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RESUMO

O uso de micro-organimos, principalmente, as bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV) ¢ uma alternativa viavel para uma produgdo agricola mais sustentavel e
equilibrada sem diminuir os niveis de producao e tecnologicos ja alcangados. O trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento em plantas de milho, submetidas a duas formas diferentes de inoculagao
nas sementes. O ensaio foi realizado em casa de vegetagdo com oito tratamentos e
quatro repeti¢cdes. Foram utilizados trés isolados de BPCV, sendo estes 710, Rec 14b e
BR11080, ¢ a combinagdo entre eles para compor os tratamentos. Os modos de
inoculacdo consistiram em colocar as sementes viaveis diretamente em contanto com o
indculo (modo 1) e outra forma inoculando-se sementes ndo-vidveis que foram
colocadas logo abaixo da semente de milho vidvel no momento da semeadura (modo 2),
totalizando 64 unidades experimentais. Foram avaliados a massa seca da parte aérea e
de raiz das plantas de milho, além da analise nutricional das folhas para quantificar o
teor dos nutrientes nitrogénio, fosforo, potassio, calcio e magnésio. Houve diferencas
significativas entre os tratamentos e também entre as duas formas de inoculacdo, sendo
que o modo 2 de inoculagdao permitiu maior produgdo de massa seca € maior absorgao
de fosforo, potdssio, calcio e magnésio nas plantas quando inoculadas com os
tratamentos compostos pelos isolados 710 ¢ BR11080. O tratamento composto pela
combinagdo entre os isolados BR11080 + Rec 14b demonstrou melhores médias para
absor¢do de potassio, calcio e magnésio quando inoculado diretamente nas sementes.
Concluiu-se que a resposta da planta a associagdo com micro-organismos pode ser
influenciada pelo modo de inoculagdo utilizado e que a combinagdo de isolados de
BPCV nao resultou em aumentos significativos na resposta fisioldgica e nutricional da
cultura quando comparado com a inoculagdo de apenas um isolado na semente.

Palavras-chave: Zea mays, bactérias, endofiticos, Azospirillum.
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1. INTRODUCAO

A populacdo mundial vem aumentando cada vez mais e a preocupagdo com a
oferta de alimentos também ¢ crescente. Devido a inexisténcia de um potencial para a
expansao de areas de terras agricultaveis, a busca pelo aumento da produtividade deve
ser incessante. Essa busca deve visar ndo somente o aspecto quantitativo, mas também a
qualidade do produto final, a viabilidade do custo dos investimentos e que
simultaneamente, conservem os recursos naturais e fornecam produtos mais saudaveis.
Para isso, ¢ preciso mudar algumas atitudes e investir em agdes que ajudem na produgao

sem comprometer os niveis tecnoldgicos ja alcancados.

As alternativas para a otimizacdo da produgdo sdo diversas, relacionando varios
fatores desde o potencial genético da planta ao manejo adequado do solo. O uso de
micro-organismos benéficos tem sido uma alternativa tecnoldgica importante,
principalmente nos tropicos a exemplo do cerrado brasileiro. Varios estudos tém sido
realizados com bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) devido aos
efeitos benéficos destes micro-organismos sobre a resposta fisioldgica e nutricional em
plantas cultivadas (BASHAN E HOLGUIN, 1997, COMPANT et al., 2010;
FERREIRA et al, 2013,).

As BPCP s3o micro-organismos encontrados livres no solo ou em associa¢dao
simbiotica ou assimbiotica com as raizes das plantas. As BPCP podem ser endofiticas,
as quais sdo encontradas no interior das plantas sem causar qualquer dano aparente ao
seu hospedeiro (AZEVEDO, 2000), de rizosfera e de rizoplano. As endofiticas podem
desenvolver uma associagao simbidtica mais especializada como a formacao de ndédulos
nas leguminosas e, outras, podem estar distribuidas em todo o tecido celular das raizes
das plantas. Este tipo de associag@o assimbidtica pode levar uma colonizag¢do de baixo
custo energético para o hospedeiro e com ganhos importantes na indugdo de resisténcia

a patdgenos e producao de hormodnios para o crescimento radicular.

Quando em associagdo, as bactérias promovem um aumento substancial da area
da raiz, gerando beneficios para a cultura que terd maior eficiéncia na absorcdo de agua
do solo, além de maior disponibilidade de macro e micronutrientes as plantas

(SILVEIRA, 2008).



O Azospirillum ¢ um género considerado diazotrofico, ou seja, realiza processos
de fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (BALDANI et al., 1997). As principais
espécies atualmente estudadas desse gé€nero sdo: A. brasilense, A. amazonense e A.
lipoferum (CARDOSO et al., 2010), sendo que os isolados de A. lipoferum apresentam
maior afinidade por plantas com via fotossintética C4, como o milho (BRASIL et al.

2005).

O milho ¢ um cereal muito consumido pela populacdo e de grande importancia
para o agronegocio brasileiro. O Brasil se destaca como um dos principais paises
produtores deste cereal, considerado o terceiro maior produtor mundial (FAO, 2017).
Esta cultura além de apresentar grande importdncia socioecondmica ¢ de extensa

diversidade de uso, podendo ser empregado em grande nimero de subprodutos.

Sua produtividade se relaciona de forma direta com o potencial genético da
semente, as condi¢des edafoclimaticas e a disponibilidade de nutrientes. O nitrogénio
(N) caracteriza-se como o nutriente exigido em maior quantidade, podendo onerar muito
o custo de producdo e se tornar um fator limitante para grandes produgdes

(FORNASIERI FILHO, 2007; FARINELLI et al., 2010).

A inoculacdo de bactérias nas plantas ¢ capaz de gerar economia na adubagdo
(MULLER, 2013), relaciona-se com solubilizagio de fosfatos, produg¢io de fitormonios
(BASHAN E HOLGUIN, 1997) e aumento da absor¢do de nutrientes minerais e agua.
Diante deste cendrio, o uso de micro-organismos benéficos, principalmente os capazes
de fixar o nitrogénio atmosférico, se mostra como uma chave para o aumento da
produtividade. Sendo assim, a proposta deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculacao
de bactérias promotoras de crescimento em plantas de milho submetidas a duas formas

de diferentes de inoculagao na semente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Aspectos gerais da cultura do milho

O milho (Zea mays L.) ¢ uma graminea botanicamente classificada como reino
Plantae, divisdo Anthophta, classe Monocotiledonea, ordem Poales, familia Poaceae,
género Zea, espécie Zea mays. E uma cultura explorada e domesticada desde os
primoérdios da agricultura e estd presente na cultura de importantes civilizagcdes. Todas
as evidéncias cientificas levam a crer que seja uma planta de origem mexicana, visto
que a sua domesticagdo comegou 7.500 a 12.000 anos atras na area central da
Mesoamérica e ¢ onde se encontram seus parentes selvagens mais proximos (Teosinto e

Tripsacum).

E uma planta C4 extremamente eficiente na conversio de dioxido de carbono
(CO,). Caracteriza-se como aldogoma, mondica e apresenta uma inflorescéncia
masculina (penddo) e uma feminina (espiga) em diferentes locais da planta (GALVAO
et al., 2015). O ciclo da cultura pode variar bastante, devido principalmente a grande
evolucdo e adaptacdo que esta cultura foi submetida ao longo dos anos. Porém, o ciclo
da maioria dos cultivares varia entre 105 e 180 dias, periodo compreendido entre a

semeadura e a colheita.

Como descrito por Alves (2007), nas condigdes em que o milho ¢ cultivado no
Brasil, o plantio pode ocorrer praticamente durante o ano todo. Dessa forma,
denominou-se a cultura de acordo com a época de plantio: milho safra ou primeira safra,
plantado de agosto a dezembro; e milho safrinha ou segunda safra, plantado de janeiro a
maio. No entanto, o periodo mais expressivo para o plantio ocorre na safra, mas o milho
safrinha vem ganhando espaco como alternativa viavel de atividade econdmica e de

produto para consumo no periodo de outono-inverno.

De acordo com Ritchie et al. (1993) todas as plantas normais de milho seguem
um mesmo padrdo geral de desenvolvimento, mas os intervalos de tempo especificos
entre os estddios e os nimeros totais de folhas desenvolvidas podem variar entre
diferentes hibridos, estagdes do ano, datas de plantio e locais. Sendo assim, o
crescimento de uma planta de milho ¢ divido em dois grandes estagios, o vegetativo e o
reprodutivo. Durante o estdgio vegetativo, ocorre o desenvolvimento da planta e a

defini¢do do potencial produtivo teodrico. Durante o estdgio reprodutivo, ocorre o
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desenvolvimento da espiga e finalizacdo do ciclo com a maturidade fisiologica da

semente.

O milho ¢ atualmente a segunda cultura mais importante na agricultura
brasileira, atrds apenas da cultura da soja. No ano agricola de 2016/2017, a produgao de
graos alcancou 39% da produgdo total de graos do pais (CONAB, 2017). Entretanto,
praticamente toda a producao de milho brasileira ¢ consumida internamente, diferente
da cultura da soja, que concentra sua comercializagdo em mercados externos (ALVES,
2007). A maior parte da produgdo de graos brasileira ¢ destinada a alimentacao animal

de suinos, aves e o rebanho bovino.

No cenario mundial, este cereal destaca-se como o grdo mais produzido no
mundo, com produc¢do aproximada de 1 bilhdo de toneladas. Sendo que EUA, China e
Brasil sdo os principais produtores do cereal. Porém, apesar de estar entre os trés
maiores produtores, o Brasil ndo se destaca entre os paises com maior produtividade.
No ano agricola 2016/2017 a 4rea nacional destinada a lavouras de milho foi de 16.084
milhdes de hectares com uma produgdo de 83.818 milhdes de toneladas de grados
(CONAB, 2017). Para a safra de 2018, estima-se uma produtividade de 10,62 toneladas

por hectare em uma area de aproximadamente 17 milhdes de hectares (CONAB, 2017).

A baixa producao se justifica principalmente pelo fato da cultura estar inserida
na cadeia produtiva de pequenos agricultores e agricultura familiar. Grande parte destes
produtores utilizam um baixo nivel de tecnologia, ndo possuem grandes extensdes de
terras e cultivam para subsisténcia comercializando o excedente. Desta forma, a geragdo
de tecnologias pelos orgdos de fomento deve levar em consideragdo ndo apenas a
otimizagcdo do processo produtivo em sistemas com elevada aplicagdo de tecnologia,
mas também favorecer alternativa de cultivo sob baixa tecnologia, evidenciando
principalmente o fato de o milho ser uma cultura que gera empregos no setor agricola e
ter grande importancia pela utilizagdo na industria e alimentacdo humana e de animais

(PEDRINHO, 2009; ALVES, 2007).

2.2.  Agricultura e alternativas para diminuigdo do uso de defensivos agricolas

A histéria e evolucao da agricultura se caracterizam por constantes desafios,

tanto de restricdes para a expansao de terras e o aumento de sua produtividade como de
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atendimento a demanda do consumo (SILVA et al. 2011). Segundo estimativas da
Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), até 2050, a
populacdo devera se estabilizar em torno de 9,3 bilhdes de habitantes. Para alimentar

essa populagdo, a producao de alimentos deverd aumentar em 70% (FAO, 2016).

O Brasil ¢ um pais com vocagdo natural para o agronegocio devido as suas
caracteristicas e diversidades. Atualmente, o pais exerce um importante papel na
producao de alimentos, sendo o terceiro maior exportador mundial (OMC, 2017). Em
contrapartida, o Brasil também se encontra entre os maiores consumidores mundiais de
defensivos agricolas, sendo responsavel por um quinto do consumo mundial destes

insumos (ANVISA, 2017).

No atual cenario onde a sociedade apresenta uma preocupacao crescente com a
preservagdo e a conservagdo ambiental, além da maior conscientizacdo das pessoas ao
risco de produtos fitossanitarios para a saude e ambiente, o desafio de atender ao
crescimento da demanda mundial por alimentos também enfrentard pressoes crescentes

para a reducdo de seu impacto ambiental (SILVA et al. 2011).

Sendo assim, varias alternativas para uma agricultura mais sustentavel podem
ser adotadas, como praticas conservacionistas de preparo do solo, rotagdes de culturas,
consoércios, controle biologico de pragas e a utilizagdo de micro-organismos
(OLIVEIRA et al. 2003) que atuam como promotores do crescimento vegetal e agentes
de biocontrole. Sendo que este ultimo representa uma opgdo viavel, efetivando
processos biologicos no sistema solo/planta e contribuindo para que ocorra diminui¢ao
da dependéncia do uso de insumos, visando uma tendéncia para o desenvolvimento da

agricultura equilibrada com o meio ambiente (DASTAGER et al., 2011).

2.3.  Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal

Os micro-organismos € as plantas participam de um ecossistema complexo, no
qual diferentes ambientes sdo explorados por uma extensa variedade de seres vivos,
dentre eles, as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCP) (CORDEIRO,
2017). Este grupo de bactérias compreende micro-organismos benéficos para as plantas
e com capacidade de colonizar a superficie das raizes e folhas, a regido da rizosfera e

filosfera e ainda tecidos internos das plantas (HUNGRIA, 2010).
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Na década de 80, estudos pioneiros comprovaram os efeitos benéficos das BPCP
em relacdo a disponibilizacdo de nitrogénio que algumas espécies de plantas (como
milho, trigo, arroz, cana-de-agucar) podem obter quanto associadas a esses micro-
organismos (BODDEY E DOBEREINER, 1988). Desde entdo, intensificaram-se as
pesquisas com estes tipos de organismos principalmente com a finalidade de

incrementar produtividade as culturas de interesse agricola.

As BPCP desempenham papel relevante no funcionamento das plantas e tanto
mecanismos diretos como indiretos de promog¢ao do crescimento podem ocorrer nos
sistemas naturais. Em relagdo aos mecanismos de agdo direta relacionados as BPCP,
estd a capacidade das mesmas em fixar o nitrogénio atmosférico (ZAHRAN, 2001),
produzir ou alterar as concentragdes de fitohormonios, tais como auxinas, citocininas,
giberelinas (TIEN et al., 1979; VACHERON et al., 2013) e etileno (GLICK et al.,
1995), solubilizar fosfatos (RODRIGUEZ et al., 2006), produzir sider6foros e acelerar
os processos de mineralizagdo (OLIVEIRA et al. 2003). Indiretamente, os mecanismos
de agdo incluem a capacidade de inducao de resisténcia sist€émica na planta hospedeira
(VAN LOON, 2007), producao de antibidticos e antagonismo a fitopatogenos, entre

outros fatores.

A especificidade da interacao entre as BPCP e as plantas varia de acordo com as
caracteristicas genéticas das espécies envolvidas. Além disso, a eficiéncia destes micro-
organismos pode ser influenciada por outros fatores, como a quantidade e qualidade dos
micro-organismos inoculados, o método usado para inoculagdo, a estirpe bacteriana, a
fase de desenvolvimento da cultura no ato da inoculagdo, as condi¢des edafoclimaticas,
interagdes com a microbiota nativa, a fitossanidade das plantas, adi¢do inadequada de
nutrientes no solo através da fertilizagdo e muitos outros (MELNICK et al., 2008;

MATSUMURA et al., 2015; CORDEIRO, 2017).

As bactérias promotoras de crescimento podem ser classificadas como epifiticas
ou endofiticas de acordo com o local em que se estabelece a colonizacdo na planta.
Sendo que o primeiro abrange micro-organismos que colonizam a superficie externa do
vegetal (rizoplano ou filoplano), em quanto que o segundo caracteriza os que habitam o
interior dos tecidos (HALLMANN et al., 1997). Muito embora, determinadas
populagdes bacterianas podem oscilar entre endofiticas e epifiticas (CORDEIRO, 2017)
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ou ainda se apresentarem como habitantes apenas da rizosfera, que corresponde a regiao

do solo diretamente influenciada pela presenga das raizes (JESUS, 2013).

Resultados demonstrando a eficiéncia desses microrganismos ja foram relatados
para alguns géneros como: Azotobacter, Clostridium, Azospirillum, Herbaspirillum,
Burkolderia (BODDEY E DOBEREINER, 1995; BASHAN E BASHAN, 2010). Sendo
assim, existe uma possibilidade de reducdo na aplicacdo de fertilizantes sintéticos
devido a capacidade desses micro-organismos em fixar nitrogénio atmosférico e
solubilizar nutrientes do solo. Demonstrando atributos promissores para uma agricultura
mais sustentavel sem acarretar em perdas na produtividade (HAYAT et al., 2010;

GOOD E BEATTY, 2011; MIRANSARE, 2011).
2.3.1. Bactérias Endofiticas

Como citado por Mariano (2004), as bactérias sdo micro-organismos capazes de
colonizar o interior ¢ o exterior das plantas podendo ser benéficas, neutras ou
prejudiciais ao seu desenvolvimento. Os micro-organismos endofiticos caracterizam-se
por residirem no interior do tecido de plantas sem causar nenhum dano aparente ao seu

hospedeiro (AZEVEDO, 2000).

Os endofiticos podem ser encontrados nas folhas, ramos,raizes e at¢ mesmo em
sementes (OLIVEIRA E ANDRADE, 2010). O fato de estas bactérias serem capazes de
colonizar os tecidos internos das plantas confere vantagens sobre outros micro-
organismos por poderem sobreviver em um ambiente mais uniforme onde
sdao menos afetadas pela temperatura, potencial osmodtico e radiacdo ultravioleta

(LODEWYCKX et al., 2002).

As bactérias endofiticas sdo consideradas bactérias promotoras do crescimento
vegetal atuando de forma direta e indireta na planta, como descrito anteriormente.
Entretanto, a colonizagdo por este grupo especifico de bactérias pode apresentar também
outros mecanismos, como a supressao de micro-organismos deletérios do ambiente
endofitico através de mecanismos de competicdo ou antibiose (MARIANO et al, 2004).
Além do mais, como as bactérias endofiticas colonizam nichos ecologicos muitas vezes

idénticos aos nichos ocupados por espécies fitopatogénicas, principalmente de tecidos
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vasculares, esta funcdo de biocontrole pode ser uma importante forma de protecao de

plantas (OLIVEIRA, 2003).
2.3.2. Género Azospirillum

O Azospirillum ¢ um género de bactérias promotoras de crescimento de vida-
livre, cuja primeira espécie foi isolada por Beijerinck no ano de 1925. Posteriormente J.
Dobereiner € J. M. Day (1976) relataram que estas bactérias se encontram amplamente
distribuidas na rizosfera de varias gramineas e desde entdo intensivos estudos vem sendo
realizados conferindo a estes micro-organismos a capacidade de estabelecer associagdes com

plantas nao-leguminosas.

Segundo Hungria (2010), os beneficios da promogdo de crescimento
provavelmente sdo resultados da combinagdo de diversos fatores. Entre os efeitos
diretos da interacdo entre bactérias do género Azospirillum e plantas, pode-se observar a
biossintese de hormoénios promotores do crescimento, como auxinas, giberelinas,
citocinina e¢ de reguladores de crescimento, a solubilizacdo de fosforo e fixacgdo
biologica de nitrogénio (FBN) (COELHO et al. 2017). Os mecanismos indiretos de
atuacdo envolvem a inducdo de resisténcia sistémica a doengas, biossintese de
hormonios relacionados ao estresse € a biossintese de compostos antimicrobianos

(CASAN et al., 2008).

Todavia, apesar do grande niimero de pesquisas existentes com Azospirillum
spp. seu uso ainda ¢ limitado devido principalmente a grande variagdo dos resultados
obtidos. Sendo que a resposta da planta a colonizacdo por este micro-organismo pode
variar muito de acordo com fatores como o tipo da cultivar utilizada, condi¢des
edafoclimaticas e a metodologia de conducdo dos ensaios (BARTCHECHEN et al.
2010; SANGOI et al,, 2015).

2.4.  M¢étodos de inoculagao de bactérias

O termo “inoculagdo” se refere a incorporacdo de uma substancia em um
organismo. Aos produtos formulados contendo bactérias ou outros micro-organismos
que atuam favoravelmente no desenvolvimento das plantas atribui-se o nome de

‘inoculante’.
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Existem diversos tipos de formulagdes de inoculantes disponiveis no mercado,
sendo que os mais comuns sdo produtos liquidos ou so6lidos (a base de turfa),
recomendados na sua grande maioria para inoculacao das sementes, antes do tratamento

quimico.

Embora a inoculacdo das sementes seja a forma mais recomendada e utilizada
atualmente, outros métodos também podem ser empregados, como principalmente a

pulverizagdo do produto biologico sobre as plantas e a infestagdo do solo

(ROLLEMBERG, 2013).

Lopes et al. (2013) compararam a altura de plantas de milho inoculadas com
Azospirillum brasilense diretamente na semente € no sulco de plantio, apesar de relatar
médias superiores destes tratamentos diante da testemunha, ndo houve influéncia
significativa entre os modos de inoculacdo utilizados. Conforme Hungria et al. (2007), o
maior desafio na inoculagdo com Azospirillum nas sementes ¢ a sua compatibilidade
com fungicidas e outros produtos usados no tratamento da mesma. Varias pesquisas
ainda precisam ser conduzidas para definir de fato qual a melhor forma de se realizar a

inoculacdo dos micro-organismos.

Sendo assim, ¢ necessario conhecer a populacdo microbiana que compdem um
inoculante e a partir disso definir qual a dose e forma de aplicagdo adequada para obter
o melhor desempenho do produto e possibilitar ao micro-organismo demonstrar todo

seu potencial genético.

3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no periodo de janeiro a agosto de 2016
sendo que os ensaios foram realizados em casa de vegetagao pertencente ao Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia, localizada no campus

Umuarama na cidade de Uberlandia, estado de Minas Gerais.

O solo utilizado para condug¢do do experimento foi coletado na Fazenda do
Gloria, localizada na Rodovia BR 050, Km 78 pertencente a Universidade Federal de
Uberlandia. O solo foi coletado a 10 cm de profundidade e levado para o laboratorio,

onde foi peneirado e exposto sobre o ar para secar e posteriormente acondicionado em
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vasos com capacidade para trés kilogramas que corresponderam as unidades

experimentais.

3.1.  Obtengao dos isolados

Foram selecionados dois isolados da Bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia Agricola da UFU, sendo estes 710 e Rec 14 b; e um isolado fornecido
pela Embrapa, a estirpe de Azospirillum lipoferum (BR 110080).

Os trés isolados de bactérias foram cultivados em meio liquido contendo 2 g de
glicose; 5 g de NaCl; 0,2 g de MgSOQOy; 2 g de triptona; 1 g de extrato de levedura; 1 g de
peptona e 0,5 g de K,HPO4 por 1000 mL de agua destilada a 32°C por 48 h. Apds o
crescimento bacteriano, foi quantificado em espectrofotometro em 600 nm, sendo
padronizada uma densidade 6tica (0,400) por meio de diluicdo com o mesmo meio de

cultura.

3.2.  Delineamento

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com 8§
tratamentos (Tabela 1), sendo estes compostos pelos trés isolados e a combinagao entre
cada um deles, e quatro repeticdes. Foram testadas duas formas de inoculagdo dos

micro-organismos nas plantas de milho, totalizando 64 parcelas experimentais.

Tabela 1. Descri¢ao dos tratamentos utilizados. Uberlandia, 2016.

Tratamento Descricao
Tl Testemunha (sem inoculagdo de bactérias)
T2 710
T3 Rec 14 b
T4 BR11080
T5 BR11080 + 710
T6 BR11080 + Rec 14b
T7 710 + Rec 14b

T8 BR11080 + 710 + Rec 14b
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3.3. Inoculagao

A inocula¢do das bactérias nas sementes foi realizada de duas formas: direta
(modo 1) e indiretamente (modo 2). A forma direta constitui-se em colocar as sementes
vidveis de plantas de milho em contato direto com o indculo, no proprio meio liquido
utilizado para o crescimento dos microrganismos. Em quanto que a forma indireta de
inoculagdo foi realizada com sementes previamente autoclavadas (sem embrido viavel),
que serviram como forma de condugdo das bactérias até o solo. Sendo que a inoculagao
foi realizada nessas sementes nao-vidveis, que no momento da semeadura foram
colocadas logo abaixo da semente de milho vidvel, que até o referido momento nao

havia tido contato com os isolados das bactérias.

A preparagdo do in6culo foi realizada separando-se em 16 copos descartaveis,
sendo 2 copos para cada tratamento, 25 sementes de milho lavadas em agua destilada
para retirada do fungicida. Posteriormente adicionou-se 5 ml de sacarose a 10% (10 g de
sacarose para 100 ml de 4gua destilada) e 2 ml de cada isolado em seu respectivo copo
representando o tratamento. Em tratamentos com combinagdes entre dois micro-
organismos, foi adicionado 1 ml de cada isolado. No tratamento constituido pela
combinagdo entre trés os micro-organimos, adicionou-se 0,66 ml de cada isolado.
Mantendo-se o volume inicial padrdao de inoculo de 2 ml para todas as parcelas

experimentais.
3.4. Semeadura

Em cada vaso de trés kilogramas foram semeadas cinco sementes vidveis. E apds
sete dias da semeadura foi realizado um desbaste deixando apenas trés plantas por vaso.
Também nesta data foi realizada uma adubacio fornecendo 80 mg: kg~ de Fosforo,

150 mg: kg~'de Potassio e 50 mg: kg~! de Nitrogénio por vaso.
3.5. Conducao do experimento, avaliagdo e analise estatistica

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, com rega diiria e a

avaliagdo foi realizada 30 dias apds a adubagdo e o desbaste.

Para a avaliacdo as trés plantas de cada vaso foram coletadas e acondicionadas

em sacos de papel devidamente identificados, separando parte aérea e raiz. O material
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foi colocado em estufa a 60°C por 48 horas. Apds esse tempo avaliou-se o peso da
massa seca de raiz e da parte aérea, onde esta ultima foi moida afim reduzir a

granulometria para posterior analise quimica dos nutrientes.

A quantificagdo dos nutrientes da parte aérea das plantas foi realizada no
laboratorio pertencente a Universidade Federal de Uberlandia, seguindo Método de
Kjeldahl (1883) para determinag¢do de nitrogénio organico total, e Digestdo Nitro-

perclorica para determinacao dos elementos fosforo, potassio, calcio e magnésio.

Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia ¢ as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o software

SISVAR (FERREIRA, 2000).

4. RESULTADOS

Na avalia¢ao dos resultados do ensaio com inoculagdo de bactérias a fim de
analisar a promogao de crescimento das plantas de milho foi possivel observar variagdes
nas médias dos nutrientes e também diferengas estatisticas entre as duas formas de

inoculacdo dos micro-organismos.
Efeito da inoculagdo na promogdo de crescimento.

Houve um incremento de massa na parte aérea das plantas de milho quando
submetidas a tratamentos com os isolados de bactérias (Tabela 2). Entretanto, foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos somente quando inoculados de
forma indireta nas sementes. Na forma de inoculacdo direta todos os tratamentos

tiveram uma resposta similar quanto a massa seca da cultura do milho.

Os resultados mostram que o tratamento 4 (BR11080) se destacou, apresentando
a maior média de massa seca da parte aérea quando analisado o modo 2. Os demais
tratamentos apresentaram resultados semelhantes estatisticamente, hora tendendo para
maiores ou para menores médias. A menor massa seca da parte aérea foi observada no

tratamento T6, composto pela combinagdo entre BR11080 + Rec 14b. Em geral, a
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combinac¢do dos isolados diminui a resposta da cultura a inoculagdo quando usado o

modo 2.

Quando comparado as duas formas de inoculagdo, houve diferenca estatistica
para os tratamentos com 710 (T2), Rec 14 b (T3), BR11080 (T4) e BR11080 + 710 +

Rec 14b (T8). Apresentando maiores médias quando inoculados pelo modo indireto.

Tabela 2. Dados de massa seca de parte aérea (g) das plantas em funcao de diferentes
tratamentos ¢ modos de inocula¢ao nas sementes. Uberlandia, 2016.

Tratamentos®
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Modo 1 1,39 1,18 1,30 1,31 1,42 1,53 1,39 1,33
aA aB aB aB aA aA aA aB

Modo 2 1,50 1,76 1,55 1,84 1,56 1,32 1,40 1,57
abcA abA abcA AA abcA cA bcA abcA

CV:11,07%

“Letras minusculas distintas, na linha, diferem os tratamentos pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. Letras maitisculas distintas,
nas colunas, diferem o modo de inoculagdo pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.

A massa seca das raizes ndo resultou em diferencas estatisticas entre os
tratamentos, tampouco entre as formas de inoculagdo (Tabela 3), demonstrando que as

raizes se desenvolveram em condi¢des homogéneas para esta varidvel.

Tabela 3. Dados de massa seca de raizes (g) de plantas em func¢do de diferentes
tratamentos € modos de inoculagao nas sementes. Uberlandia, 2016.

Tratamentos

Tl T2 T3 T4 TS T6 T7 T8

Modo 1 2,34 2,59 2,03 2,07 1,97 2,11 2,25 1,84
Modo 2 2,28 2,23 2,20 2,33 1,94 2,06 2,17 1,88

CV:20,82%

Efeito da inoculagdo na absor¢do de nutrientes

Foi quantificado o teor de nitrogénio, fosforo, potassio, calcio e magnésio nas

folhas das plantas de milho. A absor¢do de nitrogénio ndo apresentou diferenca
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estatistica entre as parcelas experimentais (Tabela 4). Todos os tratamentos tiveram a

mesma eficiéncia na absor¢do deste nutriente.

Tabela 4. Resultado da analise de nitrogénio (g/planta) nas folhas de milho em fungao
de diferentes tratamentos e modos de inoculagdo nas sementes. Uberlandia,
2016.

Tratamentos®

Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Modo 1 34A 28B 32A 32B 30B 35A 30A 29B

Modo 2 34A 38A 37A 38A 37A 31A 33A 36A

CV:20,82%

“Letras maiusculas distintas, nas colunas, diferem o modo de inoculagdo pelo teste de tukey a 5% de probabilidade

Entretanto, quando analisado a quantidade de nitrogénio nas diferentes formas
de inoculacdo constatou-se que o modo 2 foi mais eficiente para os tratamentos 710
(T2), BR11080 (T4), BR11080 + 710 (T5) e BR11080 + 710 + Rec 14b (T8). Os dados
sugerem que esta forma de inoculacdo pode melhorar a eficiéncia de absor¢do de N na

cultura do milho.

A quantidade de fosforo apresentou uma variacdo entre os tratamentos, porém
diferencas estatisticas s6 foram observadas no modo de inoculagdo indireto das

sementes (Tabela 5). Observa-se que o tratamento T4, composto pelo Azospirillum

Tabela 5. Resultado da analise de fosforo (g/planta) nas folhas de milho em fungao de
diferentes tratamentos e modos de inoculacao nas sementes. Uberlandia,

2016.
Tratamentos?®
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 TS
3.3 3.1 3.1 32 3.5 3.7 35 3.7
Modo 1 g aB aB aB aA aA AA AA
41 44 4 42
Modo 2 , , 3.9 5 3.9 3.3 3,7 ,

abA abA abA aA abA bA abA abA

CV:13,32%

“Letras minusculas distintas, na linha, diferem os tratamentos pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. Letras maiusculas distintas,
nas colunas, diferem o modo de inoculagdo pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.
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lipoferum, apresentou a maior média no fosforo assimilado.

Entre os dois modos de inoculacgao testados, houve maior eficiéncia de absor¢ao
de fosforo pelos tratamentos compostos pelos isolados puros (T2, T3 e T4) quando
inoculados de forma indireta. Os demais tratamentos, compostos pelas combinagdes
entre os isolados, ndo apresentaram diferengas estatisticas entre as duas formas de

inoculagao.

Para a eficiéncia na absor¢ao dos nutrientes potassio (Tabela 6) e calcio (Tabela
7), novamente nao foi observada diferenca entre os tratamentos quando inoculados de

forma direta nas sementes.

Tabela 6. Resultado da analise de potéssio (g/planta) nas folhas de milho em funcao de
diferentes tratamentos e modos de inoculagdo nas sementes. Uberlandia,

2016.
Tratamentos®
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Modo 1 21,5 18,3 19.4 19.6 21,5 24,0 20,5 19,5
aA aB AA aB aA aA aA AA

Modo 2 22,4 25,2 23,2 24,7 23,1 15,4 21,0 21,6
abA aA abA aA abA bB abA abA

CV:16,29%

“Letras minusculas distintas, na linha, diferem os tratamentos pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. Letras maiusculas distintas,
nas colunas, diferem o modo de inoculagdo pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 7. Resultado da analise de calcio (g/planta) nas folhas de milho em fun¢ao de
diferentes tratamentos e modos de inoculagao nas sementes. Uberlandia, 2016.

Tratamentos®
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
14,47 13,12 17,82 16,97 15,72 17,20 16,52 15,72
Modo 1
aB aB aA aB aA aA aA aA
Modo 2 17,80 19,87 18,10 20,37 17,20 14,0 14,07 16,0
0do abA aA abA aA abA bB bA  abA
CV: 12,80%

“Letras minusculas distintas, na linha, diferem os tratamentos pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. Letras maiusculas distintas, nas
colunas, diferem o modo de inoculagéo pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.
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Na forma indireta os tratamentos T2 e T4 obtiveram maiores médias, tanto para
a quantidade destes nutrientes nas folhas quanto para o modo de inoculacdo utilizado. O
tratamento composto por BR11080 + Rec 14b (T6) se comportou de maneira inédita,
demonstrando maior eficiéncia na absor¢ao do potassio e do célcio quando inoculado de
forma direta nas sementes. Quando inoculado de forma indireta, este mesmo tratamento

apresentou a menor média entre os demais tratamentos experimentais.

A tltima varidvel analisada, quantidade de magnésio nas folhas, apresentou

diferencas entre os tratamentos nas duas formas de inoculacao (Tabela 8).

Tabela 8. Resultado da analise de magnésio (g/planta) nas folhas de milho em fungao

de diferentes tratamentos € modos de inoculagao nas sementes. Uberlandia,

2016.
Tratamentos®
Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Modo 1 16 14 16 18 18 20 18 16
abA BB abB aB aA aA abA abA
Modo 2 18 22 20 23 17 14 15 17

bcdA abA abcA aA cdeA eB deB cdeA

CV: 11,18 %

Letras minusculas distintas, na linha, diferem os tratamentos pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. Letras maiusculas distintas,
nas colunas, diferem o modo de inoculagdo pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.

No modo 1, os tratamentos T4, T5 e T6 obtiveram maiores médias, sendo esses
todos compostos pelo 4. lipoferum, seja na forma isolada ou em combinagdes. No modo
2 de inoculacao, a maior quantidade de magnésio foi constatada nas folhas submetidas
aos tratamentos T2 e T4. Sendo que estes, juntamente com o tratamento T3, destacaram-
se para a forma de inoculagdo indireta dos isolados. Entretanto os tratamentos T6 e T7
apresentaram melhor desempenho quando inoculados diretamente nas sementes viaveis

de milho.

5. DISCUSSAO
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O presente trabalho teve como objetivo testar a eficiéncia de bactérias
endofiticas e do Azospirillum lipoferum na promog¢ao de crescimento de plantas e na
absorc¢ao de nutrientes. Apesar de ter sido possivel observar um substancial aumento de
massa seca da parte aérea das plantas quando inoculadas com A.lipoferum, as médias
entre este tratamento e a testemunha nao se diferiram estatisticamente. No trabalho
realizado por Sangoi et al. em 2015, o tratamento de sementes com Azospirillum sp.

também ndo apresentou melhora no desempenho agronomico do milho.

Os resultados descritos na literatura sobre os efeitos do Azospirillum sp. no
desempenho agrondmico do milho s3o bastante variados. Em geral, o efeito da
inoculacdo sobre a producao situa-se em torno de 10 a 30% e, em alguns casos, valores
mais elevados de 50 a 250 % tém sido mencionados (BODDEY e DOBEREINER,
1988).

Como descrito por Matsumura et. Al ( 2015), varios fatores podem influenciar o
sucesso da colonizag¢do bacteriana, entre eles o gendtipo da planta, a estirpe bacteriana,
condi¢des ambientais, praticas agricolas e a quantidade e qualidade das células de BPC

utilizadas.

O aumento da fixacdo de nitrogénio também nao foi verificado neste trabalho,
visto que os tratamentos ndo se diferiram na quantidade deste nutriente nas folhas.
Roesch et al. (2006) verificaram que a colonizacdo de plantas de milho por bactérias
diazotroficas foi inibida por altas doses de N durante os primeiros estadios de
crescimento. Isso ocorreu porque o N mineral alterou o estado fisioldgico da planta e,
por consequéncia, a sua associacdo as bactérias diazotroficas. Sendo assim, uma
possivel explicacdo para este baixo desempenho dos isolados pode ser atribuido a
adubacido realizada uma semana apds a semeadura e que pode ter interferido na agao

bacteriana.

A resposta positiva a absor¢ao dos demais nutrientes (foésforo, potéssio, calcio e
magnésio) era esperada, visto que algumas bactérias endofiticas possuem capacidade de
aumentar a absor¢do de nutrientes minerais e d4gua e melhorar a disponibilizac¢do para as
plantas (HALLMANN et al., 1997; LAZAROVITS e NOWAK, 1997). Contudo, foi

possivel observar que o modo de inoculagao interferiu na resposta da cultura.
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Para a maioria dos nutrientes ¢ tratamentos o modo de inoculagdo indireto
possibilitou maior desempenho na absor¢do. Entretanto para o tratamento T6 e T7 a
combinagdo entre os isolados demonstrou melhor eficiéncia quando inoculados
diretamente nas sementes. Isso evidencia que a forma de inoculacdao exerce influéncia
sobre a resposta da cultura, podendo ter efeito positivo e alguns casos negativo na

resposta fisiologica e nutricional na cultura do milho.

Poucos estudos foram realizados no sentido de avaliar qual ¢ a melhor forma de
inocular BPC nas plantas, ¢ ainda se a forma mais utilizada atualmente realmente
possibilita ao organismo demonstrar todo o seu potencial bioldgico. Sendo assim,
estudos adicionais ainda s3o necessarios visando estratégias que evitem ao maximo
dano as bactérias e ainda possibilitem as melhores condi¢des de desenvolvimento

inicial, para que se efetive a colonizagao.

A combinagdo entre os isolados foi realizada como uma estratégia para avaliar
possiveis efeitos de potencializacdo. Carvalho et al. (2005), em um estudo a fim de
avaliar o desempenho simbiodtico de diferentes isolados de estirpes de rizobio
Bradyrhizobium Japonicum e Bradyrhizobium elkanii em plantas de soja, a partir da
adicao de indculos mistos, observaram que o determinante para maior eficiéncia em
tratamentos coinoculados foi o tipo de interagdo (sinérgica ou antagonica) predominante

no tratamento.

No presente trabalho, para a absor¢do de nutrientes a combinagdo entre os
isolados ndo demonstrou efeito positivo significativo. Ocorrendo em alguns
casosantagonismo, como por exemplo, para a absor¢ao de fosforo. A combinagdo entre
BR11080 + Rec 14b e 710 + Rec 14b se mostrou positiva para absorcao de potassio,

calcio e magnésio quando inoculados diretamente nas sementes das plantas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados indicaram que os isolados 710 ¢ BR11080 de BPCV podem ser
usados na inocula¢ao de sementes de milho, mas sua resposta depende da forma de
inoculagdo. A combinacdo de isolados de bactérias promotoras de crescimento nao
resulta em aumentos significativos na resposta fisioldgica e nutricional da cultura
quando comparado com a inoculacdo de apenas um isolado na semente. O modo 2 de
inoculagdo pode ser uma alternativa importante na cultura do milho, visto que, em geral,
pode melhorar a resposta fisioldgica e nutricional do milho quando comparado com o
procedimento usual de inoculagdo de A. lipofeum e dos isolados de BPCP estudados

nesta pesquisa.
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