PAULA DE FREITAS SILVA

Analise nutricional de plantas de milho inoculada com

bactérias promotoras de crescimento

UBERLANDIA
MINAS GERALIS - BRASIL
2013



PAULA DE FREITAS SILVA

Analise nutricional de plantas de milho inoculada com

bactérias promotoras de crescimento

Projeto de Trabalho de Conclusdo de Curso 2 apresentado a
Universidade Federal de Uberlandia como parte das

exigéncias do curso de Agronomia.

Orientador:

Prof. Dr. Addo Siqueira Ferreira

UBERLANDIA
MINAS GERALIS - BRASIL
2013



PAULA DE FREITAS SILVA

Analise nutricional de plantas de milho inoculada com

bactérias promotoras de crescimento

Projeto de Trabalho de Conclusdo de Curso 2 apresentado a
Universidade Federal de Uberlandia como parte das

exigéncias do curso de Agronomia.

Aprovada pela banca em 27 de Setembro de 2013

Prof.” Dr.* Adriane de Andrade Silva ICIAG- UFU Isabel Dayane Queiroz

Membro da banca Membro da banca

Prof. Dr. Adao Siqueira Ferreira ICIAG - UFU

orientador



Sumario

2 20 611 (0 TR USRS 5
T.INTRODUGAO ..eeeieeiiitiieieeeeeeiiieeeeeesstttteeeesssusteaeeeeaessassstaeaeessassaeeeesessnssaeeeeessnsssesssnesesssnnssseeeessnnns 6
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ueviiiuiiieietiiesitteeesteeesstseeessaessessssaeessssasessssesessssseesnssesessssesessssesesans 8
3. MATERIAL E METODOS ...ueeiittieteeeterisueseteessseeesseesssessssesesssessssesassessssessssessssessssessssessssessseessnns 14
3.1-LOCALIZACAO DO EXPERIMENTO ... .ccciutertueerturesteeestneeseesssesesesesssesensssessessssesessessnsessssessnses 14
3.2-OBTENGCAQ DOS ISOLADOS ...utvteiereiuereieeeseeeseeassesessesassesssssesassessnsesanssssssessssessssessssessssessses 14
3.3-0S ISOLADOS ..ecutteeteeetteeeteeeteesiteastteastteestsaesaateessssesasaesseasssesassaesssaessssessseesssessantessssessssenssns 14
3.4-INSTALACAO DO PROJETO NA CASA DE VEGETACAO ....ccvvviiieeeiiiiiieeeeeseieieeeessennrnneesasesssnnes 14
3.5-ANALISE ESTATISTICA ....uttteiitiieiitteeeeitteeesitseeastseesasseesessssesessssesassssseessssessssssesssseessssesenanns 15
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ....ctiiuiiiiieeieeeitessteeesteeeteesteesseeesssessssessssessssessssessssessssessssessseenes 16
4.1-TEORES DE NUTRIENTE NA PARTE AEREA DO MILHO ....ccccueeiueeireerneenreenneessneessnesssneeesseeens 16
4.2- RELACAO NUTRICIONAL ENTRE OS NUTRIENTES .....cccvtivtesreesveeseeesseesueesssnesessesseesneeans 19
I 610) (@) 518 1Y 0) 2 PP 22
6. REFERENCIAS ....ceiitiiieiittteestieeesteeesstteeassteeesssatsseesasseseasseeassssesesssssesasssssanssasesssnssseesnssesessssens 23

J AN 115, €0 1 PSPPI 31



RESUMO

SILVA, P. F. Analise nutricional de plantas de milho inoculada com bactérias
promotoras de crescimento. 2012. Trabalho de conclusdo de curso. Universidade Federal

de Uberlandia. Orientador: Prof. Dr. Addo Siqueira Ferreira.

O milho € uma das principais culturas produzidas no mundo, e sabe-se que para atingir
elevadas produtividades € necessdria a utilizacdo de grandes quantidades de fertilizantes
nitrogenados e fosfatados. Assim, para diminuir o uso desses fertilizantes, as plantas se
associacdo a bactérias promotoras de crescimento, que auxiliam nos processos de
solubilizacdo de fosfato e fixacdo bioldgica de nitrogénio. Portando, objetivou-se com esse
trabalho, analisar a eficiéncia da absorcdo de nutrientes (Nitrogénio, Potassio e Fosforo) por
plantas de milho em resposta a inoculacdo de 21 isolados de bactérias promotoras de
crescimento, sob condi¢des de casa de vegetacdo. O experimento, realizado na casa de
vegetacdo do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia,
consistiu de 23 tratamentos, sendo 21 isolados e duas testemunhas, com duas repeti¢cdes
cada, em duas épocas diferentes. Trinta dias apOs o plantio, as plantas foram separadas em
raiz e parte aérea, onde a parte aérea foi seca em estufa e posteriormente foi determinado os
teores de N, P e K. O experimento mostrou que existem diferencas nutricionais da
inoculac@o de bactérias promotoras de crescimento na cultura do milho. Os isolados 711,
712, Rec 8, LGI 16b se destacaram quanto aos teores de nitrogénio, potassio e fosforo na
parte aérea do milho. A inoculacdo dos isolados de bactérias muda a relacdo N/K, N/P e

P/K na cultura do milho.

Palavras-chave: milho, bactérias, nutri¢cdo de plantas, nitrogénio, fésforo, potassio.



1. INTRODUCAO

O milho € uma graminea da familia Poaceae (Borém, 1999) e € considerada uma das
mais importantes culturas tropicais, sendo uma importante fonte de calorias para milhares
de pessoas no México, América do Sul e Central (Pedrinho et al., 2010). Esse cereal é de
suma importancia econdmica no Brasil, pois € utilizado na alimenta¢do humana, animal e
na industria, além de ser um importante produto de exportacdo (Agrianual, 2004). Esta
cultura estd entre as mais exigentes em fertilidade de solo, principalmente em relagdo ao
nitrogénio (Amado; Milniczuk; Aita, 2002; Sousa; Lobato, 2004), e tem sido identificada
como capaz de se beneficiar do processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio, em associagdo

as bactérias diazotréficas (Gomes, 2009).

Atualmente, para a producdo agricola, sdo exigidas grandes quantidades de
fertilizantes nitrogenados e fosfatados, e para a producdo dos mesmos, € exigida uma alta
quantidade de energia. Além disso, a lixiviagdo destes produtos acarreta em um elevado
impacto ambiental. Para diminuir a quantidade desses fertilizantes e otimizar alguns
processos naturais, as plantas tem suas necessidades parcialmente supridas por processos

como a fixagdo bioldgica de nitrogénio e a solubilizacdo de fosfato (Pedrinho et al., 2010).

Estudos de fixacdo bioldgica de nitrogénio em plantas ndo-leguminosas, como
milho, arroz, cana-de-acucar, banana e abacaxi, tiveram inicio na década de 1960, e
mostraram associagdes com bactérias fixadoras de nitrogénio sem a presenca de nddulos.
Nestas plantas, a coloniza¢do ocorre na superficie e/ou interior das raizes, bem como no
interior da parte aérea, por bactérias de solo, principalmente Azospirillum, Herbaspirillum e
Gluconacetobacter, que fixam nitrogénio do ar e disponibilizam as plantas (Zilli, 2007).
Além disso, essas bactérias também sdo capazes de produzir hormdnios de crescimento de
plantas, a exemplo de auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e dcido abscisico, os quais

sdo fundamentais na regulagdo do crescimento de plantas (Raven et al., 2001).

Devido a grande diversidade de bactérias benéficas as plantas, existe a necessidade
de isolamento e caracterizacao de isolados com capacidade de promover o crescimento das
plantas. Além disso, os estudos de nutri¢cdo de plantas em relacdo aos principais nutrientes
(N, P e K) sdo de grande importancia também na selecdo de isolados de bactérias. Assim, o

objetivo desse trabalho foi analisar a eficiéncia da absorcdo de nutrientes (N, K e P) por



N

plantas de milho em resposta a inoculacdo de 21 isolados de bactérias promotoras de

crescimento, sob condi¢des de casa de vegetagao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O milho (Zea mays) é a planta mais importante comercialmente com origem nas
Américas. Os primeiros registros do seu cultivo datam de cerca de 5000 anos, e acredita-se
que sua origem tenha sido no México ou sudoeste dos Estados Unidos (Godoy, 2002). E
uma planta que pertence a familia Poaceae. Pode chegar a uma altura de 2,5 metros, sendo
que a espiga costuma a nascer na metade da altura da planta. Cada espiga contém cerca de
duzentos a quatrocentos graos. Os graos sdo altamente nutritivos, ricos em carboidratos e
vitaminas E, B1 e B2, podendo ser utilizado na alimentacdo animal e humana, além de ser

utilizado na produgdo de dleo vegetal e etanol (Bergerot, 2004).

O milho € uma planta de grande importancia econOmica e € utilizada de diversas
maneiras, desde a alimentagdo humana e animal até a industria de alta tecnologia, sendo a
utilizacdo em graos para alimentacdo animal a maior parte do seu consumo, cerca de 70%.
Em algumas regides, o milho é fonte de energia e ingrediente basico na alimentacdo de
muitas pessoas, como no nordeste brasileiro. Por seus diversos usos e pelo aspecto social
que representa, o milho ¢ um dos principais produtos do setor agricola brasileiro
(EMBRAPA, 2002). A cadeia produtiva do milho ¢ uma das mais importantes no
agronegocio brasileiro, correspondendo a cerca de 37% da producdo nacional de grios.
Junto com a soja, o milho é de suma importancia para os setores avicolas e suinicolas, que

sdo setores geradores de receita para o Brasil (Caldarelli et al., 2012).

O cultivo do milho concentra-se principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil. Segundo a Conab, a drea cultivada com milho em 2012/13 foi cerca de
15.905 milhdes de hectares, e a produtividade foi de 81,344 milhdes de toneladas. O Brasil
estd em terceiro lugar na produ¢do mundial, atrds da China e Estados Unidos (USDA,

2013).

A cultura do milho remove grandes quantidades de nitrogénio do solo, o que
acarreta no uso de adubagdes nitrogenadas de cobertura para completar a quantidade
suprida pelo solo, para obtencdo de elevadas produtividades. J4 as exigéncias do milho em
fosforo sdo mais baixas em relacdo a exigéncia de nitrogénio, mas as doses recomendadas
sdo elevadas uma vez que o fésforo fica fortemente adsorvido ao solo e ndo pode ser

totalmente utilizado pela cultura. O potdssio por sua vez, depois do nitrogénio, é o elemento



mais absorvido pelo milho, porém ndo € muito translocado para os grdos, somente 30%
(EMBRAPA, 2002). Para produzir 10 toneladas de graos, o milho extrai cerca de 220 kg/ha
de nitrogénio, 45 kg/ha de fosforo e 160 kg/ha de potassio. Desse total extraido pela planta,
cerca de 85% do fésforo e 77% do nitrogénio sdo translocados para os graos (Coelho e
Franca, 1995), o que resulta em perda desses nutrientes, uma vez que ndo voltam para o
solo ao término do ciclo da cultura, o que leva a elevados custos com fertilizantes, além dos
riscos de polui¢do ambiental, especialmente em condi¢des de intensa precipitacdo e altas
doses de adubacdo. Além disso, o Brasil importa grande parte dos fertilizantes utilizados,
cerca de 73% da uréia, 100% do DAP (Di-Amonio-Fosfato) e 90% do cloreto de potdssio
(MINISTERIO DA FAZENDA, 2011).

A necessidade cada fez maior de buscar novas alternativas para otimizar o
crescimento e desenvolvimento da planta, reduzindo-se os gastos com fertilizantes e os
riscos de poluicdo ambiental. Uma dessas alternativas € a utilizacdo de bactérias
promotoras de crescimento. Em particular, a utilizacdo de bactérias diazotréficas
endofiticas apresenta um grande potencial para a reducdo da dependéncia de fertilizantes
nitrogenados (Conceicdo et al., 2009). Estudos estdo sendo realizados sobre utilizacdo de
Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP), visando melhorar o rendimento
da cultura do milho, assim como a economia de fertilizantes e reducdo de danos ao meio

ambiente.

Algumas bactérias que colonizam o interior de plantas exercendo efeitos positivos
sobre as mesmas sdo denominadas bactérias endofiticas promotoras de crescimento (Kuss
et al., 2007). Esses microrganismos entram na planta hospedeira por meio de aberturas
naturais ou injurias (Cerigioli, 2006). Essas bactérias estimulam o crescimento de plantas,
promovem a fixacdo bioldgica do N e aumentam a resisténcia a doencas (Reis et al., 2000;
Bashan et al., 2004; Sala et al., 2005). O estimulo no crescimento pode-se dar de forma
direta e indireta. De modo direto, a bactéria produz hormdnios semelhantes aos produzidos
pelas plantas, reguladores de crescimento, que estimulam o desenvolvimento das plantas,
alterando a morfologia das raizes, que possibilita a exploracdo do solo em dreas maiores,
melhorando a absor¢do de nutrientes (Bashan & Holguin, 1997; Zaied et al., 2003). Esses

hormonios podem ser o &acido 3-indolacético, AIA (Crozier et al., 1988), citocininas



(Cacciari et al., 1989), giberelinas (Bottini et al., 1989) e inddis (Radwan et al., 2002). De
forma indireta, as bactérias reduzem a populagdo de microrganismos patogénicos as plantas
por meio da producdo de substancias antagbnicas a estes (producdo de sideréforos ou
antibidticos), realizando assim um controle biol6gico (Hallmann et al., 1997; Asghar et al.,
2002). Além disso, algumas dessas bactérias possuem a capacidade de melhorar a
disponibilizacdo de nutrientes para as plantas aumentando sua absorc¢do pelas raizes

(Hallmann et al. 1997; Lazarovits & Nowak, 1997).

Em relacdo ao nitrogénio, apenas algumas espécies de microrganismos possuem o
complexo enzimdtico nitrogenase, capaz de transformar o N atmosférico pouco reativo em
amonia, que € posteriormente assimilada em aminodcidos e proteinas. Esse processo é
entdo denominado fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (Neves e Rumjanek, 1998). O
complexo enzimdtico nitrogenase é formado basicamente por duas metaloproteinas, a ferro
proteina e a molibdénio-ferro proteina, que catalisam, na presenca de ATP, a reducdo do
nitrogénio atmosférico a amoénia (Kim e Rees, 1994; Burris, 1991). A reducdo do N,
atmosférico pela nitrogenase envolve as reacdes de redugcdo da ferro proteina por
transportadores de elétrons; transferéncia de elétrons da ferro proteina para a molibdénio-
ferro proteina na presenca de ATP e a transferéncia de elétrons utilizados para reduzir N, e

H" a NH; e Hy, segundo a reagio:
N>+ 8H + 8¢ + 16 ATP => 2NH3 + H, + 16ADP + 16Pi  (Nogueira et al., 2012).

Apesar da grande quantidade de N, na atmosfera, os organismos eucariotos (plantas
e animais) ndo conseguem converter ou reduzir enzimaticamente o nitrogénio atmosférico
em amonia, somente uma pequena quantidade de organismos procariotos consegue essa
transformacdo, podendo entdo o nitrogénio ser incorporado, na forma de amonia, para o
crescimento e manutencdo das células. Estes organismos que conseguem fixar o nitrogénio
sao denominados diazotréficos (Baldani et al., 1999). Reis et al. (2000) e Riggs et al.(2001)
relatam que bactérias diazotroficas endofiticas tém sido isoladas de vérias espécies de
gramineas e segundo Chelius & Triplett (2001), uma grande diversidade dessas bactérias

colonizam plantas de milho.



Espécies dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter,
Burkholderia e Azoarcus, possuem elevado potencial de fixacdo de nitrogénio (Dobereiner,
1992; Yamada et al., 1997; Baldani, 1996; Reinhold-Hurek, et al., 1993) e sdo os mais
encontrados em milho, tanto no interior quanto no exterior das plantas. Estudos indicando a
associacdo de bactérias diazotroficas com plantas da familia Poaceae tiveram inicio na

década de 50 com contribuicdes de pesquisadores brasileiros (Dobereiner, 1959).

Além da fixagdo bioldgica de nitrogénio, as bactérias também auxiliam no crescimento das
plantas por meio da solubilizacdo de fosfato. O fosforo € um nutriente muito importante no
metabolismo das plantas, pois € constituinte dos dcidos nucleicos, fosfolipidios e

armazenamento e transferéncia de energia na planta na forma de ATP (Fornasieri, 1992).

As maiores reservas de fosforo estdo nas rochas e outros minerais primarios
formados durante a era geolégica (Rodriguez e Fraga, 1999). E abundante nos solos na
forma orginica e inorginica, sendo na forma orgdnica componente de proteinas,
aminodcidos e 4cidos graxos, que devem ser mineralizados para absorcdo pelas plantas
(Fornasieri, 1992; Rodriguez e Fraga, 1999). Apesar de sua abundancia nos solos, o fésforo
forma compostos insoliveis com aluminio, ferro e matéria organica em solos dcidos, e
forma reserva soluvel ligado ao cédlcio e magnésio em solos alcalinos. Portanto, mesmo
presente em grandes quantidades no solo, o fosforo se encontra de forma indisponivel para
absorcdo das plantas (Lopez-Bucio et al., 2002). Devido as frequentes adubacdes com
fertilizantes fosfatados, os solos agricolas contém grande quantidade de f6sforo acumulado,
porém indisponivel para as plantas (Rodriguez e Fraga, 1999). Uma solu¢do para aproveitar

esse fosfato de rochas seria a utilizacdo de processos microbiolégicos (Zapata e Amann,

1995).

Virios estudos tém sido feitos para examinar a habilidade de diversas espécies
bacterianas em solubilizar compostos de fosfato inorganico, entre os géneros com essa
capacidade estdo Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter,
Agrobacterium, Microccocus, Flavobacterium e Erwinia (Rodriguez e Fraga, 1999). Um
género muito estudado é o Azospirillum, que segundo Schloter & Hartmann (1998), libera
hormdnios semelhantes aos produzidos pelas plantas, promove o aumento na absor¢do de

nutrientes e € diazotréfico, o que causa um aumento no crescimento das plantas. O género



Azospirillum representa um grupo predominante nos endofitos facultativos, ou seja,
colonizam tanto o interior quanto a superficie das raizes de gramineas forrageiras e cereais
(DOBEREINER; BALDANI, 1992). E um género de distribui¢io ecoldgica bastante
ampla, colonizando plantas crescidas em diferentes habitats (DOBEREINER et al., 1976;
MAGALHAES et al., 1979; FREITAS et al., 1981; DOBEREINER; PEDROSA, 1987).

Diferentes espécies de Azozpirillum colonizam diferentes espécies de plantas,
Azospirillum brasiliense ocorre associado a trigo, cevada, aveia, arroz € centeio
(Dobereiner; De-Polli, 1980; Rocha; Baldani; Dobereiner, 1981), ja Azospirillum
canadense sp., foi isolado da rizosfera de milho no Canadd, e além de realizar a fixagdo

bioldgica de nitrogénio, produz AIA (Mehnaz; Weselowski; Lazarovits, 2007).

Essas bactérias quando associadas a gramineas garantem aumentos de 5 a 30% na
producdo (Baldani et al., 1983; Okon; Labandera-Gonzalez, 1994). Muifioz-Garcia et al.
(1991) constataram que a inoculacdo de sementes de milho com Azospirillum brasiliense

aumentou a matéria seca de raizes de 54 a 86% e de 23 a 64% no peso seco da parte aérea.

O género Herbaspirillum é composto por bactérias endofiticas, algumas fixadoras
de N, produtoras de hormonios semelhantes aos produzidos pelas plantas, que coloniza o
tecido de diversas espécies, principalmente gramineas, como milho, sorgo e arroz
(BALDANTI et al.,, 1986; BODDEY et al.,, 1995; OLIVARES et al., 1996).A primeira
espécie identificada foi o Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al., 1986), posteriormente
foram incluidos outros membros ao género, como Herbaspirillum rubrisubalbicans
(Baldani et al., 1996), Herbaspirillum frisingense (Kirchhof et al., 2001) e Herbaspirillum
lusitanum (Valverde et al., 2003).A coloniza¢do de gramineas por esse género ocorre por
meio da adesdo da bactéria a superficie da planta, seguida de proliferacdo principalmente de
raizes secunddrias e ferimentos. Uma vez no interior da planta, elas podem espalhar-se por
todos os tecidos, via xilema (RONCATO-MACCARI et al., 2003; HUREK et al., 1994,
JAMES; OLIVARES, 1998). Herbaspirillum rubrisubalbicans tem sido encontrada em
associacdo com cana-de-acucar (Olivares et al., 1996) e em capim elefante (Reis et al.,
2000), abacaxi e banana (Cruz et al., 2001). Bastidn et al. (1998) constataram a presenca de
AIA e giberelinas em culturas de Herbaspirillum seropedicae, e Radwan et al. (2002)

constataram a producdo de inddis por estirpes de Herbaspirillum.



O género Burkholderia é constituido por 37 espécies, sendo somente 9 capazes de
fixar N atmosférico. Apresentam ampla distribuicdo, se associando com plantas ndo
leguminosas e formando nédulos em leguminosas (GOMES, 2009). A inocula¢do de
Burkholderia brasiliensis em plantas de arroz aumentou em 69% a biomassa da planta e

também contribuiu com 31% no nitrogénio total (Baldani et al., 2000).

As bactérias promotoras de crescimento em plantas,sejam elas diazotroficas,
solubilizadoras de fosfato e/ou produtoras de hormodnios de crescimento, demonstram
grande potencial em reduzir a dependéncia de fertilizantes sintéticos, que podem
comprometer a qualidade da dgua e do ar quando usados de maneira inadequada. Além
disso, as bactérias promotoras de crescimento podem melhorar a absorcdo de nutrientes

pelas plantas, aumentando a biomassa vegetal e ganhos nutricionais das plantas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1-LOCALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado em duas épocas, sendo a primeira de Setembro de 2010
a fevereiro de 2011 e a segunda em marco de 2011, no laboratério de Fitopatologia
(LAFIP) e na casa de vegetacdo da Universidade Federal de Uberlandia. O mesmo
procedimento utilizado para obtenc¢do, cultivo e instalacdo dos experimentos foi realizado

nas duas épocas.

3.2-OBTENCAO DOS ISOLADOS

De um total de 50 isolados, 21 foram escolhidos para inoculagdo nas sementes de
milho, sendo que alguns destes foram fornecidos pela Embrapa e outros faziam parte da
colecdo do Laboratério de Microbiologia Agricola no Instituto de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal de Uberlandia.

3.3-0S ISOLADOS

Os isolados utilizados foram: 711, 705, LGI-P 08, 704, 704 B, 710, AZOS, 712,
LGI16, 706, 706B, NOVO 09, NOVO 04, REC14, REC8, 708, P.FLUO do Laboratério de
Microbiologia Agricola do ICIAG, e BR11001, BR11140, BR11192, BR11175 da
Embrapa (Agrobiologia). Os isolados das culturas puras foram transferidos para eppendorfs
contendo meio liquido DYGS e depois incubados na DBO a 32° C por 48 horas. Apés esse

periodo, os isolados foram armazenados no refrigerador para conservagao.

3.4-INSTALACAO DO PROJETO NA CASA DE VEGETACAO

Em 23 copos descartdveis, foram colocadas 5 sementes de milho (lavadas para
retirar o fungicida) em cada copo. Os copos foram numerados de 1 a 23, representando os
21 isolados (os nimeros 22 e 23 representam o controle). A solug¢do de sacarose (10 g de
sacarose; 100 mL de dgua destilada) foi preparada com o intuito de auxiliar o crescimento
dos isolados, sendo colocados 5 mL de sacarose em cada copo descartdvel. Depois, foram
colocados 2 mL de cada isolado em seu respectivo copo, sendo que os copos 22 e 23 ndo

receberam nenhum isolado, pois representam os tratamentos controle.



O solo foi coletado em novembro de 2010 na fazenda Capim Branco da
Universidade Federal de Uberlandia, no periodo da manhd. Na drea da coleta havia
plantacdo de milho anteriormente e também havia sido feito a correcdo do solo com
calcério. O solo foi peneirado e distribuido em 46 vasos com 1 kg de solo em cada vaso.
Para cada tratamento foi utilizado duas repeticdes. Em cada vaso foi adicionado uma
solucdo de KH,PO, (31,58 g de KH,PO,4 em 4,8 L de dgua destilada) para nutricdo do solo,
exceto para o tratamento controle (sem adicdo de nutriente). Cada vaso foi irrigado com
100 mL da solugdo. Nos experimentos, um outro tratamento controle com adi¢do da

solucdo de fosfato de potdssio foi usado, porém sem isolados.

As sementes de milho inoculada com isolados e as sem inoculacdo foram plantas a 2
cm de profundidade no vaso. Cada vaso foi plantada 5 sementes. A distribuicdo das
sementes foi feita de acordo com a numeracdo dos copos correspondentes a cada vaso. As
sementes foram plantadas dia 10 de fevereiro de 2011 na primeira época, e dia 18 de marco
de 2011 na segunda época, sendo regadas duas vezes ao dia. Apdés 10 dias, foram
arrancadas as duas plantas que apresentavam menores portes, sendo deixadas 3 plantas por

vaso.

As plantas foram cultivadas por 30 dias, e apds esse periodo foram arrancadas,
sendo separadas a parte aérea das raizes. A parte drea foi seca em estufa de ventilacio
forcada a 60°C por 48h. Apés, a massa seca foi pesada em balanga de precisdo. A massa
seca foi triturada em moinho de aco inox e, em seguida, as andlises de teores de N, K e P
foram realizadas conforme descrito por Tedesco et al. (1995). Os valores de nutrientes

foram expresse em miligrama por grama de massa seca da parte area do milho.

3.5-ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia tendo como fontes de
variagdo os tratamentos e época do ensaio experimental (Ver anexos) e as médias foram

comparadas pelo Teste T-Student a 5 % de significancia.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-TEORES DE NUTRIENTE NA PARTE AEREA DO MILHO

Os resultados mostram que ouve diferenga no teor de N (mg N/g MS) em resposta a
inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento (figura 1). O tratamento controle sem
nutriente apresentou altos teores de N. O isolado 711 se se destacou em relacdo aos demais
isolados, com valores semelhantes ao controle 2. Os isolados 704, Rec 14b, BR11080 e 705
apresentaram os menores teores de N, sendo inclusive diferentes dos teores de N nas
plantas inoculadas com os isolados 712, Rec 8, LGI 16B, BR11192, 714 B, BR11140. Isso
pode ter ocorrido devido a uma competi¢cdo das bactérias com a planta pelo nitrogénio ou as
bactérias precisam de mais nitrogénio no solo para realizar a fixa¢gdo com mais eficiéncia.
No controle 2 pode ter ocorrido um menor crescimento da planta, sendo suas células

menores, concentrando mais o teor de nitrogénio.
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Figura 1- Teor de nitrogénio na parte aérea do milho em resposta a inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento.

Letras diferentes entre isolados indicam diferencga pelo Teste T a 5% de probabilidade.

Os efeitos da inoculac@o de bactérias diazotrdficas t€m sido avaliados em muitos
trabalhos e mostram que a inoculacdo depende de vdrios fatores, incluindo tipo de solo
usado nos ensaios. Ferreira et al. (2013) observaram aumentos significativos da massa seca

de plantas de milho inoculadas com Azospirillum brasilense em dois tipos de solo e que a



resposta depende também da adi¢do de macro e micronutrientes. Guimaraes et al. (2003)
ndo observaram diferencgas significativas no N-total em plantas de arroz inoculadas com
bactérias diazotréficas aos 40 dias apds o transplantio. Diferencas sé foram observadas a
partir de 70 dias apds o transplantio. Canuto et al. (2003) observaram que plantas de cana
inoculadas com bactérias diazotréficas endofiticas, apos 180 dias de crescimento em vasos,
apresentaram maior teor de N nos tecidos. Hungria et al. (2010) observaram um aumento

nos teores de N tanto na parte aérea das plantas quanto nos graos.

A figura 2 mostra que houve um aumento significativo nos teores de P na parte
aérea quando da inoculacdo de 8 isolados, com destaque para os isolados P. FLUO e
BR11080 em relagdo aos controles. Isso mostra que os isolados se diferenciam quanto a
absorc¢do e valor nutricional de P na cultura do milho. O P interfere em diversos processos
metabdlicos das plantas, como a fotossintese, respiracdo, armazenamento e transferéncia de
energia, divisdo celular, entre outros, € um elemento indispensdvel para o crescimento e
producdo vegetal. Como o fésforo é um nutriente pouco mével no solo por estar
firmemente retido, ¢ de fundamental importancia o estudo de bactérias que promovam sua

solubilizacdo para melhor aproveitamento pelas plantas.
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Figura 2- Teor de fésforo na parte aérea do milho em resposta a inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento.

Letras diferentes entre isolados indicam diferenga pelo Teste T a 5% de probabilidade.

Dados de literatura mostram que as plantas cultivadas tém diferentes respostas a

inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento. Pedrinho et al. (2010) observaram que



27 isolados de bactérias diazotrdficas obtidas das raizes de plantas de milho sadias tinham a
capacidade de solubilizar fosfato. Barretti et al. (2008) observaram que plantas de tomate
inoculadas com bactérias endofiticas apresentaram um aumento dos teores de P na parte

aérea das plantas.

Em relagdo aos teores de K, dois isolados de bactérias promotoras de crescimento
(711 e BR11140) se destacaram em relacdo aos controles (1 e 2) (Figura 3). Apesar de nio
ser um elemento constituinte de nenhuma molécula orginica no vegetal, o potdssio
contribui em vdrias atividades bioquimicas, sendo um importante ativador de enzimas,
regulador da pressdo osmotica (entrada e saida de dgua da célula) e abertura e fechamento

de estdmatos. E importante também na fotossintese, na formacao de frutos e resisténcia a

doencas e ao frio.
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Figura 3- Teor de potdssio na parte aérea do milho em resposta a inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento.
Letras diferentes entre isolados indicam diferenga pelo Teste T a 5% de probabilidade.

Barretti et al. (2008) observaram que plantas de tomate inoculadas com bactérias
endofiticas apresentaram aumento nos teores de potdssio na parte aérea das plantas.Hungria
et al. (2010) também observaram aumento nos teores de potdssio na parte aérea do milho e

nos graos.



4.2- RELACAO NUTRICIONAL ENTRE OS NUTRIENTES

Os resultados mostram que a relacdo N/K foi alterada sob as condi¢des do
experimento realizado (Figura 4). O controle 2, sem adi¢do de nutriente, apresentou uma
maior relagdo N/K. Houve diferenca significativa nos teores de N/K entre os isolados,
sendo que os isolados 712, Rec 8, 704 B e 711 se destacaram em relagcdo a 4 isolados de

menores médias da relacao N/K (Figura 4).
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Figura 4- Relac@o dos teores de nitrogénio e potdssio na parte aérea do milho em resposta a inoculagdo de bactérias

promotoras de crescimento. Letras diferentes entre isolados indicam diferenca pelo Teste T a 5% de probabilidade.
Novamente o controle 2 apresentou altos valores da relacio N/P, com valores 2,49
vezes maiores em relacdo aos demais tratamentos. Nesta relacdo observou-se um destaque

com a inocula¢do dos isolados Rec 8, BR11192 e LGI 16b, quando comparado com os

valores de BR11080, Rec 14b e 705 (Figura 5).
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Figura 5- Relagdo dos teores de nitrogénio e fésforo na parte aérea do milho em resposta a inoculagido de bactérias

promotoras de crescimento. Letras diferentes entre isolados indicam diferenca pelo Teste T a 5% de probabilidade.

Os valores da relagdo P/K foram os menores comparados as outras duas relagdes,
mostrando que existe uma grande quantidade de potdssio em relacdo aos teores de P (figura
6). Os isolados P. FLUO e NOVO 09 tiveram um aumento significativo da relagdao P/K.
Isso mostra que ouve um aumento da absor¢do de P por unidade de K na parte aérea das

plantas.
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Figura 6- Relacdo dos teores de fésforo e potdssio na parte aérea do milho em resposta a inoculagdo de bactérias

promotoras de crescimento. Letras diferentes entre isolados indicam diferenca pelo Teste T a 5% de probabilidade



Essas relacdes sdo importantes para o conhecimento da interacdo entre os nutrientes
e para observacdo da interferéncia dos isolados sobre essas relacdes nutricionais. Observa-
se que quando na presenga de isolados que obtiveram resultados positivos quanto ao
aumento nos teores dos nutrientes na parte aérea, tem-se uma relacdo entre os nutrientes

maior, como € o caso do isolado 711 por exemplo.



5. CONCLUSOES

I- O experimento mostrou que existem diferencas nutricionais da inoculagcdo de
bactérias promotoras de crescimento na cultura do milho.

2- Os isolados 711, 712, Rec 8, LGI 16b se destacaram quanto aos teores de
nitrogénio, potdssio e fosforo na parte aérea do milho.

3- A inoculagdo dos isolados de bactérias muda a relacdo N/K, N/P e P/K na cultura do

milho.
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Anexos

Variavel analisada: Nitrogénio Parte Aérea

Opcao de transformacdo: Varidvel sem transformacao (Y)

Tabela de Analise de Variincia

FV GL SQ QoM Fc Pr>Fc
TRAT 22 471.205571 | 21.418435 2.150 0.0086
BLOCO 1 186.811800 | 186.811800 | 18.757 0.0001
ERRO 68 677.269212 | 9.959841
Total corrigido | 91 1335.286583
CV (%) 28.70
Média geral 10.9967174 | Niimero de observacoes 92
Variavel analisada: Potassio Parte Aérea

Opcao de transformacdo: Varidvel sem transformacao (Y)

Tabela de Analise de Variancia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 22 1755.707916 | 79.804905 2.967 0.0003
BLOCO 1 1360.430227 | 1360.430227 | 50.579 0.0000
ERRO 68 1829.006658 | 26.897157
Total corrigido | 91 4945.144801
CV (%) 11.14
Média geral  46.5715326 | Ntimero de observacoes 92

Variavel analisada: Potassio Parte Aérea

Opcao de transformacdo: Varidvel sem transformacao (Y)

Tabela de Analise de Variancia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 22 18.249062 0.829503 3.709 0.0000
BLOCO 1 6.747903 6.747903 30.176 0.0000
ERRO 68 15.206199 0.223621
Total corrigido | 91 40.203163
CV (%) 19.12
Média geral  2.4726957 | Ntimero de observacoes 92




Variavel analisada: Nitrogénio/Potassio (N/K) Parte Aérea

Opcao de transformacdo: Varidvel sem transformacao (Y)

Tabela de Analise de Variincia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 22 0.501901 0.022814 5.859 0.0000
BLOCO 1 0.002162 0.002162 0.555 0.4587
ERRO 68 0.264769 0.003894
Total corrigido | 91 0.768832
CV (%) 26.00
Média geral  0.2399565 | Numero de observacoes 92
Variavel analisada: Nitrogénio/Fosforo (N/P) Parte Aérea
Opcao de transformacdo: Varidvel sem transformacao (Y)

Tabela de Analise de Variancia
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 22 565.801018 | 25.718228 6.618 0.0000
BLOCO 1 110.343152 | 110.343152 | 28.394 0.0000
ERRO 68 264.259591 | 3.886170
Total corrigido | 91 940.403762
CV (%) 38.91
Média geral  5.0658152 | Niimero de observacées 92
Variavel analisada: Fosforo/Potassio (P/K) Parte Aérea
Opcao de transformacdo: Varidvel sem transformacao (Y)

Tabela de Analise de Variancia
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 22 0.003993 0.000181 1.482 0.1110
BLOCO 1 0.009957 0.009957 81.292 0.0000
ERRO 68 0.008329 0.000122
Total corrigido | 91 0.022278
CV (%) 20.46
Média geral  0.0540837 | Numero de observacoes 92




