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RESUMO

Bactérias endofiticas de nddulos de leguminosas tém sido amplamente isoladas em diversos
estudos. No entanto, o potencial destas bactérias em promover o crescimento de plantas ainda
é pouco explorado. O trabalho objetivou identificar o potencial de promogéo de crescimento
de plantas em isolados bacterianos provenientes de nddulos de leguminosas da caatinga. Para
isso, realizou-se trés experimentos com niveis de complexidade diferentes. Os trés
experimentos realizaram 0s mesmos processos de crescimento do inoculo a uma concentracdo
de 5,2 x 10’ UFC mL™ e de desinfestacdo das sementes de milho. Um total de 14 bactérias
isoladas de nodulos de leguminosas foram identificadas pelo sequenciamento do gene 16S
RNA e testadas. No primeiro experimento as sementes permaneceram 1 hora em imerséo do
crescimento bacteriano (5,2 x 10’ UFC mL™) correspondente a cada tratamento e o controle
sem inoculo imerso em meio de cultura, logo ap6s foram colocas em folhas de papel germitest
e inseridas na B.O.D a 25 °C. As variaveis analisadas foram comprimento de raiz e numero de
raizes laterais com quatro e oito dias. O segundo experimento foi montado em casa de
vegetacdo em DBC, os tratamentos corresponderam a 14 bactérias e dois controles, um sem
inoculacdo e um com adubacdo nitrogenada (15 mg de N), o substrato utilizado foi a
vermiculita e as sementes foram inoculadas com 1 mL do crescimento bacteriano. As
variaveis analisadas foram a intensidade verde, massa seca da raiz, massa seca da parte aérea
e massa seca total. O terceiro experimento contou com 12 tratamentos, 9 bactérias mais a
adicdo de 35 kg ha™ de N, trés controles (sem indculo, um com 35 kg ha™* de N e um com 70
kg ha’ de N), as sementes foram inoculadas com 1,2 mL do crescimento bacteriano. As
variaveis analisadas foram a intensidade verde, altura, massa seca da parte aérea e acimulo de
nutrientes. Com relacdo ao primeiro experimento, 13 estirpes bacterianas promoveram
(p<0,05) maior crescimento radicular quando comparado com o controle, em relacdo ao
numero de raizes laterais as bactérias pareceram inibir o aumento. As estirpes representaram
0s géneros Bacillus (4), Brevundimonas (1), Enterobacter (1), Leifsonia (2), Pseudomonas
(1), Paenibacillus (2) e Roseomonas (2). No segundo experimento, a intensidade verde (indice
SPAD), massa seca da raiz (MSR), massa da parte aérea seca (MSPA) e massa seca total
(MST) foram determinadas aos 30 dias ap6s a emergéncia. A estirpe Bacillus ShS9 promoveu
aumento (p<0,005) do indice SPAD e MSR. Bacillus sp. ShS3 promoveu (p<0,005) a MSR e
MPAS. Roseomonas sp. SsP7 induziu maior (p<0,005) MSR e a estirpe Bacillus AD47
superaram o controle e promoveu a MSPA. Todos as estirpes promoveram a MST e o
comprimento da raiz. No terceiro experimento a estirpe Paenibacillus SsS3 promoveu o
aumento (p<0,005) da altura da planta e MPAS, superando o controle com 70 kg ha™ de N.
Os isolados Roseomonas SsP7, Pseudomonas ShP11, Brevundiomonas ShS2 e Bacillus AD47
promoveram aumento (p<0,005) da MPAS, mostrando desempenho semelhante ao tratamento
com 70 kg ha™ de N. Esses mesmas estirpes promoveram o acimulo de nutrientes minerais
em plantas de milho. O melhor desempenho dos isolados do género Bacillus confirma o que ¢é
encontrado em muitos trabalhos, que esse género esta relacionado diretamente & promocao de
crescimento de plantas. Bactérias endofiticas de nodulos de leguminosas arboreas que néo sao
rizobios podem promover o crescimento de plantas de milho. Estudos adicionais precisam ser
conduzidos para elucidar os mecanismos que estes isolados bacterianos utilizam para a
promocdo de crescimento das plantas de milho.

Palavras-chave: Inoculacdo. Milho. Bactérias promotoras do crescimento de plantas.



ABSTRACT

Endophytic bacteria from legume nodules have been widely isolated in several studies.
However, the potential of these bacteria to promote plant growth is still little explored. This
paper aimed to identify the potential of promoting plant growth in bacterial isolates from
nodules of legumes from the caatinga. For this, three experiments were assembled out with
different levels of complexity. The three experiments performed the same processes of
growing the inoculum at a concentration of 5.2 x 10’ UFC mL™ and disinfesting the maize
seeds. A total of 14 bacteria isolated from legume nodules were identified by sequencing the
16S RNA gene and tested. In the first experiment, the seeds remained 1 hour in immersion of
the bacterial growth (5.2 x 10’ CFU mL™) corresponding to each treatment and the control
without inoculum immersed in culture middle, immediately after they were placed on sheets
of germitest paper and inserted. The variables analyzed were root length and number of lateral
roots at four and eight days. The second experiment was carried out in a greenhouse in DBC,
the treatments corresponded to 14 bacteria and two controls, one without inoculation and one
with nitrogen fertilization (15 mg of N), the substrate used was vermiculite and the seeds were
inoculated with 1 mL of bacterial growth. The variables analyzed were green intensity, root
dry matter, aerial part dry matter and total dry matter. The third experiment had 12 treatments,
9 bacteria plus the addition of 35 kg ha™ of N, three controls (without inoculum, one with 35
kg ha™ of N and one with 70 kg ha™ of N), the seeds were inoculated with 1.2 mL of bacterial
growth. The variables analyzed were green intensity, height, dry shoot weight and nutrient
accumulation. Regarding the first experiment, 13 bacterial strains promoted (p <0.005) greater
root growth when compared to the control, in relation to the number of lateral roots, the
bacteria seemed to inhibit the increase. The strains represented the genera Bacillus (4),
Brevundimonas (1), Enterobacter (1), Leifsonia (2), Pseudomonas (1), Paenibacillus (2) and
Roseomonas (2). In the second experiment, the green intensity (SPAD index), dry root mass
(MSR), dry shoot weight (MSPA) and total dry mass (MST) were determined at 30 days after
emergence. The strain Bacillus ShS9 promoted an increase (p <0.005) in the SPAD and MSR
index. Bacillus ShS3 promoted (p <0.005) MSR and MPAS. Roseomonas sp. SsP7 induced
an increase in (p <0.005) MSR and the strain Bacillus AD47 overcame control and promoted
MSPA. All strains promoted MST and root length. In the third experiment, the strain
Paenibacillus SsS3 promoted an increase (p <0.005) of plant height and MPAS, surpassing
the control with 70 kg ha® of N. The isolates Roseomonas SsP7, Pseudomonas ShP11,
Brevundiomonas ShS2 and Bacillus AD47 promoted an increase (p <0.005) in MPAS,
showing performance similar to the treatment with 70 kg ha™ of N. These same strains
promoted the accumulation of mineral nutrients in maize plants. The better performance of
isolates of the genus Bacillus confirms what is found in many studies, that this genus is
directly related to the promotion of plant growth. Endophytic bacteria from nodules of tree
legumes that are not rhizobia can promote the growth of maize plants. Additional studies need
to be conducted to elucidate the mechanisms that these bacterial isolates use to promote the
growth of corn plants.

Keywords: inoculation. Maize. Plant growth-promoting bactéria.
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1 INTRODUCAO

As bactérias representam a comunidade microbiana mais comum dos solos,
representando 95%, sendo que dentro dessa comunidade existem diversos tipos de bactérias,
como, por exemplo, as que promovem o crescimento de plantas (GLICK, 2012; SPOLAOR et
al., 2016). Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) fazem parte desse total de
microrganismos presentes no solo e sdo designadas como um grupo diversificado de
microrganismos procarioticos que podem aumentar o crescimento das plantas por diversos
mecanismos (IB et al., 2009). Os mecanismos pelos quais essas bactérias promovem o
crescimento das plantas sdo, a producdo de fito-hormonios, solubilizacdo de fosfato,
mineralizacdo de nutrientes, producdo de siderdforos, regulacdo da biossintese de etileno,
controle bioldgico de patdgenos e aumento da resisténcia vegetal a diferentes estresse
abioticos (OLIVEIRA et al., 2014).

Além das BPCP promoverem o crescimento das plantas através da producédo de fito-
hormdnios, a promogdo do crescimento das plantas também pode ocorrer quando a bactéria
facilita a aquisicdo de nutrientes minerais essenciais para o desenvolvimento das plantas
(SANTOYO et al., 2016), pois tendem a aumentar a acessibilidade e a concentracdo de
nutrientes, tanto macro quanto micro, fixando ou bloqueando metais, seu suprimento para
crescimento e produtividade das plantas (KUMAR, 2016). O nitrogénio (N), fosforo (P),
potassio (K) e ferro (Fe) sdo nutrientes essenciais que desempenham um papel importante na
producdo agricola. Devido as deficiéncias minerais de alguns nutrientes na maioria dos solos
do mundo, por exemplo o N, ha uma grande demanda de fertilizantes quimicos para suprir
essa deficiéncia (RASHID et al., 2016). As BPCP podem promover mudancas na rizosfera e
na arquiteturas das raizes das plantas, melhorando a aquisicdo e maior absorcdo dos nutrientes
do solo (BREDA; ALVES; REIS, 2016).

Diante disso, é possivel afirmar que diversos processos sao mediados por esses
microrganismos do solo que se associam a raizes de plantas e desempenham papéis
importantes na ciclagem de nutrientes. A interacdo dessas bactérias com diversas plantas de
interesse agricola, por exemplo, tem sido tema de pesquisas no mundo todo, devido ao
potencial biotecnoldgico evidenciado no aumento da produtividade das culturas, possibilidade
de reducdo dos custos de producdo, e a diminuicdo do uso de adubos nitrogenados, e
consequentemente, melhor conservacdo dos recursos ambientais (MARIA e MOREIRA,
2010).
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Dentre as principais BPCP empregadas nos cultivos agricolas estdo os géneros
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Acetobacter, Herbaspirilum, Agrobacterium e Enterobacter (SILVA et al., 1998). Géneros de
bactérias, como os citados anteriormente, sdo conhecidos por promoverem 0 crescimento
vegetal, mesmo sendo considerados como organismos de vida livre ou podendo viver na
rizosfera (BENIZRI; BAUDOIN; GUCKERT, 2001; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN,
2000). Parte das bactérias que vivem no solo podem colonizar o interior das raizes, e outros
tecidos, da planta, sendo assim classificadas como endofiticas (DOBEREINER; BALDANI;
REIS, 1995). As bactérias endofiticas também séo habitantes comuns da rizosfera. Portanto,
foi sugerido que o microbioma endofito pode ser uma subpopulagéo das bactérias que habitam
a rizosfera (GERMIDA et al., 1998; MARQUEZ-SANTACRUZ et al., 2010).

As BPCP tém sido encontradas em associacdo com diversas espécies de cereais (arroz,
soja, milho) e gramineas forrageiras. O milho atualmente é a segunda cultura mais importante
na agricultura brasileira e tem desempenhado um papel importante em trabalhos com BPCP
(GODQY, 2017). Durante anos, diversos trabalhos (SANTOYO et al., 2016; MEYER et al.,
2015; PRAYITINO; ROLFE, 2010; ZHAO; XU; LA, 2018; IBANEZ et al., 2009) relataram
a simbiose entre bactérias e plantas, principalmente bactérias do grupo Rizobium, que sdo
bactérias do solo capazes de se associarem com leguminosas onde podem residir na raiz
estruturas especializadas, os nodulos, onde ocorre a fixacdo de nitrogénio. No entanto,
bactérias encontradas nos nddulos, foram identificadas como sendo de outros géneros e
denominadas de bactérias endofiticas de nddulos, o papel que essas bactérias desempenha em
relacdo a planta hospedeira € pouco conhecido (MEYER et al., 2015).

Algumas bactérias endofiticas de nddulos sdo membros de géneros conhecido por
abrigar espécies que promovem o crescimento de plantas (IKEDA, 2014). Identificar a
capacidade de promocdo de crescimento de planta em bactérias endofiticas de nddulos
indiciaria o potencial papel destas bactérias na interagdo com leguminosas. Plantas da familia
Poaceae, como o milho, sdo sensiveis a inoculacdo com BPCP (CODEIRO, 2017) sendo,
portanto, interessantes para prospectar o potencial de promocdo de crescimento de plantas em
bactérias endofiticas de nédulos. Recentemente, bactérias isoladas de nddulos de leguminosas
de ocorréncia na Caatinga alagoana foram classificadas como endofiticas de nodulos, pois néo
nodularam a leguminosa de origem (GUABIRABA; SOUZA, 2018). No entanto, o carater
promotor de crescimento de plantas ndo foi avaliado nestes isolados. Com base nisso, 0
trabalho teve como objetivo, identificar o potencial de promocéo de crescimento de plantas de

isolados bacterianos provenientes de nodulos de leguminosas da caatinga no Zea mays L.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

O solo esta repleto de formas de vida microscépicas, incluindo bactérias, fungos,
actinomicetos, protozoarios e algas. Dentre estes diferentes microrganismos, as bactérias sdo
de longe a comunidade mais comum, representando 95%, sendo que dentro dessa comunidade
existem diversos tipos de bactérias, como por exemplo bactérias que promovem o crescimento
de plantas (GLICK, 2012; SPOLAOR et al., 2016).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) sdo definidas como um
grupo heterogéneo de bactérias de vida livre que podem se associar a rizosfera de plantas e
que contribuem para o crescimento e desenvolvimento das plantas, promovendo diretamente o
crescimento pela producdo de acido cianidrico, fito-hormdnios (auxinas, citocinicas,
giberilinas), enzimas como a ACC-deaminase, mineralizacdo de nutrientes, solubilizacdo de
fosfatos, producdo de sideréforos e aumento da absorcdo de nutrientes pelas raizes (CONN;
NOWAK; LAZAROVITS, 1997) ou indiretamente pelo controle de fitopatégenos que atacam
as raizes (OLIVEIRA et al., 2014).

As BPCP podem ser encontradas em associacdo na rizosfera de diversas espécies
vegetais, como a cana de acUcar, milho, arroz, trigo, leguminosas, e muitas outras espécies
importantes no manejo agricola e florestal (MARIANO et al., 2004; AHEMAD; KIBRET, 2014);
(RASHID et al., 2016). Beneficios que essas bactérias podem causar sdo evidenciados em
trabalhos como o de Pedrinho e colaboradores (2010); Silva e colaboradores (2015) em que a
inoculacdo favorece amplamente a cultura no ganho de biomassa total, tanto da parte aérea,
como da raiz, além de ajudar essa cultura no equilibrio de diversos estresses.

A interacdo das BPCP com diversas culturas tem sido tema de pesquisas no mundo
todo, devido ao potencial biotecnolégico evidenciado no aumento da produtividade das
culturas, possibilidade de redugéo dos custos de producdo, a diminui¢cdo do uso de adubos
nitrogenados, e, consequentemente, melhor conservacdo dos recursos ambientais (MARIA,;
MOREIRA, 2010). Estudos com bactérias promotoras de crescimento de plantas vem
ganhando forca desde o século passado. Trabalhos como os de Silva et al. (1998); Freitas e
Pizzinatto (1991); Gomes (2000); Cattelan (1999); Mantovanello e Mello (1994); Peixoto et
al. (1995); Silveira et al. (1995) e Assis et al. (1995) mostraram que 0s tratamentos com 0s
géneros Bacillus e Pseudomonas promovem o comprimento de raizes de plantulas, além de

aumentar a taxa germinativa € 0 Peso seco.
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Bactérias endofiticas sdo organismos que se caracterizam pela associagdo intima com
a planta hospedeira, podendo ou ndo promover beneficios a planta. A relagdo intima com a
planta e a capacidade de promover beneficios ao crescimento do hospedeiro fazem das
bactérias alvos de interesse biotecnologico no setor agricola, justamente por oferecerem a
vantagem de estarem completamente compatibilizadas com o hospedeiro; e possibilitar a
utilizacdo de sementes ou plantulas ja colonizadas por estirpes selecionadas antes das etapas
de cultivo comercial pela pratica da inoculagdo (DOBEREINER; BALDANI; REIS, 1995).

Entre as principais BPCP endofiticas empregadas na agricultura estdo os géneros
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Acetobacter e Herbaspirilum, Agrobacterium e Enterobacter (MARIANO et al., 2004). Os
efeitos benéficos promovidos pelas BPCP podem ser observados em plantas propagadas “in
vitro” e “in vivo”, principalmente pelo aumento de area foliar, altura da planta, diametro do
caule, nimero de folhas, reducdo do tempo de aclimatizagdo, maior sobrevivéncia de mudas,
controle de doencas e aumento de produtividade (BALDOTTO et al., 2010).

O ambiente endofitico possui caracteristicas mais favoraveis a expressao de genes
promotores do crescimento vegetal que a rizosfera, como alta disponibilidade energética e
baixa competitividade com outras espécies bacterianas (OLIVEIRA; URQUIADA;
BALDANI, 2003). Géneros de bactérias como Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Clostridium, Serratia, Pseudomonas, Burkholderia, sdo conhecidos por promoverem
0 crescimento vegetal, mesmo sendo considerados como organismos de vida livre ou de
rizosfera (BENIZRI; BAUDOIN; GUCKERT, 2001; STEENHOUDT; VANDERLEYDEN,
2000).

Todos esses géneros, descritos como endofitos bacterianos, também sdo habitantes
comuns da rizosfera. Portanto, foi sugerido que o microbioma endéfito pode ser uma
subpopulacdo das bactérias que habitam a rizosfera (GERMIDA et al., 1998, MARQUEZ-
SANTACRUZ et al., 2010). O estabelecimento da simbiose associativa entre bactérias e
plantas hospedeiras se da em trés passos: bactérias do solo se envolvem na rizosfera, se fixam
a superficie radicular e, por fim, tornam a simbiose associativa efetiva (COMBES-MEYNET
etal., 2011).

Durante anos, diversos trabalhos relataram a simbiose entre bactérias e plantas,
principalmente bactérias do grupo rhizobium, que sdo bactérias do solo capazes de se
associarem com leguminosas onde podem residir na raiz ou induzir a formag&o de nodulos e
promover a fixacdo bioldgica de nitrogénio para o hospedeiro. No entanto, nos ultimos anos

diversas bactérias isoladas de nodulos de leguminosas, foram identificadas como néo
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nodulantes e pertencentes a diversos géneros e denominadas de bactérias endofiticas de
nodulos (MEYER et al., 2015). Muitas destas bactérias sdo membros de géneros que
apresentam tracos promotores do crescimento de plantas, no entanto, as fungdes destas

bactérias nos nodulos ainda sdo pouco conhecidas.
2.2 Bactérias endofiticas de ndédulos de leguminosas

O fato de as bactérias impactarem positivamente na salde das plantas fez com que
estas criassem um microbioma para obter colonizadores bacterianos benéficos, incluindo
aqueles que vivem dentro dos tecidos vegetais. Os endofitos bacterianos colonizam
onipresentemente os tecidos internos das plantas, sendo encontrados em quase todas as
plantas do mundo (SANTOYO et al., 2016). Hallmann et al. (1997) propuseram que uma
bactéria é considerada endofitica se for isolada de tecido desinfestado de superficie ou
extraida de dentro da planta e se ndo prejudicar visivelmente a planta. No entanto, o autor ndo
explica qual fator genético é responsavel pelo estilo de vida endofitico.

Ali et al. (2014); Ali, Charles e Glick (2014) ao realizarem dois estudos comparando
0s genomas completos de nove endofitos do filo proteobacteria (Bacillus phytofirmans PsJN,
Burkholderia spp. JK006, A. lipoferum 4B, E. cloacae ENHKUOL, K. pneumoniae 342, P.
putida W619, Enterobacter spp. 638, Azoarcus spp. BH72 e Serratia proteamaculans 568),
identificaram que 0s genes comuns a todas essas cepas foram considerados potencialmente
envolvidos no comportamento endofitico, incluindo genes que codificam proteinas
transportadoras, sistemas de secrecdo e transporte, proteinas de transducéo de sinal, regulacédo
transcricional e muitos outros, que fazem a raiz atrair esses microrganismos.

Estimativas sugerem que o planeta contém cerca de 400.000 espécies de plantas
catalogadas, a grande maioria das quais contém endofitos. De fato, endéfitos microbianos
(bactérias e fungos) foram encontrados em todas as espécies de plantas que foram
analisadas. De acordo com Partida-Martinez e Heil (2011), uma planta livre de endofitos é
uma excecdo ao que normalmente € encontrado na natureza. Com base em observagdes da
distribuicdo da BPCP rizosférica na natureza uma planta sem endofitos seria menos capaz de
lidar com patogenos e mais suscetivel as condi¢Ges de estresse ambiental (TIMMUSK et al.,
2011).

Muitos dos endofiticos bacterianos estdo em uma associa¢cdo mutua com um grupo de
plantas denominadas leguminosas. Prayitno e Rolfe (2010) em seu trabalho sobre a

caracterizacdo de bactérias endofiticas diazotroficas isoladas de arroz, monstram que a


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/endophyte
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/endophyte
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utilizacdo da rotacdo arroz-leguminosa no delta do Nilo proporciona um bom desempenho a
planta, principalmente por conta da participacdo de bactérias dos grupos Rizobium,
Sphingomonas, Azospirillum e Agrobacterium, provindas das leguminosas, no entanto apenas
bactérias do grupo rhizobium formaram noédulos.

Muresu et al.(2019) revelam a diversidade de microbiomas associados a ndédulos em
populagdes selvagens de Sulla coronaria e pistas sobre a importancia relativa de simbiontes
rizobios e endofitos co-infectantes. Dos 60 nodulos isolados da leguminosa, 25 apresentaram
o simbionte oficial Rhizobium sullae, dos nodulos restantes ndo foram obtidas culturas de
rizobio, mas véarios géneros endofiticos diferentes, incluindo Pseudomonas sp. (17
nddulos), Microbacterium sp. (15 nédulos), Pantoea agglomerans (5 nédulos). Segundo os
autores, a ocorréncia das bactérias ndo nodulantes podem estar associada a esses resultados a
necessidade do hospedeiro de abrigar uma diversidade mais ampla de endofitos para lidar com

os desafios mais severos.

Um total de 276 bactérias endofiticas foram isoladas a partir dos nédulos radiculares
de soja (Glycine max L.) cultivados em 14 locais na provincia de Henan, China. Dessas, seis
bactérias mostraram reacdes negativas para producdo de sideréforos e &cido indolacético.
Essas bactérias foram identificadas como pertencentes aos géneros (Enterobacter,
Acinetobacter, Pseudomonas, Ochrobactrum e Bacillus) (ZHAO; XU; LAI, 2018).

2.3 Mecanismos de promocao de crescimento de plantas por bactérias

O uso de (BPCP) vém crescendo na agricultura, horticultura, silvicultura e estratégias
de limpeza ambiental. Embora possa ndo haver uma estratégia simples que possa efetivamente
promover o crescimento de todas as plantas sob todas as condi¢fes, algumas estratégias que
sdo discutidas ja mostram grande promessa (GLICK, 2012).

Entender os mecanismos de acdo (figura 1) que essas bactérias utilizam nas estratégias
para promocgdao desse crescimento das plantas torna-se fundamental, visto que alguns solos do
Brasil carecem de nutrientes em quantidades subdtimas e muitas culturas agricolas necessitam

de mecanismos no controle de doencas.
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Figura 1 - Mecanismos de promogdo do crescimento de plantas por rizobactérias
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Os mecanismos executados pelas bactérias que permitem a promocao do crescimento

de plantas sdo caracterizados em: diretos e indiretos. Os mecanismos diretos sdo 0s mais

estudados, isso porque fornecem naturalmente os nutrientes necessarios que auxiliam o

desenvolvimento vegetal.

Esses nutrientes variam, mas, 0s mais comuns sao nitrogénio, ferro, fosforo e potassio

(GLICK, 2012). Nestes mecanismos estdo incluidos a (fixagdo bioldgica de nitrogénio,

solubilizacdo de fosfato, a producdo de fito-horménios (citocininas, giberilinas, auxinas),
producéo de sidéroforos (OLIVEIRA et al., 2014).
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2.3.1.1 A fixacao bioldgica de nitrogénio

Devido ao crescente uso de fertilizantes quimicos e agrotdxicos, e ao alto custo de
fertilizantes nitrogenados, a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) que permite o uso, pelas
plantas, do N, molecular da atmosfera, é o processo mais estudado da biologia do solo. Muitas
bactérias associativas sdo capazes de se fixar as plantas, no entanto ainda é pequeno o nimero
de bactérias que promovem maior absorcéo de nitrogénio. Para que iSSO ocorra € necessario
que essas bactérias tenham o genes da nitrogenase (nif), genes de ativacdo da proteina férrica
e genes reguladores de toda a biossintese de enzimas relacionadas ( DOBEREINER, 1990).

O complexo enzimatico nitrogenase catalisa a reacdo de reducdo de N, em NHj3 e
ocorre somente em organismos procariotos (Bacteria e Archaea). Em adicdo, a FBN constitui
0 principal mecanismo de disponibilizagdo do nitrogénio para 0s seres vivos, sendo
responsavel por pelo menos dois ter¢os do aporte anual de nitrogénio na biosfera (FOWLER
etal., 2013).

Estimativas da contribuicdo média da FBN para sistemas agricolas (HERRIDGE;
PEOPLES; BODDEY, 2008) apresentam valores de 25 kg N ha™ ano™ para associacdes n&o
simbiéticas (cana-de-actcar, milho e outros), até 176 kg N ha™ ano™® para associagbes
simbioticas (soja). Apesar da importancia da FBN no suprimento de nitrogénio para os seres
vivos e da existéncia de muitas espécies diazotrdficas nos solos e em associagdo com espécies
vegetais de interesse agronémico, 0s insumos biotecnoldgicos com base neste processo estdo
disponiveis somente para algumas culturas e o uso de fertilizantes nitrogenados industriais
ainda constitui a principal forma de aporte deste nutriente em sistemas agricolas (OLIVEIRA
etal., 2014).

2.3.1.2 Solubilizacao de fosfato

O fosforo (P) é um recurso ndo renovavel e escasso em nosso planeta e as estimativas
apresentam o esgotamento de suas reservas em 50-100 anos (OLIVEIRA et al., 2014). Apesar
da relativa abundéncia de formas organica e inorgénicas de P nos solos, sua concentragdo na
forma soluvel é baixa, essa baixa disponibilidade de fosforo soluvel (H,PO,) para as plantas.
Tal fato é relacionad ao fato de que a maioria do P do solo é encontrada em formas
complexadas de baixa solubilidade fixado, insoliveis ndo assimiladas pelas plantas
(AHEMAD:; KIBRET, 2014).

A matéria organica do solo contribui com 30 a 50%, em média, do total de fésforo

soltvel na maioria dos solos, onde o fosfato de inositol (fitato) pode representar até 50% do
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P-organico. Na forma inorgéanica, as maiores reservas de P estdo presentes como constituintes
de rochas e minerais primarios como as apatitas, hidroxiapatitas e oxiapatitas (ZHAO; XU;
LAI, 2018).

Porém a mobilizacdo deste nutriente a partir de minerais € um processo lento e a
quantidade mobilizada geralmente é insuficiente para suprir as necessidades de um ciclo de
cultivo agricola (SCHNEIDER et al., 2010). Além disso, uma quantidade consideravel dos
fertilizantes fosfatados aplicados é rapidamente imobilizado nos solos agricolas, pela sua
reacdo com minerais de ferro, aluminio ou célcio, formando fosfatos insollveis e
indisponiveis para assimilacdo pelas plantas. Os microrganismos, bactérias e fungos, tém um
papel essencial no ciclo do P na natureza, atuando na mineralizagdo dos fosfatos organicos ou
na solubilizacdo de fosfatos inorganicos.

De maneira geral, a solubilizacdo de substratos inorganicos ocorre pela biossintese de
acidos organicos ou inorganicos, enquanto o P presente em substratos organicos é
mineralizado (hidrolisado para a forma inorgénica) pela acéo de enzimas hidroliticas, como as
fosfatases (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; RICHARDSON et al., 2011). Considerando que a
disponibilidade de P é uma etapa limitante para a nutricdo da planta, a habilidade em
solubilizar fosfato inorganico por bactérias associativas representa um grande potencial para a
promocdo do crescimento vegetal.

2.3.1.3 Sintese de fito-hormonios

A producdo de horménios vegetais € uma resposta interna da planta a diversos fatores
abiodticos que limitam seu bem estar e um pleno desenvolvimento, sua biossintese pelos
microrganismos do solo e outras moléculas com agdo hormonal podem influenciar
diretamente o status nutricional das plantas (OLIVEIRA et al., 2014).

A sintese, principalmente de auxinas e giberelinas, é provavelmente um dos
mecanismos mais importantes utilizados por BPCP para influenciar positivamente o
desenvolvimento vegetal (CASSAN et al., 2014). Outras moléculas produzidas por
microrganismos sdo as citocininas, pesquisas demonstram que diversos géneros bacterianos
conseguem produzir essa substancia (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; DROGUE et al.,
2012; LOBO, 2018).

Dentre os fito-hormonios citados, a auxina (acido indol-3-acético ou AlA) é a mais
estudada, sendo a capacidade de sintese deste fito-hormonio amplamente distribuida entre
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bactérias endofiticas. Acredita-se que cerca de 80% das espécies de bactérias isoladas da
rizosfera produzem auxinas (GLICK, 2012).

Segundo Cassan et al. (2014) os principais efeitos relacionados com a acéo de fito-
horménios produzidos por microrganismos sobre o desenvolvimento vegetal consistem de
alteragBes morfoldgicas no sistema radicular, incluindo aumentos no comprimento e volume
radicular, nimero e comprimento das raizes laterais, massa seca radicular e nimero e

densidade dos pelos radiculares.
2.3.1.4 Sintese de sideroforos

Além de rizobactérias promoverem o crescimento das plantas pela producédo de fito-
hormonios, elas também possuem a capacidade de produzir moléculas organicas
extracelulares de baixo peso molecular com alta afinidade pelo ferro, que apesar de serem
quelantes especificos de ions férricos, também podem se ligar a outros metais, essas
moléculas sdo denominadas sideroforos.

Os sideroforos podem reduzir a disponibilidade desses metais na rizosfera, diminuindo
sua toxicidade para as plantas e os proprios microrganismos (BORTOLOTTI, 2014). Sao
classificados em trés categorias segundo as quais é doador de oxigénio para a coordenacéao
do Fe**: a) catecolatos (ou fenolatos), b) hidroxilatos (ou carboxilato) e c) os tipos mistos
(SAHA et al., 2013). Grupos de bactérias como as dos géneros rhizobium sp.; Pesudomonas
sp. também sdo conhecidas por produzirem essas moléculas e promoverem o aumento e
desenvolvimento vegetal (GHOSH; BERA; CHAKRABARTY, 2020).

Apesar do foco nos sider6foros ser uma forma de mecanismo direto na promocao de
crescimento de plantas, diversos trabalhos (BEASLEY et al., 2011; FETHERSTON et al.,
2010; JIMENEZ et al., 2010;). GRACAS et al., 2015) demonstram seus papéis na mediacdo
de patdégenos um mecanismo indireto das bactérias promotoras de crescimento de plantas,

mostrando assim a dupla importancia dessas moléculas.
2.3.2 Mecanismos de acdo indiretos na promogéo do crescimento de plantas por bactérias

A aplicacdo de microrganismos no controle de doencas, que é uma forma de controle
bioldgico, é uma abordagem ecoldgica utilizada ha bastante tempo. Os mecanismos indiretos
sdo compostos por (controle biolégico de patdgenos e aumento da resisténcia vegetal a
diferentes fatores de estresses ambientais) (OLIVEIRA et al., 2014).
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2.3.2.1 Controle de patogenos por bactérias promotoras de crescimento de plantas

As bactérias promotoras de crescimento de plantas além de promoverem o
crescimento dos vegetais por meio dos mecanismos anteriormente citados, também evoluiram
para trazer a planta associada 0 maximo de seguranga, atuando de forma indireta no controle
de patogenos através da degradacdo da parede celular por acdo de enzimas liticas, pela
competicdo por nutrientes e pela inducdo de resisténcia sisttmica nas plantas (GARCIA;
KNAAK; FIUZA, 2016). E possivel notar no quadro 1, que alguns biopesticidas que tem

como organismos principais bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas.

Quadro 1 - Alguns biopesticidas disponiveis comercialmente para controle de doenc¢as em plantas

ORGANISMO PRODUTO ORGANISMO-ALVO
Agrobacterium Norbac 84-C Agrobacterium
. Agtrol; Galtrol; .
radiobacter . tumefaciens
Diegall

Rhizoctonia spp.,
Bacillus subtilis Kodiak Pythium spp. e
Fusarium spp.
Rhizoctonia spp.,

. Blue Circle; .

Pseudomonas cepacia He Pythium spp. e

Intercept .

Fusarium spp.

Pseudomonas Rhizoctonia spp. e

Dagger .
fluorescens, EG 1053 Pythium spp.
P. fluorescens, NC1B Podrid&o bacteriana de

Conquer o
12089 cogumelos comestiveis
Pseudomonas Gaeumanomyces
aureofaciens graminis

Fonte: Adaptado de Gragas et al. (2015).

Oliveira de et al. (2012) afirmaram que algumas bactérias responsaveis pelo
biocontrole produzem enzimas como, quitinases, celulases, £-1,3 glucanases, proteases e
lipases que podem lisar uma porgdo de paredes celulares de muitos patdgenos, incluindo
fungos. E que as BPCP que sintetizam uma ou mais dessas enzimas foram encontradas
possuindo essa atividade de biocontrole contra uma série de fungos patogénicos, incluindo
Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp., Rhizoctonia
solani e Pythium ultimum. Essa atividade de degradacdo da parede celular pode se comparar

ao um efeito de um antibidtico em um organismo infectado.
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2.3.2.2 Aumento da resisténcia vegetal a diferentes estresses ambientais

Em experimentos controlados, espera-se que nenhum fator abiotico ou biotico, a ndo
ser 0s testados, interfira no desenvolvimento e produtividade da espécie estudada. No entanto,
no ambiente natural as circunstancias sdo outras e a planta sofre interferéncia de diversos
fatores, que podem trazer respostas positivas ou ndo, as respostas negativas podem virar
estresses, quando relacionado ao excesso ou auséncia da resposta. As bactérias promotoras de
crescimento de plantas podem assegurar as plantas que essa interferéncia e inibicdo do
crescimento da planta ndo seja t&o significativa através de respostas hormonais (OLIVEIRA
et al.,, 2014). Essas respostas se constituem da conversacdo entre planta-bactéria para a
producdo de hormonios relacionados ao estresse como, acido jasmonico, acido abscisico e
etileno, essas bactérias por sua vez, possuem a capacidade de identificar sinais emitidos ou
percebidos pela planta em condi¢fes de estresse, desencadeando respostas de forma conjunta
com a planta, resultando em aumento de tolerancia por meio dos hormonios citados
anteriormente (COELHO et al., 2017).

De acordo com Sarkar et al. (2018) as BPCP que promovem uma boa resposta ao
estresse e habitam na rizosfera pertencem aos géneros Achromobacter, Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Micobacterium,
Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, Serratia, Streptomycess. Estas BPCP sdo geralmente
usadas como inoculantes para a bioestimulacdo, biocontrole e biofertilizacdo, e, juntamente
com outros microrganismos, melhoram o crescimento das plantas sob diferentes condicdes de
estresse ambiental, sendo assim uma fonte barata e de facil acesso para a mitigacdo de
diferentes estresses bioticos e abioticos.

Numan et al. (2018) em seu trabalho sobre bactérias promotoras de crescimento de
plantas como estratégia para a tolerancia ao estresse salino, ainda discorrem sobre o quanto
essas bactérias sdo importantes para melhoria do solo e desenvolvimento, e produtividade da
planta em resposta a esse tipo de estresse, que é tdo prejudicial a saude do solo e da planta,

devido a grande dificuldade que a planta tem de extrair a agua de um solo salino.

2.4 Bacterias promotoras de crescimento na promocdo e absorcdo de nutrientes
essenciais para plantas

Nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K) e ferro (Fe) s&o nutrientes essenciais que

desempenham um papel importante na producdo agricola em solos degradados e néo

degradados. A maioria dos solos do mundo é deficiente nos nutrientes mencionados,
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necessitando de uma grande demanda de fertilizantes quimicos para suprir o requerimento de
nutrientes pelas culturas agricolas (RASHID et al., 2016).

O elemento é essencial para a planta quando esta diretamente envolvido no seu
metabolismo (como constituintes de moléculas, etc), quando a planta ndo consegue completar
seu ciclo de vida sem ele e quando a funcdo do elemento é especifica, ou seja, nem um outro
elemento é capaz de substitui-lo naquela funcdo; e sdo divididos em macronutrientes e
micronutrientes, de acordo com a quantidade requerida pelo metabolismo das plantas (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas atuam promovendo o aumento a
acessibilidade e a concentracdo de nutrientes, tanto macro quanto micronutrientes, fixando ou
bloqueando seu suprimento para crescimento e produtividade das plantas (KUMAR, 2016). A
promocdo direta do crescimento das plantas ocorre quando uma bactéria facilita a aquisi¢éo
de nutrientes essenciais (SANTOYO et al., 2016). A absorcdo dos nutrientes intermediados
por esses microrganismos endofiticos € evidenciada desde o inicio desse século em diferentes
regides do planeta (BREDA; ALVES; REIS, 2016).

Egamberdiyeva e Hdoflich (2004) ao estudarem o efeito de bactérias promotoras do
crescimento de plantas na absorcdo de nutrientes para o desenvolvimento do algodé&o e ervilha
em uma regido semiarida do Uzbequistdo, observaram, que apds a inoculacdo com cepas de
Pseudomonas sp., Bacillus sp. e Mycobaterium sp., os teores de N, P e K aumentaram
significativamente na planta.

Outro trabalho de Egamberdiyeva, (2007), agora, sobre o efeito do crescimento de
bactérias promotoras no crescimento e absorcdo de nutrientes do milho em dois solos
diferentes, demonstrou que as mesmas cepas bacterianas estimularam a maior absorcao de N,
P e K nas plantas em solos deficientes desses nutrientes do que em solos ricos, evidenciando a
interacdo positiva entra planta e bactérias para melhoria da absorcéo dos nutrientes.

Quando se trata do efeito de bactérias promotoras de crescimento de plantas no
vegetal, a avaliagdo sobre os compostos nutricionais provenientes da interacdo da bactéria-
planta também passam por processos de avaliacGes quantitativas e nutricionais, para se ter
ideia do quanto a estirpe bacteriana escolhida beneficiou a espécie em questdo. E possivel
confirmar isso na maioria dos trabalhos atuais relacionados ( BREDA; ALVES; REIS, 2016;
HARTMANN et al., 2019; LA TORRE-RUIZ et al., 2016; SANTOYO et al., 2016).

As plantas absorvem nitrogénio do solo na forma de nitrato (NO3_) e aménio (NH- **),
que sdo nutrientes essenciais para 0 crescimento. O nitrato & geralmente a forma

predominante de nitrogénio disponivel em solos aerdbicos, onde a nitrificacdo ocorre e é
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absorvida pela planta (XU; FAN; MILLER, 2012). Algumas BPCP tém a capacidade de
solubilizar o fosfato, resultando em um ndmero aumentado de ions fosfato disponiveis no
solo, que podem ser facilmente absorvidos pelas plantas (HERRERA PAREDES; LEBEIS,
2016).

Em relaco ao potassio, esse estd presente na planta como cation monovalente (K¥) e
executa importante papel na regulacdo do potencial osmético das células das plantas. E
também requerido para a ativacdo de muitas enzimas da respiracdo e da fotossintese (TAIZ;
ZEIGER, 2013). O potassio é encontrado em solos principalmente em minerais de fontes ndo
renovaveis. Alguns Bacillus spp. sdo capazes de dissolver potassio minerais, constituindo um
suprimento de (K as plantas. A solubilizacdo do potassio por microrganismos e seus
mecanismos foram recentemente revisados (SATTAR et al., 2019).

O ferro é o quarto elemento mais abundante disponivel na Terra e existe

). E considerado um dos

predominantemente na natureza na forma férrica (Fe
micronutrientes essenciais para a fertilidade do solo e também é necessario para todos 0s tipos
de organismos vivos, para facilitar a absorcdo de ferro pelas plantas as bactérias produzem
moléculas quelantes (os sideroforos). Além disso, as bactérias produzem sideréforos
extracelulares que privam organismos patogénicos produzidos sob condicdo limitada de Fe e
formam complexos com outros metais pesados (Zn, Pb, In, Cu, Ga, Cd e Al) (RASHID et al.,

2016).
2.5 A cultura do milho (Zea mays L.)

O milho (Zea mays L.) é classificado como sendo do reino Plantae, divisao
Anthophyta, classe Monocotiledonea, ordem Poales, familia Poaceae, género Zea, espéecie Zea
mays (GODOY, 2017). E considerada uma planta C4, apresentando uma inflorescéncia
masculina, que é o penddo e uma feminina, que é a espiga. A domesticacdo do milho no
México, a partir de uma graminea selvagem conhecida como teosinto do género Tripsacum, é
um exemplo inquestionavel de como grandes mudancas morfolégicas podem acontecer em
resposta a selecdo (KELLOGG, 1997).

O ciclo da maioria das cultivares de milho varia entre 105 e 180 dias, periodo
compreendido entre a semeadura e a colheita. Todas as plantas normais de milho seguem um
mesmo padrdo geral de desenvolvimento, mas os intervalos de tempo especificos entre os
estadios e os nimeros totais de folhas desenvolvidas podem variar entre diferentes hibridos,

estacoes do ano, datas de plantio e locais. Sendo assim, o crescimento de uma planta de milho



28

é divido em dois grandes estagios, 0 vegetativo e o reprodutivo. Durante o estagio vegetativo,
ocorre o desenvolvimento da planta e a definicdo do potencial produtivo tedrico. Durante o
estagio reprodutivo, ocorre o desenvolvimento da espiga e finalizacdo do ciclo com a
maturidade fisioldgica da semente (RITCHIE; HANWAY; BENSON, 1997).

No Brasil, a cultura do milho tem-se caracterizado pela diviséo da producdo em duas
épocas de plantio: plantio de verdo ou safra, no final do verdo; e safrinha ou segunda safra, no
inicio do inverno (BREDA; ALVES; REIS, 2016). A cultura do milho, além de ter
importancia no agronegdcio, € base de sustentacdo para a pequena propriedade, constituindo-
se, também, num dos principais insumos do complexo agroindustrial (QUADROS et al.,
2014).

Em toda extensdo territorial brasileira, o milho (Zea mays L.) é cultivado, destacando-
se das demais culturas e ocupando assim a segunda maior area cultivada do pais (CONAB,
2019). Entretanto, praticamente toda a producdo de milho brasileira € consumida
internamente, diferente da cultura da soja, que concentra sua comercializagdo em mercados
externos (ALVES; REIS; BALDANI, 2007). A maior parte da producdo de grdos brasileira é
destinada a alimentacao animal de suinos, aves e o rebanho bovino.

A cultura do milho apresenta pouca tolerancia a falta de agua. Cultivado em diversos
sistemas produtivos, o milho é plantado principalmente nas regides do Centro-Oeste, Sudeste
e Sul. No Nordeste do Brasil os rendimentos da cultura s&o muito baixos, cultivado por
pequenos agricultores que utilizam pouco ou nenhum recurso tecnoldgico. Entretanto, apesar
dos baixos rendimentos, o milho é um cereal tradicional e apresenta aspectos culturais e
histéricos na regido (ROBERTO; FRANCISCO; SANTOS, 2017). O Estado de Alagoas s6
representa (0,30%) da producéo da cultura do milho no Nordeste Brasileiro (CONAB, 2015).

A geracdo de tecnologias pelos 6rgdos de fomento deve levar em consideracdo nao
apenas a otimizacdo do processo produtivo em sistemas com elevada aplicacdo de tecnologia,
mas tambeém 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, alimentacdo humana e de animais
(PEDRINHO, 2009).

Para suprir a baixa produtividade do milho e trazer facilidade de economia para o
produtor diversos trabalhos tém sido desenvolvidos ao longo de décadas analisando o
potencial de resposta do milho a diversas estirpes bacterianas. De acordo com (OLIVEIRA et
al., 2012), a inoculagdo com diversas estirpes de bactérias favorece a produtividade do milho,

aumentando a massa da planta e o melhor desenvolvimento dos grdos. E notério também o



29

quanto foi significativo a resposta de estirpes bacterianas a essa espécies em muitos outras

pesquisas decorridas anteriormente.
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3 MATERIAS E METODOS
3.1 Origem das bactérias e condic6es de cultivo

As bactérias foram provenientes do isolamento feito anteriormente a partir de uma
colecdo de nddulos de leguminosas do género Stylosanthes (SOUZA, 2018) e de
Chloroleucon dumosum (GUABIRABA, 2018) utilizadas como planta-isca para a captura de
rizbios de amostras de solo coletadas em quatro areas de Caatinga (Delmiro D1 e D2, Pao-
de-acucar e Santana do Ipanema. Nesse estudo foram utilizados 14 isolados bacterianos que
ndo mostraram capacidade para nodular as leguminosas de origem, indicando que estas
bactérias ndo sdo rizobios e fazem parte de uma comunidade endofitica do nddulo, a saber:
AD47, AD3, AP93, AT8 e AT20 isolados de nédulos de Chloroleucon dumosum; ShP6,
ShP9, ShP11, ShP12, ShS2, ShS3; e ShS9 isolados de Stylosanthes hamata e SsP7 e SsS3
isolados de nodulos de Stylosanthes scabra. As bactérias foram, inicialmente, recuperadas do
estoque sendo cultivadas em meio de cultura YMA (VINCENT, 1970) a 28 °C até o

surgimento de colonias puras para a realizagdo dos experimentos de inoculacéo.

3.2 Identificacdo molecular dos isolados

A identificacdo molecular dos isolados foi feito com base no sequenciamento do gene
16S rRNA. Para isso, 0 DNA gendmico dos 14 isolados foi extraido utilizando a metodologia
de Doyle e Doyle (1991) e utilizado para as reacdes de amplificacdo por cadeia da polimerase
(PCR) do gene 16S rRNA. A amplificacdo do 16S rRNA foi feita utilizando os iniciadores
27F (5’>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492 (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") em volume de 50 ul contendo 2 pL de amostra do
DNA genémico (~10 ng), 0,20 uM de cada primer, 1x PCR buffer [200 mM Tris-HCI (pH
8.4), 500 mM KCl], 1,75 mM de MgCI2, 0,250 mM de cada dNTP e 2U de Taq DNA
polymerase. A amplificacdo foi realiada nas seguintes condig¢des: 95°C por 5 minuto para
desnaturacao inicial; 30 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 60 °C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; finalizando com uma extenséo final a 72°C por 5
minutos. Uma aliquota de 2 pL do produto da PCR foi aplicada em gel de agarose 1% e
migrado por eletroforese. Os géis foram corados com brometo de etideo, e foi visualizado em
transluminador com luz ultravioleta para checagem da amplificacdo. Os produtos da PCR
foram utilizados para o sequenciamento usando BigDye® de acordo com as instrucfes do
manual e o sequenciamento feito em sequenciador capilar ABI 3730 (Applied Biosystems,
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USA). A qualidade das sequéncias obtidas foi verificada utilizando o programa Sequence
Scanner v.10 (Biosystems, USA) e quando necessarios, erros foram corrigidos. As sequéncias
foram submetidas a identificacdo genética, a nivel de género, por comparacdo com as
sequéncias depositadas no GenBank usando o algoritmo BLASTN, Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast. Acesso em: 20 ago. 2019 (ALTSCHUL et al.,
1997).

3.3 Experimento | (Teste de germinacéo e promocao do crescimento radicular de milho)

Com o intuito de saber os efeitos que essas bactérias poderiam causar no
desenvolvimento de espécies vegetais, foram feitos trés experimentos, como forma de filtrar
essas bactérias na funcdo em que elas mais promovem o desenvolvimento das plantas e ter as
melhores estirpes para a aplicacdo em campo. O experimento foi conduzido no laboratério de
Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Alagoas Campus Arapiraca. Foram utilizados
14 isolados bacterianos (AD3, AD47, AP93, AT8, AT20, ShP6, ShP9, ShP11, ShP12, ShS2,
ShS3, ShS9, SsP7 e SsS3) de nédulos de leguminosas da caatinga do estado de Alagoas. As
sementes de milho utilizadas foram da variedade Jaboatdo (crioulo). As sementes foram
previamente testadas quanto ao potencial germinativo para averiguar a viabilidade de acordo
com a RAS, (2009). As sementes foram desinfestadas por imersdo em alcool 70% por 1
minuto, depois em hipoclorito de sédio por 3 minutos e, posteriormente, lavadas seis vezes
sucessivamente com &gua destilada estéril. A inoculacdo foi feita por imersdo, em que 32
sementes ficaram submersas por 1 hora em 10 mL em suspensdo de bactérias com
concentracdo de 5,2 x 10 UFC mL™ do respectivo tratamento.

As sementes do controle foram imersas em meio YM por 1 hora. O indculo bacteriano
foi obtido ap6s o crescimento de coldnias puras de cada bactéria em meio de cultivo YM
(VINCENT, 1970) por 24 horas a 150 rpm, quando atingiu a concentracéo de 5,2 x 10’ UFC
mL™. Cada tratamento contou com quatro repeticdes, sendo cada repeticdo composta por oito
sementes. As oitos sementes foram colocadas em cima de duas folhas de papéis germitest
umedecidas com agua destilada e autoclavada (1 atm, 120 °C, 30 min) e entdo coberta com
outra folha de papel, enroladas e colocadas em BOD na temperatura de 25 °C para a

germinacdo, como Vvistos na figura 2, A e B.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast
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Figura 2 - (A) 14 estirpes de bactérias crescidas (5,2 x 10’ UFC mL™). (B) Incubadora shacker
(Agitadora).

Fonte: A autora (2019).

As coletas de dados foram feitas aos quatro e oito dias ap0s a germinacdo das
sementes de milho. As varidveis medidas foram: germinacdo (%), comprimento da raiz
principal (cm) e o numero de raizes laterais. Foi feita a média de cada repeticdo por
tratamento e verificada a distribuicdo normal dos dados aplicando o teste de Shapiro-Wilk e
posteriormente aplicada a analise de variancia (ANOVA) através do teste F com agrupamento
das médias utilizando o teste de Scott-Knott com significancia de 5%. O programa Sisvar v

5.0 (FERREIRA, 2011) foi utilizado para a producéo das anélises estatisticas.

Figura 3 - (A) Sementes de milho com quatro dias apds a germinacéo. (B) Sementes com oito dias
apos a germinacao e preparadas para a medi¢do das varaveis.

Fonte: A autora (2019).
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3.4 Experimento Il (Promocéao do crescimento de milho em substrato esteril)

As etapas do experimento Il foram conduzidas no laboratério de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Alagoas Campus Arapiraca e na casa de vegetacdo da universidade
anteriormente citada (figura 5). Foram utilizados os mesmos passos do primeiro experimento
em relacdo ao crescimento dos indculos utilizados e os processos de desinfestacdo das
sementes. Apoés as bactérias terem crescido foi montado o experimento, com intuito de avaliar
a contribuicdo que a bactéria poderia estabelecer no crescimento da planta, a montagem de
todo o experimento se deu de forma gnobiotica, promovendo um ambiente estéril. O substrato
para estabelecimento da planta utilizado, foi a vermiculita, que previamente foi esterilizada. O
experimento se deu em blocos casualizados, no total foram utilizados 16 tratamentos, os 14
isolados bacterianos, mais um controle positivo com nitrogénio (15 mg de N) e um negativo
sem nitrogénio, apenas o potencial da semente, cada tratamento contou com 10 repetices.

Figura 4 - Experimento montado na casa de vegetacdo da Universidade Federal de Alagoas campus
Arapiraca.

Fonte: A autora (2019).

A inoculagdo das bactérias se deu nos vasos de 500 mL e foi colocado 1 mL de
crescimento bacteriano (5,2 x 10” UFC mL™) nas sementes. Com cinco dias ap6s a montagem
do experimento aconteceram as germinagdes de todas as sementes, depois de sete dias da
emergéncia foi feito o desbaste e uma reinoculacéo nas plantulas com a mesma quantidade de
suspensdo bacteriana anterior (figura 5, A e B). Os vasos foram irrigados 3 vezes por semana
com 250 mL de &gua destilada e esterilizada, uma vez por semana 0s vasos eram irrigados
também com solucgdo nutritiva de Norris (VINCET, 1970) isenta de nitrogénio (ANEXO A).
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Figura5- (A) Sementes de milho com um dia de germinacéo. (B) Desbaste e segunda inoculagao.

Fonte: A autora (2019).

As variaveis analisadas apds 30 dias da emergéncia das sementes de milho foram:
Intensidade verde (SPAD), numero de folhas, volume da raiz (ml), altura da planta (cm),
matéria seca da raiz (g), matéria seca da parte aérea (g) e massa seca total (g). Foi feita a
média de cada repeticdo por tratamento e verificada a distribuicdo normal dos dados aplicando
o teste de Shapiro-Wilk e posteriormente aplicada a analise de variancia (ANOVA) através do
teste F com agrupamento das médias utilizando o teste de Scott-Knott com significancia de
5%. O programa Sisvar v 5.0 (FERREIRA, 2011) foi utilizado para a producéo das anélises

estatisticas.
3.5 Experimento 111 (Promocéo do crescimento de milho em solo ndo estéril)

As etapas do crescimento das estirpes se deram da mesma forma dos dois
experimentos anteriores (figura 2). A etapas da realizacdo desse experimento também
ocorreram no laboratorio de fisiologia vegetal e na casa de vegetacdo da Universidade Federal
de Alagoas Campus Arapiraca.

Para esse experimento, tomamos como base 0s dois experimentos anteriores e
filtramos as estirpes que promoveram maiores respostas em relacdo ao milho, tendo como
foco um possivel experimento mais perto o possivel das condi¢es encontradas em campo. No
total foram utilizados 9 isolados bacterianos (ShP11, SsS3, ShS2, ShS3, SsP7, ShS9, AT20,
AD3 e AD47) mais a adicdo de 35 kg ha™ de nitrogénio e trés controles (apenas o potencial
da semente, um controle nitrogenado com 35 kg ha™ e um controle nitrogenado com 70 kg ha’
1), totalizando 12 tratamentos, cada tratamento contou com sete repeticées.
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O experimento foi organizado em blocos ao acaso. As sementes foram desinfestadas
e cinco sementes foram semeadas em vasos (4,5 L) preenchidos com amostra de um Argissolo
Vermelho-Amarelo distréfico. O solo foi coletado numa area em que ja havia sido plantado
milho da Universidade Federal de Alagoas Campus Arapiraca, apos ser homogeneizado, 500
g da amostra foram encaminhados para analise dos atributos quimicos na empresa Central
Analitica (Quadro 2).

Todos os vasos foram adubados com 60 kg ha™* de superfostato simples (P,Os) e 40 kg
ha™ de cloreto de potassio (K»0). Foi utilizado 1,2 mL de crescimento bacteriano (5,2 x 10’
UFC mL™) do respectivo tratamento nas sementes inseridas nos vasos. Ap6s 5 dias ocorreram
as germinacdes, com 10 dias apds a germinacgdo foi feito o desbaste e com 20 dias apds a
germinacdo as plantas foram inoculadas novamente e controle com 70 kg ha™ de N recebeu

uma nova dose. Os vasos foram irrigados trés vezes por semana com 500 mL de agua.

Figura 6 - (A) Plantas de Zea mays L. ap6s a germinacao com inoculagdo de BPCP, (B) Sete dias antes
da coleta e avaliagdo das plantas.

Fonte: A autora (2019).
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Quadro 2 - Analise do solo utilizado para o cultivo de Zea mays L.

Atributo do solo Valor
pH (H20) 6,9
Matéria organica — M.O. (%) 1,67
P (mg Kg™) 36,0
K (cmol; dm-3) 65,0
Na (cmol, dm-3) 16,0
Ca (cmol; dm-3) 2,1
Mg (cmol; dm-8) 1,4
Al (cmol; dm-3) 0,0
H+Al (cmol, dm-3) 4,4
Soma de bases — SB (cmol, dm-3) 3,74
Saturacéo de bases — V (%) 45,9

Fonte: Central Analitica (2019).

As coletas de dados se deram com 40 dias ap6s a germinacdo. As variaveis medidas
foram: Intensidade verde (SPAD), altura da planta (cm), niamero de folhas, didmetro do caule
(mm), matéria seca da raiz (g) e matéria seca da parte aérea (g). Foi feita a média de cada
repeticdo por tratamento e verificada a distribuicdo normal dos dados aplicando o teste de
Shapiro-Wilk e posteriormente aplicada a analise de variancia (ANOVA) através do teste de
comparacdo de Scott-Knott com significancia de 5% usando o Software Sisvar (FERREIRA,
2011). 5.0. Os gréficos foram feitos através do pacote MS excel 2013.

3.5.1 Determinacdes das concentracfes de Potassio (K), Fosforo (P) e Nitrogénio (N) via
matéria seca da parte area de Zea mays L.

As amostras da parte aérea das plantas de milho foram secadas em estufa com
ventilagdo a 65°C por setes dias até atingir um peso constante, em seguida foram trituradas
em um moinho de facas (Nova Orgéanica, Modelo: 048), guardadas e etiquetadas para analises

quimicas posteriores.



37

3.5.1.1 Determinacdo das concentracdes de K foliar

A determinacdo da concentracdo de K foliar foram realizadas através de Fotometria de
chama de emisséo (MALAVOLTA et al.,, 1997). Previamente foram pesadas em balanga
analitica 0,500 g do material foliar e a digestdo se deu por via seca, onde as amostras foram
colocadas na mufla elétrica para incineracdo, a uma temperatura de 500 a 550 °C, por duas a

quatro horas, até a obtencao de uma cinza branca.

Figura 7 - Diluicdo das amostras de K resultantes da solu¢do com HCI.

Fonte: A autora (2019).

A cinza resultante desse processo foi dissolvida em 25 mL de HCI a 1M, depois disso
a solucgéo dissolvida foi filtrada e retirado 1 mL da solucdo que foi adicionada a 30 mL de
agua destilada, ficando na razdo 1:31, depois de homogeneizada, como estourou o limite
maximo de quantificacédo, foi feita uma nova diluigdo, entdo removeu-se 10 mL da solucéo de
20 mL da agua destilada, ficando em uma razdo 1:93. ApGs a amostra ser agitada e
homogeneizada novamente, foi feita a leitura no Fotbmetro de chama.

Para a calibracdo do Fotémetro de chama foram utilizadas as solugdes padrdo de
potassio 1, 2, 4, 6, 8, 10 mg L™. Todos os dados obtidos foram inseridos em planilhas do
Microsoft Excel 2010 para o célculo de obtencdo da concentracdo de K, que teve como
formula:

K (mg L™) = (Leitura x —n) xd
m
Em que: m é o coeficiente angular da reta e n o coeficiente linear da equacao da reta y = mx

+n.
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3.5.1.2 Determinacao das concentragdes de P foliar

A determinacéo das concentracdes de fosforo foliar foram realizadas através da técnica
de Espectrofotometria com amarelo de vanadato, nesta, o anion fosfato (PO,>) reage com
molibdato (MoO,%) e vanadato (VO,*), em meio 4cido, formando um complexo de coloragdo
amarela que absorve a luz na regido de 420 nm (EMBRAPA, 2000). O equipamento utilizado
foi um Espectrofotdometro UV-Visivel da marca Global.

A digestdo foi realizada da seguinte forma: foi adicionado ao tubo de digestéo cerca de
0,100 g de material foliar triturado e colocado 2 mL de acido nitrico ¢ 500 uL de peroxido de
hidrogénio (H.0,), deixado em pré-digestdo por uma noite em temperatura ambiente, em
seguida as amostras foram colocadas no bloco digestor e ligado o aquecimento gradual até
atingir 120 °C, onde permaneceu até que elas ficassem incolor, caso fosse necessario colocaria
mais 500 uL de H,O, nas amostras isoladas que necessitasse para acelerar o processo e
continuava o processo até ficar incolor. Para as andlises, foram utilizados 200 puL da amostra
digerida, 1,8 mL de 4gua e 400 pL da mistura dos reagentes, composta pelas solucBes de
molibdato de amonio (50 g/L) e metavanadato de amonio na proporcdo (2,5 g/L) de 1/1 (v/v)
(EMBRAPA, 2000).

Figura 8 - Amostras de material foliar para analise de P no bloco digestor.

Fonte: A autora (2019).
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Foi utilizada uma curva de calibragdo obtida com o fosfato de potassio monobésico
como padréo. Foram preparadas solucGes nas concentragdes de 2,5, 5,0, 10, 20, 25 mg/L, as

quais tiveram suas absorcdes medidas a 420 nm.
3.5.1.3 Determinacao das concentragdes de N foliar

A determinacdo das concentragcbes de N foliar foi realizada através da digestdo
sulfirica seguida do método semi-micro Kjeldahl. Técnica que baseia-se na oxidagdo da
matéria organica, transformando o nitrogénio organico em mineral (sulfato de amonio),
através da acdo do H,SO, e catalisadores a quente (CARMO et al., 2000).

Essa técnica apresenta trés etapas cruciais: 1) Digestdo da amostra a base de sais
catalisadores (Na,SeO3.5H,0; Na,SO,4; CuSO,4.5H,0 e H,S0O,). Os sais: sulfato de selénio, e
sulfato de cobre em presenca de acido sulfirico sdo agentes catalisadores e tem como
finalidade elevar o ponto de ebulicdo do acido; ja o sulfato de sodio ira oxidar a matéria
organica, transformando o nitrogénio para a forma de sulfato de amoénio ((NH4)2SO4). 2)
Destilacdo de NHs, onde adiciona-se hidréxido de sodio (NaOH) 50% (m\V) e aquece-se para
a liberacdo de NH3 em solucéo de &cido borico (H3BO3), formando borato de aménio, que
constitui forma quantificavel do nitrogénio e 3) Quantificacdo do borato de aménio por
titulacdo com uma solucgdo padronizada de acido cloridrico (HCI), obtendo-se assim, o teor de
nitrogénio presente na amostra (MALAVOLTA et al.,1997).

Foi adicionado cerca de 0,100 g de material foliar triturado e 5 mL de &cido sulfarico
mais catalisadores no tubo de digestdo, colocados no bloco digestor e aquecido lentamente até
atingir a temperatura de 400 °C. Foi mantida a temperatura até a solucdo ficar translucida
(MALAVOLTA et al., 1997).

Quando os tubos atingiram uma temperatura abaixo de 100 °C foram adicionados 10
mL de agua destilada para homogeneizar a solucdo. Em erlenmeyer de 125 mL, foram
adicionados 10 mL de solucdo de H3BO3 (4%) e juntamente com trés gotas de uma solugdo
mista de vermelho de metila e verde de bromocresol. O erlenmeyer foi entdo adaptado ao
conjunto de destilador de N para receber toda a aménia destilada. Cada tubo digestor com a
mostra digerida foi levado ao conjunto de destilacdo e foram adicionados 25 mL de NaOH
(50%).

O volume total do destilado foi de 20 mL, mantendo esse valor constante entre as
amostras. Ao atingir o volume proposto pela metodologia, o erlenmeyer foi retirado para ser
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titulado com HCI até a mudanca de cor do indicador verde esmeralda. A solucdo utilizada do
HCI foi de 0,01 M (MALAVOLTA et al., 1997).

Foram colocados em cada bloco um tubo em branco (sem amostra), passando por
todos os processos (digestdo, destilacdo e titulacdo) com o objetivo de eliminar a interferéncia

e contaminacao dos reagentes e dos parametros de digestéo, destilacéo e titulagéo.

A quantificacdo de N se deu através da formula:

Ntotal %= (Vamostra_Vbranco) xMxfx 100 x 14
1000 xmasSaamostra

Em que:

Nitai% = percentual de Nitrogénio com base na amostra;

Vamostra = volume da solucéo de acido cloridrico utilizado na titulagdo (mL);
Vbranco = volume de écido cloridrico utilizado na titulagéo do branco (mL);
M = molaridade 0,01 mol L?;

f = fator de correcdo da concentracdo;

14 = peso molecular do Nitrogénio.

Para a anélise estatistica de todas as determinacdes das concentracdo de N, P e K foi
feita a média de cada repeticdo por tratamento e verificada a distribuicdo normal dos dados
aplicando o teste de Shapiro-Wilk e posteriormente aplicada a analise de variancia (ANOVA)
através do teste F com agrupamento das médias utilizando o teste de Scott-Knott com
significancia de 5%. O programa Sisvar v 5.0 (FERREIRA, 2011) foi utilizado para a

producdo das analises estatisticas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ldentificagdo molecular com base do gene 16S rRNA dos isolados bacterianos

As analises das sequéncias do gene 16S rRNA revelaram que os 14 isolados pertencem a
sete diferentes géneros, a saber: Bacillus (4 isolados), Brevudimonas (1), Enterobacter (1),
Leifsonia (2), Paenibacillus (3), Pseudomonas (1) e Roseomonas (2) (Quadro 3). Os cinco
isolados obtidos dos ndédulos de Chloroleucon dumosum corresponderam a quatro géneros
(Bacillus, Enterobacter, Leifsonia e Paenibacillus), enquanto os nove isolados obtidos de
nodulos das espécies de Stylosanthes spp. representaram cinco géneros (Bacillus,
Brevudimonas, Paenibacillus, Pseudomonas e Roseomonas). Todos 0s géneros identificados
na fracdo da colecdo de bactérias isoladas de nddulos de leguminosas da caatinga sdo
conhecidos por abrigarem espécies com capacidade de promover o crescimento de plantas.
Alguns dos géneros identificados nesse estudo j& foram encontrados como parte da

comunidade microbiana de nddulos de feijdo-caupi (LEITE et al., 2017).

Quadro 3 - Identificagdo molecular dos isolados endofiticos de leguminosas da caatinga com base no
gene 16S rRNA.

NUmero de base Género
da sequéncia correspondente no

Isolado Origem

Planta Local GenBank
AD3  Chloroleucon dumosum Delmiro Gouveia 920 Enterobacter sp.
AP93  Chloroleucon dumosum P&o de Agucar 939 Paenibacillus sp.
AT8  Chloroleucon dumosum Girau do Ponciano 308 Leifsonia sp.
ShP6  Stylosanthes hamata Pdo de Acucar 854 Bacillus sp.
ShP9  Stylosanthes hamata Pao de Aclcar 911 Roseomonas sp.
ShP11 Stylosanthes hamata Pao de Aclcar 968 Pseudomonas sp.
ShP12 Stylosanthes hamata Pao de Acucar 949 Paenibacillus sp.
ShS2  Stylosanthes hamata Santana do Ipanema 884 Brevundimonas sp.
ShS9  Stylosanthes hamata Santana do Ipanema 851 Bacillus sp.
SsP7  Stylosanthes scabra Pao de Agucar 301 Roseomonas sp.
SsS3  Stylosanthes scabra Santana do Ipanema 931 Paenibacillus sp.

Fonte: A autora (2019).
4.2 Experimento | (Teste de germinacéo e promocao do crescimento radicular de milho)

Ap0s quatro dias de germinacdo das sementes de milho, o efeito da inoculacdo de 14
estirpes bacterianas foi avaliado, e oito bactérias de seis géneros diferentes promoveram
(p<0,05) o crescimento radicular da raiz principal das plantulas de milho em relagdo ao

controle sem inoculo (Figura 9 A), essas bactérias pertencem aos géneros Bacillus (AD47,
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ShS3 e ShP6), Brevundimonas (ShS2), Enterobacter (AD3), Leifsonia (AT20), Pseudomonas
(ShP11) e Roseomonas (SsP7).

Figura 9 - (A) Andlise de comprimento das raizes de milho com quatro dias. (B) Andlise de
comprimento das raizes de milho com oito dias em resposta a bactérias promotoras do
crescimento de plantas derivadas de leguminosas da caatinga. Médias seguidas de
mesmas letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.
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Fonte: A autora (2019).

Aos oito dias apés a germinacdo das plantas, houve um aumento no nimero de
bactérias que apresentaram o fenétipo de promocdo do crescimento de planta, em que 13
bactérias promoveram (p<0,05) o crescimento da raiz principal das plantulas de milho (Figura
9 B). Estas bactérias representam os sete géneros idenficados neste estudo (item 4.1), a saber:
AD47, ShS3, ShS9 e ShP6 do género Bacillus, ShS2 do género Brevundimonas, AD3
pertencente ao género Enterobacter, AT20 e AT8 do género Leifisonia, ShP11 Pseudomonas,
SsP7 e ShP9 identificadas como do género Roseomonas e, por fim ShP12, AP93 e SsS3 do
género Paenibacillus.
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Esses resultados podem ser explicados pelo fato de as bactérias induzirem a producéo
de fito-hormonios como citocininas e auxinas, que afetam a proliferacdo de brotacdes ou
aumentam a captacdo de agua e nutrientes, modificando o sistema radicular, levando a
superproducdo de raizes e pelos radiculares (NUMAN et al., 2018).

Segundo Sarkar et al., (2018), vérias linhagens como Enterobacter, Bacillus,
Roseomonas e Pseudomonas, e outras bactérias endofiticas promovem o crescimento das
plantas pela atividade da ACC desaminase, HCN, sideroforo, producdo de AIA e
solubilizacdo de fosfato. O sistema radicular € ativado pelo AIA, o alongamento radicular é
derivado do meristema apical e o desenvolvimento lateral da raiz aumenta o acesso da planta
a nutrientes.

Os resultados apresentados na figura 10; A e B mostra que as estirpes bacterianas
desempenharam papéis na diferenciacdo do nimero de raizes laterais. Quando comparado ao
grupo controle, é visivel que com quatro dias de avaliacdo das plantulas de milho, as sementes
que receberam os tratamento com oito estirpes bacterianas (AD47, ShS9, ShP6, AD3, ATS,
SsS3, ShP12 e ShP9), inibiram o aumento do numero de raizes laterais. Entretanto, na
segunda avaliacdo com oito dias, 0 nimero de estirpes que inibiram o aumento do nimero de
raizes laterais foi reduzido para dois (SsS3 e ShP12), respectivamente dos géneros Bacillus
sp. e Paenibacillus sp. Asll estirpes ndo inibiram o ndmero de raizes laterais; também néo

promoveram o aumento em relacdo ao controle.

Figura 10 - (A) NUmero de raizes laterais de plantulas de milho com quatro dias apds inoculagéo. (B)
Numero de raizes laterais de plantulas de milho com oito dias em resposta a bactérias
promotoras do crescimento de plantas derivadas de leguminosas da caatinga. Médias
seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Scott-Knott.
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A ACC-deaminase € uma enzima considerada chave para a producdo vegetal, sendo
responsavel pela clivagem do aminoacido precursor do etileno na planta, ACC (acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano), reduzindo os niveis de ACC nas plantas. Bactérias
excretam auxinas, induzindo o crescimento e proliferacdo de raizes secundarias e pelos
radiculares. Contudo, quando os vegetais apresentam elevagdo nos niveis de auxinas, também
se eleva a atividade da enzima ACC-sintase, transformando S-adenosil-L-metionina (SAM) a
ACC. O ACC é precursor direto do etileno, o que acarreta o estresse, inibicdo do crescimento,
aumento da respiragio (GUIMARAES et al., 2018). Isso talvez possa explicar o fato de as
raizes laterais terem sido inibidas pelas bactérias, no entanto ndo explica o fato disso nao ter
atingido o comprimento das raizes principais. A germinacdo ndo sofreu influéncia das estirpes
bacterianas quando comparado ao controle. Isso pode ter acontecido pelo fato de as sementes
estarem totalmente vidveis e todas germinarem ao mesmo tempo, como é visto nas Regras de
analise de sementes (RAS) (SILVA, 2008).

4.3 Experimento Il (Promocéo do crescimento de milho em substrato estéril)

A intensidade verde (indice SPAD), massa seca da raiz (MSR), massa da parte aérea
seca (MSPA) e massa seca total (MST) foram determinadas aos 30 dias apds a emergéncia
das sementes de milho. A figura 11 apresenta os resultados da intensidade verde, e, € possivel
ver que a estirpe ShS9 do género Bacillus promoveu o aumento (p<0,05) do indice SPAD,
mostrando desempenho semelhante ao tratamento que recebeu adubagdo com nitrogénio

mineral.
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Figura 11 - Aumento da intensidade verde em resposta a bactérias promotoras de crescimento de
plantas em milho. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: A autora (2019).

Atualmente, tem sido proposta a analise do teor de verde das folhas para avaliar o
estado de nitrogénio da planta, devido a alta correlagdo que existe entre a intensidade do verde
e o teor de clorofila com a concentracao de nitrogénio na folha (MARENCO e LOPES, 2007).
Essa correlacdo parte do principio de que o nitrogénio é o elemento que compde a estrutura
dos cloroplastos.

Pagnani et al. (2018) trabalhando com indculos rizobacterianos em Cannabis sativa,
encontraram que os inoculos promoviam o aumento da intensidade verde com a mesma
significancia ao tratamento com apenas nitrogénio, fato esse encontrado nos resultados da
figura 11, em que a bactéria ShS9 tem a mesma significancia do tratamento com 15 mg de
nitrogénio. Com relacdo a apenas uma bactéria do género Bacillus ter mostrado uma resposta
positiva quando comparado ao controle com nitrogénio no aumento da intensidade verde,
parece comum a maior resposta desse género ao aumento de determinadas variaveis na planta.
A capacidade de bactérias do género Bacillus em promover o aumento do intensidade de
verde parece um evento comum. Angulo-Castro et al. (2018) e Karlidag et al. (2011) também
identificaram estirpes de Bacillus que promoveram o intensidade de verde por aumentar a
capacidade fotossintética no fotossistema Il da planta.

Quanto a massa seca da raiz, as estirpes ShS9 e ShS3, de Bacillus e SsP7, do género
Roseomonas promoveram (p<0,05) o aumento do peso da raiz das plantas de milho quando
comparado ao controle sem indculo e sem N, porém essas estirpes ndo superaram o controle
nitrogenado. A massa seca da parte aérea foi promovida por duas estirpes de Bacillus (AD47

e ShS3) quando comparado ao controle sem indculo e sem N (figura 12) letras A e B. Esses
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resultados apontam para a existéncia de especificidades da interacdo entre as estirpes estudas
e os tecidos da planta, em que algumas estirpes tem melhor efeito no crescimento de raiz,
enquanto outras no tecido na parte aérea. Isso indica, talvez, a necessidade de inoculacbes

conjuntas para a promocdao do crescimento da planta baixo e acima do nivel do solo.

Figura 12 - Promocdo da massa seca da raiz (A) e massa seca da parte aérea (B) por inoculacdo de
bactérias promotoras de crescimento de plantas em milho. Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott.
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Fonte: A autora (2019).

Todas as estirpes bacterianas promoveram o aumento (p<0,05) da massa seca total,
indicando que a anélise total da produgédo de biomassa foi um pardmetro mais sensivel para a
identificacdo do fen6tipo de promogdo de crescimento de planta nas bactérias. No entanto, os
resultados apresentados na figura 13, mostraram existir quatro grupos estatisticos, onde é
possivel notar que a estirpe Bacillus ShS3 promoveu o maior aumento da biomassa total
guando se compara as outras estirpes e, ao controle sem indculo e sem N, apesar dessa estirpe

néo ter superado o controle nitrogenado.
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Figura 13 - Promocdo da massa seca total por bactérias promotoras de crescimento de plantas em
milho. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: A autora (2019).

Na literatura j& publicada, o género Bacillus sp. sempre esta vinculado a producédo de
AlA, solubilizacdo de fosfato e fixacdo de nitrogénio, atributos essenciais na facilitacdo da
promocdo da massa seca da raiz, da massa seca da parte aérea e da massa seca total (GIASSI,;
KIRITANI; KUPPER, 2016).

Em um estudo de Araujo e Guerreiro (2010) sobre o efeito de Bacillus na inoculacéo
de sementes de milho. Descobriram que os isolados tiveram um efeito significativo nas
variaveis numero de folhas e biomassa seca total, sendo que, a maioria dos isolados que
promoveram o crescimento do milho ndo estava entre os principais produtores de AIA in
vitro. A capacidade dos microrganismos de produzir altas taxas de AlA in vitro ndo é um pré-
requisito para o crescimento da planta. O efeito benéfico depende da concentracdo
empregada. Em baixas concentracOes, essa substancia pode estimular o crescimento radicular,
mas em concentracdes mais altas, pode ter um efeito inibitério no crescimento das plantas. No
entanto, a capacidade do microrganismo de produzir altas taxas de AIA in vitro ndo garante
gue esse microrganismo também seja um bom agente promotor de crescimento
(DOBBELAERE et al., 2002).

Segundo Pérez-Montafio et al. (2014) a fitoestimulagdo, producdo de fitohormonios
como AIlA, GAs, citocininas e certos Compostos Organicos Volateis (COV) alteram a
morfogénese radicular , a proliferacdo, e melhoram a captacdo de minerais e a exsudacdo
radicular, que promovem o crescimento das plantas, aumentando a biomassa da planta.
Canuto et al. (2003) trabalhando com espécies diazotroficas em mudas micropropagadas de

cana-de-agucar utilizando substrato estéril, afirmam que a resposta a inoculacdo é bastante
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variavel e parece ser dependente de varios fatores incluindo o genétipo da planta e o
ambiente. Essa dependéncia de fatores pode explicar o porqué de muitas estirpes néo
promoverem o aumento da massa seca da planta. Por fim, as varidveis nimero de folhas,
volume da raiz (mL) e altura da planta (cm) ndo sofreram influéncia das estirpes bacterianas e

portanto, ndo houve diferenca (p<0,05) entre os tratamentos.
4.4 Experimento 111 (Promocé&o do crescimento de milho em solo ndo estéril)

As varaveis de crescimento intensidade verde (indice SPAD), altura (cm), didmetro do
caule (mm), nimero de folhas (pl™*) massa da parte aérea seca (MSPA) e as variaveis
fisiologicas acimulo (g/MSPA) e eficiéncia (g/g) de N, P e K foram determinadas apds 40
dias da emergéncia das sementes de milho. Todas as 9 estipes (SsP7, SsS3, ShP11, AT20,
AD3, ShS2, ShS3, ShS9 e AD47) avaliadas tiveram um desempenho positivo no aumento
(p<0,05) de alguma variavel, quando correlacionada ao controle sem adicao de nitrogénio. No
entanto quando analisado em relagdo aos tratamentos que receberam somente adubagéo
mineral com N as respostas foram variadas. As plantas de milho inoculadas com as estirpes
SsP7, SsS3, ShP11, AT20, AD3, ShS2, ShS3, ShS9 e AD47 mais a adicdo 35 kg ha-' de N
apresentaram o mesmo desempenho (p<0,05) na intensidade de verde que o controle com 35
kg ha' de N, essas estirpes sdo representadas por seis géneros diferentes (Bacillus,
Brevundimonas, Enterobacter, Leifsonia, Pseudomonas e Roseomonas, sendo que as médias

entre os tratamentos variaram de 20,0 a 42,0 aproximadamente (figura 14).

Figura 14 - Intensidade verde em resposta a bactérias promotoras de crescimento de plantas em milho
mais a adicdo de 35 kg ha' de N. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: A autora (2019).
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O uso de inoculantes na cultura do milho tem sido cada vez mais valorizado, em vista
dos beneficios que pode trazer a cultura. Quadros et al. (2014) trabalhando com trés hibridos
de milho inoculado, encontrou respostas significativas e diferentes entre os genoétipos de
milho com relacdo ao SPAD. O trabalho de Quadros et al. (2014) mostra que as médias do
SPAD em plantas inoculadas sdo superiores e significativas do que as das plantas com o
tratamento controle. Discorrem que durante o estadio V3 e V7 a leitura do SPAD aumentou
linearmente e explicam esse fato pela comum disponibilidade de N no solo. Esse fato pode ser
utilizado para entender o porqué de todas as plantas com as bactérias terem respondido
positivamente ao aumento do SPAD, visto que, essas estirpes tem a adicdo de metade do
nitrogénio disponivel na forma de fertilizante junto a sua inoculacdo e comprova a parceira

que existe entre disponibilidade N e o indice SPAD.

As plantas de milho mostraram resposta positiva (p<0,05) a inoculacdo com a estirpe
SsS3 para a variavel altura quando comparadas as plantas que receberam metade da dose de N
(70 Kg ha™) recomendada para adubac&o de milho (figura 15).

Figura 15 - Altura em resposta a bactérias promotoras de crescimento de plantas em milho mais a
adicdo de 35 kg ha® de N. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: A autora (2019).

O efeito de rizobactérias, dentre as quais podemos destacar as do género Bacillus e
Paenibacillus sp. sobre o desenvolvimento de plantas sd&o amplos, incluindo os efeitos
benéficos na emergéncia e promocao de crescimento das plantas (ARAUJO e GUERREIRO,

2010). Lima et al. (2011) em seu estudo sobre o sinergismo dos género Bacillus,



50

Paenibacillus, Brevibacillus, na simbiose Bradyrhizobium-Caupi, 0s autores caracterizaram as
estirpes quanto a producéo de acido indol-acético e solubilizacéo de fosfato.

Um trabalho recente de Kumari e Thakur (2018) em que foi feita uma analise
bioquimica e protedmica de uma estirpe do género Paenibacillus, mostrou que estad cepa
apresentava caracteres para fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fésforo, produgdo de
amonia e de sider6foros. Esse caracter para a fixacdo de nitrogénio pode estar presente em
outras estirpes do género, o que pode demonstrar 0 porqué da estirpe que utilizamos no
trabalho ter demonstrado um desempenho maior na altura da planta de milho, ja que a estirpe
pertence ao género em questao.

O género Paenibacillus contém muitas espécies que sdo conhecidas por promoverem o
crescimento de plantas, incluindo milho, abdbora, arroz, capim e muitos outros. Conseguem
isso através de varias estratégias, produzindo acido indol-3-acético (AIA) e outros
fitohorménios como auxinas, solubilizando inacessiveis fontes de fosforo na forma que pode
ser absorvida por raizes de plantas, e algumas espécies também podem fixar nitrogénio da
atmosfera (GRADY et al., 2016).

As estirpes bacterianas SsP7, SsS3, ShP11, ShS2 e AD47 mais a adicdo de 35 kg ha™
de N, figura 16 promoveram (p<0,005) o aumento da massa seca da parte aérea (MPAS) ap06s
40 dias da emergéncia das plantas de milho, mostrando um desempenho semelhante ao
controle nitrogenado com 70 kg ha™ de N. Essas estirpes pertencem respectivamente aos
géneros Roseomonas, Paenibacillus, Pseudomonas, Brevundimonas, e Bacillus. Esses
resultados corroboram com dados de muitos trabalhos (ARAUJO; GUERREIRO, 2010;
DOBEREINER; BALDANI; REIS, 1995; GLICK, 2012; GRADY et al., 2016; NUMAN et
al., 2018; SANTOYO et al., 2016) encontrados na literatura que trazem essas variedades de
géneros como sendo de bactérias que promovem o crescimento de plantas através de
diferentes mecanismos, que vao desde a producdo de horménios que alteram positivamente o
metabolismo da planta, fazendo com que a planta aumente sua biomassa, até bactérias que
fazem com que as plantas consigam resistir a diferentes tipos de estresses ambientais, como

por exemplo, resisténcia a patdgenos e etc.
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Figura 16 - Aumento da matéria seca da parte aérea em reposta a inoculagdo com bactérias promotoras
do crescimento de plantas mais a adicdo de 35 kg ha™ de N. Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott.
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Fonte: A autora (2019).

Dois trabalhos, um de Silva et al. (2015) utilizando a adubacéo de cobertura e outro de
Breda, Alves e Reis (2016) com a inoculacdo e presenca de doses de nitrogénio, com o
objetivo de avaliar se a inoculacdo em sementes de milho substitui a adubacdo nitrogenada,
demostraram que inoculacéo e a adubacdo em cobertura proporcionaram maiores rendimentos
de grdos e altura de plantas e, a inoculacdo aumenta o vigor, a altura da planta e da insergéo
da espiga e o rendimento de graos da cultura, sem interacdo entre estes dois fatores. Afirmam
ainda que a inoculacdo favorece o acumulo de P nos grdos, mas tem efeito positivo sobre a
produtividade somente em combinacdo com doses de N mineral, o que indica que seu efeito é
mais destacado na promogdo do crescimento do milho do que na fixacdo bioldgica de N.
Apesar desses trabalhos utilizarem inoculantes diferentes, a cultura em questdo é o milho, o
que pode explicar alguns fatores encontrados nesse trabalho.

Com relagdo a analise de nutrientes, com base no acimulo e eficiéncia de N, P e K.
Sete estirpes bacterianas (SsP7, SsS3, ShP11, AT20, AD3, ShS2 e AD47) mostraram 0
mesmo desempenho que os controles nitrogenados com 35 kg ha™ de N e 70 kg ha™ de N,
aumentando (p<0,005) o acumulo de P ¢g/MPAS de plantas de milho. Cinco estirpes
bacterianas SsP7, ShP11, AD3, ShS3 e ShS9 promoveram (p<0,005) maior eficiéncia da
utilizacdo do P nas plantas de milho, superando todos os controles, em comparacdo ao

controle com 35 kg ha' N quatro estirpes SsS3, AT20, ShS2 e AD47 mostraram 0 mesmo
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desempenho. O controle sem inéculo e o controle nitrogenado com 70 kg ha® de N
apresentaram o mesmo desempenho (Figura 17).

Figura 17 -  A) Acumulo e B) Eficiéncia de fésforo em milho em reposta a inoculagédo com bactérias
promotoras do crescimento de plantas mais a adicdo de 35 kg ha® de N. Médias
seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: A autora (2019).

Diversos grupos de microrganismos presentes no solo ou na rizosfera séo capazes, por
mecanismos diversos, de extrair ou solubilizar fosforo P de fraces insolGveis no solo e de
fosfatos inorganicos naturais poucos sollveis (GUIMARAES et al., 2018). O aporte de
bactérias promotoras de crescimento de plantas no sistema solo-planta é capaz de incrementar
a solubilizacéo de fosfato, liberando mais compostos fosfatados aos vegetais, evidenciado em
interacbes de entre BPCP e cana-de-aclicar (LIRA-CADETE et al., 2012) e milho
(PEDRINHO et al., 2010).
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Ahemad e Kibret (2014) em seu trabalho sobre mecanismos e aplicagfes de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, demonstram que 0Ss géneros
Agrobacterium,  Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas etc,
sdo solubilizadores de fosfato, alguns desses géneros também sdo comuns aos que estdo
presentes no trabalho. Esses autores ainda afirmam que as plantas absorvem menos
quantidades de fertilizantes fosfaticos aplicados e o restante é rapidamente convertido em
complexos insoluveis no solo.

A solubilizagdo do fosforo inorganico ocorre como consequéncia da acdo de &cidos
organicos de baixo peso molecular que séo sintetizados por varias bactérias do solo (ZAIDI et
al., 2009). Por outro lado, a mineralizacdo do fésforo organico ocorre através da sintese de
uma variedade de fosfatases diferentes, catalisando a hidrolise de ésteres fosféricos (GLICK,
2012).

Arif et al. (2017) utilizando uma estirpe rizobacteriana mobilizadora de fé6sforo
Bacillus cereus GS6 na melhoria e eficiéncia simbidtica da soja em um aridisol emendada
com adubo enriquecido com fosforo, obteve que a utilizacdo do Bacillus mais a adi¢do de
composto enriquecido com fosfato (PEC), resultou em um actmulo significativamente maior
de nitrogénio, fésforo e potassio. Esses resultados podem ser comparados com os dados
obtidos nessa pesquisa, ja que o Bacillus AD47 promoveu acumulo de fésforo semelhante aos
controles nitrogenados.

Os resultados presentes na figura 17, mostram que trés bactérias SsP7, SsS3 e AD3
mostraram 0 mesmo desempenho tanto no acimulo de fésforo como na eficiéncia deste. Essas
bactérias sdo respectivamente dos géneros Roseomonas, Paenibacillus e Enterobacter. O fato
de essas bactérias tanto acumularem o fosforo como utilizarem de forma eficiente é bastante
interessante. Esses resultados vdo ao encontro aos dados evidenciados no trabalho de
Tchuisseu Tchakounté et al. (2018) em que esses géneros foram 0s mais representativos na
solubilizacdo de fosfato. Esses autores também destacaram outro género que solubiliza fosfato
frequentemente e que esta presente nos dados com um bom desempenho no acumulo de
fosforo, que é o género Bacillus, além desse género solubilizar bem o fosforo, ele também se
destacou no trabalho desses autores como bom produtor de sidéroforos, resisténcia a
salinidade e fixacdo de nitrogénio. Essas observacGes apoiam o fato de que géneros
relacionados geralmente possuem caracteristicas ecoldgicas e capacidades funcionais
semelhantes (MORRISSEY et al., 2016).
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Dawwam et al. (2013) em seu estudo sobre o efeito benéfico do crescimento de
plantas promovido por bactérias isoladas das raizes da planta da batata doce, demonstraram
que bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus, solubilizam o fosfato inorganico podendo
ser detectado no aumento do teor de fosforo no sistema de brotamento e estimulando o
crescimento da batata, fornecendo um passo adiante na agricultura sustentavel.

Em relacdo as andlises de acumulo e eficiéncia de N. A estirpe bacteriana SsP7 do
género Roseomonas obteve o mesmo desempenho que o controle com 70 kg ha™ de N,
promovendo o aumento (p<0,005) do acumulo de nitrogénio na planta de milho. As estirpes
SsS3, ShP11, AT20, AD3, ShS2, ShS9 e AD47 apresentaram desempenho (p<0,005) superior
quando comparado ao controle com 35 kg ha™ de N no aumento do actimulo de nitrogénio. E
a estirpes ShS3 apresentou 0 mesmo desempenho que o controle com 35 kg ha™ de N, figura
18. O nitrogénio é um nutriente essencial, e embora sua concentracdo na atmosfera seja de
aproximadamente 80%, as plantas ndo possuem a capacidade de absorvé-lo nessa forma
quimica, caracterizando-o como um fator limitante para as culturas agricolas, principalmente
culturas de milho e soja (CERQUEIRA et al., 2016). O fato dessas estirpes terem mostrado
uma resposta positiva no aumento do acimulo de N é um forte indicativo para fixacdo
biologica de nitrogénio (FBN). Tais caracteristicas e resultados encontrados para estas
estirpes sugerem um indicativo do seu potencial uso como inoculante para culturas como o
milho.

Um estudo de campo realizado por Dawwam et al. (2013) para determinar os efeitos
de diferentes linhagens locais de BPCP e fertilizantes nitrogenados com trés niveis (0, 33 e
100 kg ha™ de N) no crescimento e no rendimento da batata-doce, mostrou que plantas
inoculadas com o BPCP juntamente com 1/3 da taxa normal (33 kg N ha™) proporcionou o
maior peso seco das raizes de armazenamento em compara¢do com as plantas de controle ndo
inoculadas, a inoculacdo também aumentou as concentragdes de N, P e K. Os resultados desse
trabalho se assemelham com os encontrados aqui, visto que a inoculacdo com metade da

proporcao de N foi igual ao controle com a dose de N total para essa variavel.
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Figura 18 - Acumulo de nitrogénio em milho em reposta a inoculagdo com bactérias promotoras do
crescimento de plantas mais a adicdo de 35 kg ha™* de N. Médias seguidas de mesmas letras
ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Esses resultados vdo ao acordo com os trabalhos de Hartmann et al. (2019); Tchuisseu
Tchakounté et al. (2018) onde estirpes bacterianas de diversos géneros, inclusive
Roseomonas, promovem 0 aumento de nitrogénio nas plantas de milho.

A capacidade de fixar nitrogénio atmosférico é generalizada entre muitos géneros
bacterianos, como Bacillus, Burkholderia, Pantoea, Enterobacter e Erwinia, isolados da
rizosfera de milho (MONTANEZ et al., 2012; ZAHID et al., 2015). Ao mediar a aquisicio de
nitrogénio do ar e entrega-lo a planta, essas bactérias podem ser usadas como biofertilizantes
para melhorar a produtividade das culturas e reduzir a aplicacao de fertilizantes sintéticos com
nitrogénio (RIBEIRO; CARDOSO, 2012).

Os resultados encontrados na figura 19, que trazem as andlises da eficiéncia do uso do
nitrogénio na planta em resposta a inoculacdo das bactérias mais a metade da dose de
nitrogénio total, parecem indicar que o efeito das bactérias é mais destacado na promog¢éo do
crescimento do que na fixacdo biolégica de nitrogénio, pois, é possivel notar que 0s
tratamentos que possuem combinagBes entre inoculantes e doses de nitrogénio ndo usaram
esse nitrogénio de forma eficiente ou usaram 0 nitrogénio presente para satisfazer
necessidades de seu proprio metabolismo e da planta, ja que este € necessario no metabolismo
da planta para realizar varias reacdes, além de ser constituinte de numerosos compostos
organicos como aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos e compostos do metabolismo

vegetal secundario, como alcaloides.
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Figura 19 - Eficiéncia do uso de nitrogénio em milho em reposta a inoculagdo com bactérias
promotoras do crescimento de plantas mais a adicio de 35 kg ha™ de N. Médias seguidas de
mesmas letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.
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Fageria e Baligar, (2005), afirmam que a natureza dindmica do N e sua propensdo a
perda nos sistemas solo-planta criam um ambiente nico e desafiador para seu gerenciamento
eficiente. O fato de o controle sem indculo e sem N, ter usado o nitrogénio de forma mais
eficiente é um exemplo disso. Como esse tratamento ndo recebeu nitrogénio a mais do que o
que ja tinha presente no solo, as plantas tiverem que usar a pequena dose de nitrogénio
presente de maneira mais eficiente.

Através das analises de acumulo e eficiéncia de potassio foi possivel notar nos
resultados presentes da figura 20, que cinco estirpes bacterianas (SsP7, ShS2, SsS3, AD3 e
ADAT), dos géneros Roseomonas, Brevundimonas, Paenibacillus, Enterobacter e Bacillus
apresentaram desempenho superiores aos controles nitrogenados e sem nitrogénio e indculo,
promovendo assim o acumulo de potéassio em plantas de milho. No entanto as estirpes SsP7 e
ShS2 obtiveram médias maiores e foram inseridas em outro grupo estatistico. As estirpes
(ShP11, AT20, ShS3 e ShS9) apresentaram 0 mesmo desempenho que o controle com 35 kg
ha™ de N.
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Figura 20 - Acumulo de potassio em plantas de milho em reposta a inoculagdo com bactérias
promotoras do crescimento de plantas mais a adicdo de 35 kg ha™ de N. Médias seguidas de
mesmas letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.
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Ferreira, Soares e Soares (2019) relatam que alguns Bacillus spp. sdo capazes de
dissolver rolamentos de potassio minerais, constituindo um suprimento de K* as plantas. 1sso
pode explicar o porqué de estirpes do género Bacillus terem apresentado respostas positivas
em relacdo ao acumulo de potassio. Diversos sdo os trabalhos (Ali, Charles e Glick, 2014;
Ferreira, Soares e Soares, 2019; Nautiyal et al., 2013; Numan et al., 2018; Rashid et al., 2016;
Sattar et al., 2019) encontrados na literatura sobre 0 aumento de macronutrientes nas plantas,
como o potassio, mediado por bactérias promotoras do crescimento de plantas.

Sattar et al. (2019) afirmam que o elemento potassio desempenha um papel vital em
varios processos fisiologicos e metabdlicos na planta, incluindo fotossintese, taxa de
assimilacdo, acumulo de acucares, eficiéncia do uso da &gua, regulacdo de estdmatos,
crescimento e desenvolvimento gerais das plantas. Esses autores também discorrem muito
desses géneros, que também sdo comuns a esse trabalho e obtiveram destaque, como
mobilizadores de potassio. Essas bactérias que solubilizam potéssio usam como principais
mecanismos a aciddlise, a quelacdo, reacbes de troca, complexdlise e producdo de &cido
organico (MEENA; MAURYA; VERMA, 2014).

O trabalho de Kavamura (2012) traz os géneros Enterobacter, Roseomonas e Bacillus
de bactérias provenientes de cactaceas como 0s mais representativos na promogéo e acumulo
de macronutrientes, principalmente N, P e K, esses géneros tambeém foram os mais

representativos no acimulo de potéassio em milho.
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A estirpe ShP11, demonstrou um desempenho semelhante aos controles com 35 kg ha’
! de N e 70 kg ha™ de N no uso eficiente de potéssio, todas as outras estirpes apresentaram um
desempenho semelhante ao controle sem nitrogénio no uso eficiente de potassio, como €
notado na figura 21. A eficiéncia do uso de K" por diferentes microrganismos varia com a

natureza dos minerais constituidos de potassio e as condi¢des aerobias (UROZ et al., 2009).

Figura 21 - Eficiéncia do uso de potassio em milho em reposta a inocula¢do com bactérias promotoras
do crescimento de plantas mais a adi¢do de 35 kg ha™ de N. Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott.
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Fonte: A autora (2019).



59

5 CONCLUSOES

Endofitos bacterianos de leguminosas da caatinga podem ser promissores na promogao
do crescimento do milho.

Populagdes espontaneas de leguminosas podem hospedar bactérias com diferentes
identidades e funcdes, revelando uma alta diversidade da comunidade bacteriana ligada as
culturas de milho.

Uma formulagéo, contendo as estirpes (ShS9, ShS3, SsP7, ShS2, ShP11 e AT20) que
tiveram melhor desempenho em diversas variaveis de crescimento nos trés experimentos pode
ser recomendada para realizacdo de ensaios de campo visando a confirmacdo dos resultados
obtidos em casa de vegetacao.

Os resultados do experimento I, mostraram que essas estirpes bacterianas estdo
inclinadas a terem uma propensdo na facilitacdo do acimulo de nutrientes em plantas de
milho.

CaracterizagOes adicionais dos respectivos papéis desses endoéfitos associados a
nodulos de leguminosas da caatinga permitira obter melhores insights para explorar o
potencial de promover o crescimento das plantas nas condi¢Oes adversas que prevalecem em
climas cada vez mais aridos e semiaridos.

Tais estudos sdo de particular importancia em um cenario climatico em mudanca, onde
a producdo sustentdvel de plantas deve necessariamente ser obtida sob praticas

ambientalmente sustentaveis, visando a conservacao da biodiversidade dos recursos do solo.
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Bactérias endofiticas de nddulos de leguminosas tém sido amplamente isoladas em diversos
estudos. No entanto, o potencial destas bactérias em promover o crescimento de plantas ainda
é pouco explorado. O objetivo desse trabalho foi verificar se bactérias que ndo séo rizébios
isoladas de nddulos de leguminosas promovem o crescimento de plantas. Para isso, 14
bactérias isoladas de nddulos de leguminosas arbdéreas foram identificadas pelo
sequenciamento do gene 16S RNA e testadas quanto a capacidade de promover o crescimento
de plantas de milho. O experimento aconteceu em casa de vegetacdo em blocos ao acaso com
dez repeticbes e 16 tratamentos: 14 bactérias e dois controles sem inocula¢do, um com
adubacdo nitrogenada (15 mg de N) e outro sem. As sementes foram desinfestadas, semeadas
em substrato estéril (vermiculita) e inoculadas com 1 mL do crescimento bacteriano (10°
células) do respectivo tratamento. As plantas foram irrigadas com solu¢do nutritiva de Norris.
A intensidade verde (indice SPAD), massa seca da raiz (MSR), massa da parte aérea seca
(MSPA) e massa seca total (MST) foram determinadas aos 30 dias apds a emergéncia. Os
isolados representaram o0s géneros Bacillus (4), Brevundimonas (1), Enterobacter (1),
Leifsonia (2), Pseudomonas (1), Paenibacillus (2) e Roseomonas (2). O isolado Bacillus sp.
ShS9 promoveu aumento (p<0,05) do indice SPAD e MSR. Bacillus sp. ShS3 promoveu
(p<0,05) a MSR e MPAS. Roseomonas sp. SsP7 induziu maior (p<0,05) MSR e o isolado
Bacillus sp. AD47 superaram o controle e promoveu a MSPA. Todos os isolados promoveram
a MST. O melhor desempenho dos isolados do género Bacillus confirma o que é encontrado
em muitos trabalhos, que esse género estd relacionado diretamente & promocgdo de
crescimento de plantas. Bactérias endofiticas de nédulos de leguminosas arbéreas que ndo sao
rizobios podem promover o crescimento de plantas de milho. Estudos adicionais precisam ser
conduzidos para elucidar os mecanismos que estes isolados bacterianos utilizam para a
promogcéo de crescimento das plantas de milho.

Palavras-chave: Rizosfera; Bactérias associativas; Ecossistema solo.
Agradecimentos: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas e Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.
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Em agroecossistemas, a produtividade de plantas da familia Poaceae pode ser promovida
guando em consorcio com plantas da familia Leguminosae (Fabaceae); sendo o
enriquecimento microbiano, promovido pelas leguminosas nas raizes, um dos motivos do
aumento dessa produtividade. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito de bactérias
endofiticas de leguminosas na promocdo do crescimento de poaceas. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito de bactérias endofiticas de nddulos de leguminosas no
crescimento de plantas de milho, uma poacea comum em agroecossistemas. Nove bactérias
isoladas de nddulos de leguminosas arbdreas da Caatinga foram testadas quanto a capacidade
de promover o crescimento de plantas de milho em casa de vegetacdo. O experimento foi
organizado em blocos ao acaso com sete repeticfes e 12 tratamentos: 9 bactérias mais a
adicdo de 35 kg ha™ de N e trés controles sem inoculagdo, um com 35 kg ha™ de N, um com
70 kg ha™ de N e outro sem adubacdo com N. As sementes foram desinfestadas, e cinco
sementes foram semeadas em potes (4,5 L) preenchidos com amostra de um Argissolo
Vermelho-Amarelo distréfico. As sementes foram inoculadas com 1,2 mL do crescimento
bacteriano (5,2 x 10" UFC mL'l) do respectivo tratamento. O efeito dos tratamentos foi
verificado na altura, a intensidade verde (indice SPAD), massa seca da raiz (MSR), massa da
parte aérea seca (MPAS), diametro do caule e no numero de folhas foram determinados aos
40 dias apds a emergéncia das plantas. O isolado Paenibacillus sp. SsS3 promoveu o0 aumento
(p<0,05) da altura da planta e MPAS, superando o controle com 70 kg ha™ de N. Os isolados
Roseomonas sp. SsP7, Pseudomonas sp. ShP11, Brevundiomonas sp. ShS2 e Bacillus sp.
ADA47 promoveram aumento (p<0,05) da MPAS, mostrando desempenho semelhante ao
tratamento com 70 kg ha™ de N. Os isolados ndo promoveram respostas significativas no que
concerne as demais variaveis. Esses géneros que obteveram melhor desempenho incluem
especies de isolados de plantas que variam de promotores de crescimento a fixacdo de
nitrogénio, o fato do isolado SsS3 ter superado o nitrogénio em sua dose total, indica que este
pode promover o crescimento do milho por aumentar o uso eficiente de N quando aplicada a
metade da dose requerida. Bactérias endofiticas de nodulos de leguminosas arboreas podem
promover o crescimento de grupos de plantas de milho, uma poacéa comum em
agroecossistemas.

Agradecimentos: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas e Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.
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Resumo: Bactérias endofiticas de nddulos de leguminosas podem promover o crescimento de
plantas, mas ainda sdo poucos os relatos que confirmam esse fendbmeno. O objetivo desse
estudo foi avaliar as respostas de dois genétipos de milho a interacdo com bactérias
endofiticas de nodulos de leguminosas. Bactérias (14) de sete diferentes géneros foram
inoculadas, individualmente, em sementes de dois genotipos de milho (crioula e hibrido). Aos
quatro e oitos dias ap6s a inoculacdo foi a avaliado a germinacdo, brotacdes laterais e
comprimento da radicula. A resposta positiva a inoculacdo no gendtipo crioulo foi
identificada ja aos quatro dias apds a inoculacdo com oito isolados promovendo o crescimento
radicular (AD47, ShS3, ShP6, ShS2, AD3, AT20, ShP11 e SsP7). Aos oito dias apos a
germinacdo, 13 isolados mostraram interacdo positiva com o genoétipo crioulo promovendo o
crescimento da radicula. No gendtipo hibrido, a resposta a inoculagdo ocorreu um pouco mais
tarde, aos oito dias apés a inoculacdo. Somente dois isolados (ShP6 e AD3) promoveram o
crescimento radicular do gendtipo hibrido. O isolado ShP6, pertencente ao género Bacillus,
dobrou o crescimento radicular no gendtipo hibrido, representando um recurso microbiano
promissor para testes em campo com este genoétipo. Bacterias endofiticas de nddulos
promovem o crescimento radicular do milho e esta reposta é dependente do genotipo da

planta e da bactéria.

Palavras-chave: Zea mays L. Inoculagdo. Bactérias promotoras do crescimento de plantas.
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ANEXO A - SOLUCAO DE NORRIS (MODIFICADA) PARA VASOS DE LEONARD

Quadro A- Solucdo e Norris (modificada) para Vasos de Leonard.

esterilizada

volume de 1/2L

Reagente Quantidade  Preparo da solucéo estoque
Solucdo 1 M (87,1g em 0,5L de agua

KzHPO, tmb destilada esterilizada)

KCL 1mL Solupao 1M (_3_7,269 em 0,5L de &gua
destilada esterilizada)
Solucdo 1 M (123,23g em 0,5L de &gua

MgS0..7H:0 tmb destilada esterilizada)

CaS0,4.2H,0 0,344g
H3BO;...1,43g;
MnS0O,4.H,0...2,03g;

Solucéo de ZnS0,4.7 H,0...0,22 g;

micronutrientes para a 0,5mL CuS04.5H,0...0.08 g;

solucdo de Norris (NH4)sM070,.4H,0...0.01 g
Completar o volume para 1L com &gua
destilada esterilizada
FeS0,.7H20...5¢;

Solucéo de Fe para a Acido citrico...5g;

« . 0,5mL .

solucéo de Norris Completar o volume para 1L com agua
destilada esterilizada

Agua destilada Completar o

Obs 1 - Para volumes de solucdo maiores que 1 L multiplicar o volume da solugéo
pelo volume ou massa do reagente listado acima

Obs 1 - Para o preparo da solucdo estoque usar vidraria e agua esterilizadas

Fonte: Norris (1964).



