro (Glick, 2012).

Este € um mecanismo de promocao do crescimento generalizado entre as
bactérias, incluindo aquelas que sdo mais reconhecidas por outras atividades de
estimulacdo do crescimento. A bactéria Azospirillum brasilense, por exemplo,
diferenciada pela capacidade de fixar nitrogénio e produzir acido indolacético (AlA),
também é capaz de controlar o fungo fitopatogénico Colletotrichum acutatum em
morangueiro, produzindo sideréforos (Tortora, 2011).

2.4. Bactérias probidticas do raimen

Assim como as bactérias promotoras de crescimento de plantas, existem os
probiéticos que também sdo microrganismos benéficos aos hospedeiros. O objetivo
primario € melhorar, manter e reforcar a saude dos consumidores via alimentacéo,
sendo amplamente conhecidos, principalmente os Lactobacilos e as Bifidobactérias
no caso dos humanos Annuk et al. (2003) citam que dentre os aspectos funcionais
dos probidticos incluem-se atividade antioxidante, producdo de compostos
antimicrobianos, capacidade de reduzir patégenos aderidos na superficie, habilidade
de modulacdo da resposta imune e adesao no tecido intestinal. Dentre os aspectos
tecnoldgicos importantes estdo a capacidade de espécies probibticas de resistir as
condi¢cbes de producdao industrial e sobreviver na formulacao final do produto, além da
habilidade das culturas em conservar sua fungéo no trato gastrintestinal e coexistir
com a microbiota propria do hospedeiro (Busanello et al., 2012).

Dada a importancia da populagcdo microbiana na alimentagéo e conversao dos

nutrientes em animais ruminantes, ha estudos investigando a possibilidade de
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manipular a fermentacdo do rumen para aumentar a produtividade animal. Apesar do
rimen ser colonizado com procariotos, protozoarios, fungos e Archaea metanogénica,
a atencao é voltada a populacdo bacteriana. Isso continua sendo um desafio, onde
mais de 200 espécies bacterianas ja foram isoladas, identificadas e seu metabolismo
estudado em cultura pura, enquanto novos avancos na ecologia microbiana baseada
em rRNA revelaram que ainda muitas espécies bacterianas habitam o rumen
(Pinloche et al., 2013).

A microflora ruminal também € responsavel pela producdo de outros produtos
metabdlicos, incluindo metano, didxido de carbono e células microbianas, sendo que
o ultimo deles é digerido postruminalmente para suprir a maior parte dos
requerimentos protéicos do hospedeiro (Suen et al., 2011).

As bactérias Ruminobacter amylophilus, Fibrobacter succinogenes e
Enterococcus faecium séo bactérias probioticas do trato ruminal encontrada em gado
e ovelha. Os ruminantes dependem de uma simbiose entre o hospedeiro e a
microbiota do rimen, onde os microrganismos fornecem proteina, vitaminas e acidos
organicos de cadeia curta para o hospedeiro animal (Anderson, 1995; Pinloche et al.,
2013).

2.4.1 Ruminobacter amylophilus

A Ruminobacter amylophilus é Gram-negativa, anaerdbica, com habilidades de
guebrar a celulose disponibilizando os nutrientes que fazem parte de sua composicao.
Ela foi isolada e descrita por Hamlin e Hungate em 1956 e taxonomicamente
designada como Bacteroides amylophilus. Em 1987, Stackebrandt e Hippe (1986)
constataram que essa bactéria estd associada com a bactéria roxa, um filo eubacterial
diversificado que inclui bactérias entéricas e pseudémonas, reclassificando-a (Hamlin
et al., 1986).

Grande parte do desenvolvimento de acidose lactica (aguda, subaguda e
cronica) em ruminantes tem sido associada ao aumento das populacdes de espécies
de Lactobacillus, Ruminobacter amylophilus e Streptococcus bovis, apdés o0 aumento
da disponibilidade de amido soltvel fermentavel no rimen (Plaizier et al., 2012). Elas

fermentam carboidratos ndo estruturais (amido, pectina, acucares), e utilizam tanto
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amonia como peptideos e aminoacidos como fonte de N e podem produzir aménia
(Russell et al., 1992).

2.4.2. Fibrobacter succinogenes

Hungate isolou pela primeira vez a bactéria ruminal Fibrobacter succinogenes
em 1950, que foi nomeada como Bacteroides succinogenes. Em 1988, Montgomery
et al. propds um novo género, Fibrobacter, criado para organismos previamente
classificados como Bacteroides succinogenes, renomeando-a (Hungate, 1950;
Montgomery et al., 1988).

A F. succinogenes também é Gram-negativa, anaerébica, e desempenha um
papel fundamental no rimen degradando a celulose em produtos metabdlicos que
estdo disponiveis para espécies nao celuloliticas, como Streptococus bovis, que
demonstraram crescer em celulose na presenca da bactéria (Béra-Maillet et al., 2004).

Algumas categorias tém uma escassez de proteinas, incluindo a motilidade
celular (N, 1%); biossintese de metabolitos secundarios, transporte e catabolismo (Q,
2%); e mecanismos de defesa (V, 2%). As composicdes dessas categorias estdo de
acordo com o estilo de vida de F. succinogenes, pois ndo é ativamente movel e parece
ter poucas defesas contra antibiéticos. Uma caracteristica fundamental da analise de
COG (conjunto de analises de grupos ortélogos) de F. succinogenes é o grande

namero de proteinas ndo identificaveis (Suen et al., 2011).

2.4.3. Enterococcus faecium

A Enterococcus faecium €& uma bacteria Gram-positiva que faz parte da
microbiota comensal do intestino do homem e dos animais. S&o anaerobicas
facultativas, fermentam glucose e outros carboidratos obtendo como produto final
acido lactico (Carvalho, 2010).

As bactérias do género Enterococos foram co-evoluindo com seus hospedeiros
por centenas de milhdes de anos. A gendmica comparativa dos Enterococos
estabeleceu uma provavel trajetoria evolutiva, mostrando que E. faecalis e E. faecium

emergiram independentemente. E. faecium especificamente tem um fendtipo
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proeminente de tolerancia a fome, apontando para adaptacfes especificas nesta
espécie que ajudam a explicar sua persisténcia ambiental (Gao et al., 1986).

Para o0 nosso conhecimento, ainda existem poucos relatos na literatura sobre
tais bactérias, ndo existindo estudos que relacionem microrganismos do trato ruminal,

gue sao probidticos, com a promocao de crescimentos em culturas agricolas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Localizacdo do experimento

O experimento em casa de vegetacao foi desenvolvido de julho a agosto de
2018 (60 dias) para o milho e de novembro a dezembro de 2018 (30 dias) para a soja,
na casa de vegetacdo no Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, FCAV/UNESP em Jaboticabal-SP (21° 14' 05" SGr, 48° 17' 09" WGr e 615,01
m de altitude).

O experimento em campo, foi conduzido na Fazenda de Ensino, Pesquisa e
Extensado (FEPE) da Unesp na cidade de Jaboticabal, SP (21° 15' 04" SGr, 48° 17' 16"
WGr e 576,64 m de altitude), cultivando-se soja entre os meses de novembro de 2018
a marco de 2019.

Todas as analises fisico-quimicas e microbiol6gicas foram realizadas no

Laboratério de Microbiologia do Solo da Universidade, entre os anos de 2018 e 2019.
3.2. Preparacao do solo e plantio
Para os dois experimentos, utilizou-se Latossolo vermelho eutrdfico tipico.

Andlises quimicas foram realizadas prévias a semeadura, apresentando as

caracteristicas indicadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Analise quimica do solo

pH MO | P (resina) H+ Al Y
K Ca Mg SB | CTC

CaCl; | gdm® | mgdm? mmolc dm3 %

6,5 11 20 0,7 19 5 17 24,4 | 428 | 64

Para a casa de vegetacao, vasos com capacidade de 3 litros foram preenchidos
com o solo peneirado. A adubacéao foi realizada individualmente por vaso, de acordo
com a analise de solo e as recomendac¢des nutricionais (Malavolta, 1980).

Foram acrescentados nitrogénio (N: 1,3 g ureia), fésforo/célcio/enxofre (3,3 g
Super Simples), potassio (K: 0,66 g KCI) e magnésio (Mg: 0,2 g MgO). E uma solucéo
de micronutrientes contendo zinco (Zn: 0,05 g ZnSO47H20), boro (B: 0,0016 g HzBO3),
cobre (Cu: 0,012 g CuS0Oa4), manganés (Mn: 0,03 g Mn(S0Oa4)) e molibdénio (Mb: 0,0005
g Naz2MoO4-2H20) em cada vaso antes da semeadura.

A umidade foi mantida em torno de 70% da capacidade de campo com
irrigacOes diarias. As temperaturas minimas e maximas ficaram na média de 25 °C e
41 °C, respectivamente.

Quatro sementes de milho (2B587PW) e soja (95R95IPRO), cedidas pela
fazenda da Unesp/FCAV, foram semeadas por vaso em cada experimento e, quinze
dias ap6s a emergéncia, foi realizado o desbaste, deixando-se uma planta por vaso.

Em campo, o sistema de plantio foi direto utilizando-se espacamento de 0,45
m entre linhas e seis plantas por metro linear. Cada parcela experimental continha 6
m de comprimento por 3,6 m de largura. A coleta das amostras de solo e das plantas
gue foram utilizadas para analises foram feitas durante o pendoamento, em uma area

uatil de 9 m? dentro de cada parcela.

3.3. Isolados bacterianos e Inoculagéo

Foram utilizados trés isolados liofilizados de bactérias, Ruminobacter
amylophilus, Fibrobacter succinogenes e Enteroccocos faecium, pertencentes ao
acervo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Solo da Unesp de

Jaboticabal, sendo as trés estirpes isoladas de ruminantes fistulados.
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As bactérias utilizadas nos ensaios foram cultivadas em frascos erlenmeyers
com caldo nutritivo a 28 °C durante 48 horas, sendo a concentracéo bacteriana de 108
UFC mL™.

No experimento em condi¢cdes de casa de vegetacdo foram realizadas quatro
inoculacdes. A primeira no sulco, no momento do plantio, atingindo diretamente as
sementes, e as seguintes foram feitas na segunda, terceira e quarta semana apos a
semeadura, via solo com auxilio de uma proveta, adicionando 10 mL de cada inéculo
na mesma concentracao citada anteriormente em seus devidos tratamentos.

Para o campo, cada parcela recebeu a mistura de 240 mL de inéculo bacteriano
e 1500 mL de agua, facilitando a pulverizacdo. As inocula¢gbes foram realizadas com
auxilio de pulverizador costal, duas vezes, a partir de uma semana ap0s a emergéncia,
com espacamento de uma semana entre uma e outra.

As inoculacdes foram realizadas na base e na parte aérea da planta. No

controle foram utilizadas plantas sem nenhum tipo de in6culo

3.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental em casa de vegetacédo foi realizado em blocos
casualizados, com cinco tratamentos e seis repeticdes, totalizando trinta vasos por
experimento. O primeiro tratamento foi o controle sem inoculagdo, o segundo com a
bactéria Ruminobacter amylophilus, o terceiro com a bactéria Fibrobacter
succinogenes, o quarto com a bactéria Enteroccocos faecium e o quinto tratamento
com uma mistura das trés bactérias (Mix).

Em campo, o delineamento experimental também foi feito em blocos
casualizados, sendo dois tratamentos e cinco repeticdes. O primeiro tratamento foi
considerado o controle, sem nenhuma inoculag¢éo e o segunda uma mistura das trés

bactérias estudadas.

3.5. Analises dos isolados

3.5.1. Producéao de AIA
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A producéo do acido indol acético (AlA) foi mensurada por meio da metodologia
de Kuss et al., (2007).

Cada isolado bacteriano foi aplicado em 20 mL de meio Dextrose Yeast
Glucose Sucrose (DYGS) que contém em (g.L-1): glicose: 2; peptona: 1,5; extrato de
levedura: 2; dihidrogenofosfato de potassio: 0,5; sulfato de magnésio heptahidratado:
0,5; suplementado com 5mM de L — triptofano, incubadas por 48 horas, a 28 °C, sob
agitacdo constante de 120 r.p.m. e na auséncia de luz. Apés esse periodo, 5 mL de
cada cultura foi centrifugada a 10.000 r.p.m. por 10 minutos e transferidos, em
seguida, 2 mL do sobrenadante para tubo de ensaio, contendo 2 mL do reagente de
Salkowski 2% (p/v) (0,5M FeCI3 em 35% de &cido percldrico) e incubados, na
auséncia de luz, por 30 minutos (Sarwar; Kremer, 1995).

A producdo de AIA foi determinada, qualitativamente, pela coloracéo
avermelhada da solucdo contida no tubo de ensaio. Para a avaliacdo quantitativa do
hormonio, foi feita leitura em espectrofotometro, com comprimento de onda de 530
nm. A concentracao foi obtida pela leitura de meio de cultura estéril, ndo inoculado,
com concentracfes conhecidas de AIA comercial (0, 20, 40, 60, 80 e 100 ugAlA/tubo).
Para cada concentracdo foi feita triplicata, que foi normalizada pela curva padrao
resultando na equacéao y = 0,0121x — 0,1069 (R2 = 0,9726), onde “X” representa a
concentragcdo de AIA (ugAlA/tubo), e “y” é a absorbancia média obtida no

espectrofotdmetro.

Padrao AIA

y=0,0121x-0,1069
R?=0,9726

—8— Sériel

Linear (Sériel)

Média Abs por ponto

0 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
ug AlA no tubo

Figura 1. Gréafico da curva padrdo encontrado para as leituras das diferentes
concentracdes de AlA, apos leitura em espectrofotdmetro.
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3.5.2. Fixacado de nitrogénio em tubo de ensaio

O nitrogénio total foi determinado seguindo o método proposto por Bremner e
Mulvaney (1982). Os isolados bacterianos foram cultivados em caldo NFB durante
48h. Pesou-se 1 mL de amostra em tubo de ensaio tipo Kjeldahl de 100 mL
adicionando 1,1 g de mistura catalitica e 3,0 mL de &cido sulfarico concentrado,
procedendo a digestdo por 3 horas. ApGs o resfriamento do frasco, o volume foi
completado para 15 mL com agua deionizada. Seguindo a destilagdo. Foi adicionado
20 mL de NaOH 10 M, iniciando a destilacdo do nitrogénio, recolhendo-se 30 mL em
Erlenmeyer de 50 mL, previamente pipetado com 5 mL de solucéo indicadora de acido
bérico. Em seguida, o destilado foi titulado com solugéo de acido sulfarico 0,02 M até
a mudanca da cor verde para rosa (Bremner; Mulvaney, 1982).

Em cada avaliacéo foi feito um branco. O teor de nitrogénio total foi calculado

com base numa curva padrdo determinada com solucao de sulfato de amdnia.

3.5.3. Solubilizacéo de fésforo em tubo de ensaio

A atividade da solubilizagéo da fluorapatita em tubo de ensaio foi determinada
transferindo 0,2 ml da suspensao de 1 x 107 UFC mL-1 para um frasco de Erlenmeyer
contendo o meio descrito por Nahas et al. (1994), suplementado com 5 g L-1
fluorapatita (apatita de Araxa). Depois da inoculacao a solugéo bacteriana foi incubada
com agitacdo a 28°C por dois dias. Apos o periodo de incubacéo, a solu¢céo bacteriana
foi removida e centrifugada a 9.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado

e determinado a quantidade de fosfato (Ames, 1966; Nahas, 1994).

3.5.4. Deteccéao de Sideroforos

O procedimento foi feito de acordo com Schwyn e Neilands (1987). Inicialmente
todo o material de vidro foi limpo com 6M HCI para remover quaisquer elementos traco
e, em seguida, enxaguou-se com agua destilada. Para o corante azul, foram feitas
trés solucdes. Solucéo 1: Dissolveu-se 0,06 g de CAS (Fluka Chemicals) em 50 ml de
H20. Solugéo 2: Dissolveu-se 0,0027 g de FeCls-6 H20 em 10 ml de 10 mM de HCI.
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Solucéo 3: Dissolveu-se 0,073 g de HDTMA em 40 ml de H20. Misturou-se a solucéo
1 com 9 ml de solugéo 2, e entdo com a solucdo 3. A solucdo obteve uma cor azul.
Ela foi autoclavada e armazenada em um recipiente plastico.

Para a solugcédo do meio dissolveu-se 15 g de KH2PO4, 25 g de NaCl e 50 g de
NH4Cl em 500 ml de H20. Para 20% de estoque de glicose dissolveu-se 20 g de
glicose em 100 ml de H20. Para a solucao estoque de NaOH, dissolveu-se 25 g de
NaOH em 150 ml de H20. O pH ficou préximo de 12. Para a solucéo acida Casamino,
3 g de acido casamino foram dissolvidos em 27 ml de H20. Foi feita a extracdo com
3% de 8-hidroxiquinolina em cloroférmio para remover qualquer traco de ferro e,
posteriormente filtrada esterilizada.

A preparacdo do CAS agar foi feita adicionando-se 100 ml de solugdo salina
MM9 a 750 ml de H20 e 32,24 g de piperazina-N, N-bis (2-acido etanossulfénico). O
pH foi elevado até 6, adicionando-se lentamente PIPES e aos poucos elevando
novamente até 6,8. Posteriormente, adicionou-se 15 g de &gar Bacto. Depois de
autoclavado, foi adicionado 30 ml de solucao estéril de acido casamino e 10 ml de
solucéo de glicose estéril a 20% para MM9. Lentamente foi adicionado 100 ml de
solucédo de corante azul ao longo da parede de vidro com agitacdo suficiente para
misturar completamente. Por Ultimo, assepticamente, despejou-se nas placas.

Depois de secas, as placas foram divididas em 3 partes e em cada uma
inoculou-se uma bactéria. O procedimento foi feito em triplicata. Para resultado

positivo, a coloracdo do meio na placa muda de azul para laranja.

3.6. Avaliagdes na planta

3.6.1. Altura e massa seca

A medicdo da altura das plantas foi realizada com auxilio de fita métrica,
iniciando na base da planta rente ao solo até o apice.

Em seguida, as plantas foram devidamente coletadas e as raizes lavadas em
agua corrente para retirada do excesso de solo. A parte aérea foi separada das raizes

e ambas secas em estufa sob aeracgéo forgada a 65°C por aproximadamente 72 horas
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até atingirem peso constante, visando determinacdo da matéria seca. Em sequéncia

foram pesadas utilizando balanga analitica.

3.6.2. Teores de fosforo e nitrogenio na planta

Depois de seco e pesado, o material vegetal foi moido em moinho tipo Willey
(malha 20) e submetido a analise de materia seca de fésforo e nitrogénio total,
seguindo metodologias descritas por anteriormente (Ames, 1966; Nahas, 1994;

Bremner e Mulvaney, 1982).

3.7. Avaliagbes no solo

Amostras simples de solo da rizosfera foram retiradas em pontos aleatérios,
sendo reunidas em amostra compostas, totalizando 200 g/amostra. Estas foram
divididas em duas partes, sendo a primeira mantida em sacos plasticos a temperatura
de 4°C até o momento de utilizacdo para contagem de bactérias totais e a segunda

seca ao ar e conservada em temperatura ambiente (28 °C).

3.7.1. Contagem de microrganismos em solo

As amostras coletadas foram mantidas em geladeira até o processamento no
laboratorio para estimar o nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC). Foi
utilizada a metodologia de diluigdo em série de 10! a 104 segundo Wollum Il (1982).
Foram adicionados 10 g de solo de cada tratamento em um erlenmeyer contendo 95
mL de uma solucéo de pirofosfato de sédio 0,1% (p/v) e levadas a agitacao horizontal
por 30 minutos, em seguida, aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos de
ensaio contendo 9 mL de pirofosfato e agitadas em vértex para homogeneizacao das
amostras.

Em seguida, 0,1 mL de cada diluicdo foram transferidas a placa de Petri
contendo meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) e incubadas em BOD, com
temperatura de 25 °C a 30 °C permitido o crescimento de colbnias. As contagens

foram feitas com 24h, 48h e 72h em contador de col6nias manual com 6x de aumento.
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Foram consideradas apenas as contagens que variaram de 30 a 300 col6nias (Black,
1965; Schortemeyer et al., 1996).

3.7.2. Carbono da Biomassa Microbiana

Para a determinacdo de biomassa microbiana do solo (BMS) utilizou-se o
método da Embrapa (De-Polli; Guerra, 1997).

Iniciando a extracdo, pesou-se 10 g da amostra de solo em dois Erlenmeyers
de 250 mL, devidamente identificados, um para ser irradiado e outro ndo irradiado. Os
irradiados foram submetidos a 15 minutos no micro-ondas cada frasco. Aos
Erlenmeyers (Irradiados e Nao Irradiados) foram acrescentados 40 mL de K2S0Oa4 0,5
M e colocados por 30 minutos em agitador horizontal. Deixou-se em repouso por mais
30 minutos apods a agitacao e foi feita a filtracdo em funil e papel de filtro qualitativo,
recolhendo o filtrado (extrato) em Erlenmeyers de 50 mL.

Para a determinagdo, pipetou-se 10 mL de cada extrato filtrado para
Erlenmeyer de 125 mL, adicionando quantitativamente 2 mL de K2Cr207 0,066M e 10
mL de acido sulfurico concentrado. Apds diminuicdo da temperatura, adicionou-se 50
mL de agua destilada e 4 gotas do indicador ferroin. A titulacéo foi feita com sulfato
ferroso amoniacal 0,03 M.

Foram feitas 4 provas em branco, sendo 2 contendo todos os reagentes e mais

10 mL de K2SO4 0,5M e 2 apenas com 0s reagentes sem o sulfato de potassio.

3.8. Analises dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (Teste F)
comparando-se as medias dos tratamentos pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, utilizando o programa AgroEstat versao 1.0. (Barbosa; Maldonado JR.,
2010)
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4. RESULTADOS

4.1. Isolados microbianos

Os trés isolados testados foram capazes de produzir AIA, sendo o teor
quantificado e os valores calculados seguindo a curva padrdo em metodologia
préviamente descrita (Tabela 2).

Tabela 2. Quantidade de AlA, solubilizacdo de fésforo e fixacdo de nitrogénio
produzida pelos isolados.

Isolados Hg AIA/mL mg de P/mL mg de N /mL
Ruminobacter amylophilus 9,69 7,37 12,34
Fibrobacter succinogenes 9,20 9,31 11,23
Enterococcus faecium 7,60 2,53 10,34

As bactérias foram capazes de solubilizar o fésforo em condi¢des de tubo de
ensaio sendo F. succiogenes a bactéria que solubilizou a maior quantidade de fosforo,
seguida pela R. amylophilus e E. faecium. Os isolados bacterianos também se
mostraram capazes de fixar nitrogénio, sendo a bactéria que mais fixou nitrogénio em
condi¢cbes de tubo de ensaio foi R. amylophilus, seguida pela F. succiogenes e E.
faecium.

A andlise para deteccdo de sideroforos também apresentou resultados
positivos para os trés isolados testados, onde houve mudanca da coloracdo do meio

de cultura de azul para vermelho/laranja, através do ensaio CAS.
4.2. Milho
As alturas das plantas do milho variaram de 55 a 65 cm e os tratamentos

apresentaram alturas similares quando comparadas com o controle, ndo ocorrendo

diferenca significativa.
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Figura 2. Comparacéao entre as alturas dos tratamentos de milho analisados.
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Figura 3. Parametro massa seca da parte aérea (A) e raiz (B) comparado entre 0s
tratamentos testados.

Os tratamentos apresentaram valores de massa seca da parte aérea similares
entre as plantas, ndo apresentando diferenca significativa entre eles (Fig. 3 A).Ja o
tratamento contendo o isolado F. succinogenes apresentou maior valor de massa seca
da raiz (MSR) das plantas de milho quando comparado ao controle (Fig. 3 B).

As bactérias R. amylophilus e E. faecium diminuiram a concentragéo de
nitrogénio na parte aérea quando comparados ao tratamento controle (Fig. 4 A). Em
relacdo a concentracdo de nitrogénio na raiz, os tratamentos nao diferenciaram entre
si (Fig. 4 B). Para a concentragéo de fosforo, tanto para parte aérea quanto para raiz,

os tratamentos também n&o apresentaram diferenca significativa (Fig. 4 C e D).
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Figura 4. Concentracdo de nitrogénio na parte aérea (A) e na raiz (B) e concentracao
de fésforo na parte aérea (C) e na raiz(D).

R. amylophilus promoveu um aumento significativo no carbono da biomassa
microbiana comparada com o tratamento controle (Fig. 5 A). Entretanto, ndo houve

diferenca significativa em relacao a contagem total de bactérias do solo (Fig. 5 B).
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Figura 5. Andlises de (A) Carbono da Biomassa e (B) Contagem de unidades

formadores de coldnias comparadas entre os tratamentos testados.
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4.3. Soja

A bactéria R. amylophilus promoveu um incremento significativo nas alturas das

plantas de soja comparados com o tratamento controle (Fig. 6).
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Figura 6. Parametro Altura da planta comparado entre os tratamentos testados.

Nao houve diferencga significativa entre as médias de massa seca de parte
aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) entre os tratamentos entre as plantas de
soja (MSPA) (Fig. 7).
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Figura 7. Média das massas seca parte aérea (A) e raiz (B) comparado entre 0s

tratamentos testados nas plantas de soja.
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Figura 8. Média das concentracBes de nitrogénio na parte aérea (B) e na raiz (B) e
médias das concentracdes de fosforo na Parte Aérea (C).

As concentracdes de nitrogénio na parte aérea e raiz das plantas de soja que
receberam as inoculacdes bacterianas ndo diferiram estatisticamente do tratamento
controle (Fig.8 A e B). Para a concentracdo de fésforo na parte aérea a bactéria E.
faecium e o Mix de bactérias diminuiram significantemente a concentracdo
comparados com o tratamento controle (Fig. 8 C). Os valores de fosforo para raiz ndo
foram suficientes para serem analisados estatisticamnete.

O Mix de bactérias promoveu um incremento significativo no carbono da
biomassa microbiana do solo comparado com os tratamentos controle sob o plantio
de soja (Fig. 9 A). Nao houve diferenca significativa das contagens de bactérias totais
do solo entre os tratamentos que receberam as inoculacdes bacterianas comparadas

com o tratamento controle sob o plantio de soja (Fig.9 B).
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de col6nias (B) comparadas entre os tratamentos testados.

4.3.1. Soja Campo

Os resultados das analises de massa seca realizadas com a parte aérea da
soja coletada do campo n&o apresentaram variacao significativa. As concentracoes
de nitrogénio e fésforo na parte aérea das plantas de soja que receberam as
inoculagdes bacterianas também nao diferiram estatisticamente do tratamento
controle (Fig. 10)

Nao houve diferenca significativa para a analise de carbono da biomassa do
solo, entre os tratamentos que receberam as inoculagdes bacterianas comparadas

com o tratamento controle sob o plantio de soja em campo (Fig. 10).
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Figura 10. Média dos valores de massa seca (A), foésforo da parte aérea (B), nitrogénio

da parte aérea (C) e carbono da biomassa (D) para a soja do campo.

DISCUSSAO

Na interacdo microrganismo - hospedeiro um maior desenvolvimento do
hospedeiro € promovido geralmente por trés a¢cdes microbianas tais como um maior
fornecimento de nutrientes, aumento da sua disponibilidade e uma melhor absorgao.
Especificamente para os microrganismos promotores de crescimento de plantas
essas acfes sdo consequéncias da producdo de enzimas e &cidos organicos, que
aumentam a solubilidade e a disponibilidade de nutrientes e também da producéo de
fitohormonios, que promovem o desenvolvimento radicular e consequentemente
aumenta a eficiéncia de exploracdo de solo e de parte aérea aumentando também a
eficiéncia fotossintética (Melo et al., 2016).

Os isolados bacterianos utilizados no presente estudo sdo de bactérias
probidticas ruminais que quando estdo presentes em quantidades adequadas

promovem beneficio ao hospedeiro. Elas desempenham um papel importante na
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disponibilizacdo de energia e nutrientes para os ruminantes através da quebra de
macromoléculas provenientes da alimentacdo dos animais (Lerner et al., 2019).

As bactérias R. amylophilus, F. succinogenes e E. faecium, demonstraram,
nesse estudo, importantes habilidades relacionadas a promocédo de crescimento de
plantas como sintese do fitohormdnio acido indol acético (AIA). O isolado que produziu
uma quantidade maior de AIA foi o R. amylophilus 9,69 ug AIA/mL seguida pela
bactéria F. succinogenes 9,20 ug AIA/mL e pela bactéria E. faecium 7,60 pg AIA/mL.

Fitohormbnios s&o substancias organicas que podem promover, inibir, ou
modificar o desenvolvimento das plantas em baixas concentra¢cdes (Damam et al.,
2016). Os fito-hormodnios promovem a proliferacdo das células das raizes pela
superproducdo de células laterais e pélos radiculares juntamente com o aumento da
absorcao de nutrientes e agua (Sureshbabu et al., 2016).

A F. succiogenes promoveu um aumento na matéria seca de raiz nas plantas
de milho, entretanto, ndo houve diferenca de matéria seca em relagdo ao controle para
as plantas de soja. Nao houve diferenca quanto a producéo de AlA entre as bactérias
F. succiogenes e as bactérias R. amylophilus e esse incremento na MSR promovido
pela F. succiogenes nas plantas de milho e ndo nas plantas de soja pode ser devido
a maior interacdo das bactérias com a espécie vegetal. Os estudos mostram que o
genotipo vegetal tem um papel muito importante na interagdo com 0s microrganismos
e muitas vezes determinam o sucesso e o fracasso da interacdo (Bulgarelli et al.,
2013).

As bactérias também foram capazes de solubilizar o fésforo em condicdes de
tubo de ensaio, sendo F. succiogenes a bactéria que solubilizou a maior quantidade
de fésforo 9,31 mg de P por mL, seguida pela R. amylophilus 7,37 mg de P por mL e
a E. faecium 2,53 mg de P por mL. Essas habilidades de solubilizac&o de fésforo pelas
bactérias ndo se mostrou um beneficio para as plantas, uma vez que, ndo houve um
incremento na concentracao de fosforo nas raizes e nem na parte aérea das plantas
de milho e soja que receberam a inoculagbes bacterianas em relacao ao tratamento
controle. Ao contrério disso, a bactéria E. faecium promoveu uma diminuicdo da
concentracéo de fosforo na parte aérea das plantas de soja.

Talboys et al. (2014) relataram uma diminuicdo da concentragdo de fosforo
guando a planta de trigo foi inoculada com B. amyloliquefaciens. Este efeito negativo
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pode ser devido a producéo de auxinas pela bactéria em determinadas condicdes de
fertilidade do solo, principalmente em solo com baixa disponibilidade de fosforo.
Santos (2018) também verificou uma reducdo dos niveis de P no solo na cana de
acucar quando estas foram inoculadas com Bacillus subtilis e B. pumilus e atribui esse
efeito a elevadas concentragcdes de AlA sintetizadas pelos Bacillus. Interessantemente
que, nesses dois estudos, a reducéo do fésforo ocorreram nas raizes e no presente
estudo ocorreram na parte aérea e a sintese de AIA pelo E. faecium n&o foi a maior
quantidade produzida em relacdo as trés bactérias testadas. Nesse sentido, mais
estudos sdo necessarios para verificar o efeito da inoculacéo do E. faecium em soja e
elucidar seus modos de acéao.

Os trés isolados bacterianos também se mostraram capazes de fixar nitrogénio,
sendo a bactéria que apresentou o maior valor de fixagdo de nitrogénio em condicdes
de tubo de ensaio foi a R. amylophilus 12,34 mg de N por mL, seguida pela F.
succiogenes 11,23 mg de N por mL e a E. faecium 10,34 mg de N por mL. Moreira et
al. (2013) mostraram que as BPCP séo capazes de incrementar entre 20 a 30% nas
concentracfes de N em gramineas. Neste estudo nédo foi possivel verificar a melhor
resposta dos isolados inoculados quanto ao acumulo de N na parte aérea e raiz. Um
resultado inesperado foi a diminuicdo dos teores de concentragéo de nitrogénio na
parte aérea do milho pelas bactérias R. amylophilus e E. faecium quando comparados
ao tratamento controle.

O Mix bacteriano aumentou o carbono da biomassa no solo sob o cultivo de
soja. Esse resultado mostra que houve um estabelecimento microbiano no solo, a
primeira etapa que precisa ser vencida para as BPCP terem um efeito positivo do
desenvolvimento das plantas, demonstrando suas habilidades de interagir com a
microbiota pré-existente (Bulgarelli et al.,, 2013). Entretanto, a contagem total de
bactérias no solo ndo aumentou. Esse resultado sugere que pode ter ocorrido um
rearranjo populacional, onde determinadas espécies microbianas podem ter
aumentado e outras diminuido sem alteragdo no numero total de microrganismos.

Em condicdo de campo, as bactérias promoveram nenhuma diferenca em
relacdo a matéria seca de parte aérea, concentracao de nitrogénio e fosforo e carbono
da biomassa microbiana na cultura da soja. Como seria possivel as mesmas bactérias

terem promovido incrementos em relacédo a promocao de crescimento de plantas em
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condicbes de vasos e ndo terem promovido em condicbes de campo? A maior
hipotese para a ndo-promocao de crescimento da soja em campo seria a auséncia de
colonizagéo radicular, sugerindo fortemente que nédo houve o estabelecimento das
bactérias inoculadas no solo. Uma microbiota nativa mais competitiva que os isolados
testados também pode influenciar, uma vez que a promoc¢éo do crescimento sé pode
se expressar se houver colonizacédo radicular, isto €, estabelecimento da interagédo de
microrganismo e planta (Sottero, 2003).

Somado a isso, outro fator limitante pode ter sido que, no experimento em
condicGes de casa de vegetacao, as plantas receberam quatro inoculacdes durante
todo o periodo, enquanto que o experimento de campo recebeu apenas duas,
indicando que a quantidade de doses pode ter interferido diretamente nos resultados.

A auséncia de resultados positivos com as inoculacdes das bactérias, em
condi¢cBes de campo, ndo condenam a utilizacdo das mesmas como promotoras de
crescimento de plantas, mas, exigem mais estudos para se estabelecer a melhor
dose, a melhor época e forma de aplicacdo e a melhor variedade da cultura agricola

utilizada.

CONCLUSAO

As bactérias probidticas ruminais apresentaram habilidades de promocéo de
crescimento de plantas quando analisadas em laboratoério. Para os testes em casa de
vegetacdo, as bactérias atuaram de formas distintas sobre os tratamentos,
aumentando, diminuindo ou ndo alterando os parametros analisados em relagdo ao
controle. Para o experimento em campo, ndao houve diferenga significativa em nenhum
deles, sugerindo 0 ndo estabelecimento dos indculos naquele ambiente. Os resultados
sugerem gue as bactérias ruminais testadas possuem um potencial como BPCP e
mais estudos sdo necessarios como avaliacdo de dose, métodos e épocas de
aplicacéo, espécies vegetais a fim de melhorar a interagéo planta - microrganismos e

potencializar os efeitos positivos da inoculagdo microbiana nas plantas.
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