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CAPITULO 1

BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS NA CULTURA DO
MILHO SUBMETIDO A DIFERENTES NIVEIS DE pH DO SOLO
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RESUMO GERAL.: O objetivo do trabalho foi verificar a populacéo de bactérias diazotroficas
nas raizes de plantas de milho, bem como no solo de cultivo destas plantas, além de avaliar o
desenvolvimento inicial das plantas em fungdo da inoculagdo de sementes com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae e niveis de pH éacido do solo, sem adicdo fertilizante
nitrogenado. Foi realizado experimento em casa de vegetacdo, em vasos de 13 dm? de solo,
com o hibrido de milho 30F53H. Para a avaliagdo do desenvolvimento inicial das plantas
utilizou-se delineamento de blocos ao acaso em esquema fatorial 3x4, sendo um fator os niveis
de acidez do solo [pH (CaCl,) de 4,5; 5,0 e 5,5] e outro a inoculacdo das sementes: sem
inoculagdo; A. brasilense (Ab-V5), H. seropedicae (SmR1) e associacdo das estirpes Ab-
V5+SmR1. Para a mensuragdo da populacdo de bactérias diazotroficas expressa em unidades
formadoras de colonias (UFC), o delineamento utilizando foi de blocos casualizados em
esquema fatorial 12 x 2 x 2 e quatro blocos, totalizando 48 parcelas experimentais. O primeiro
fator foi formado por doze combinacgdes utilizando inoculagbes com A. brasilense e H.
seropedicae e diferentes niveis de pH do solo; O segundo fator, a época de coleta de amostras,
aos 15 e 41 dias apds a semeadura (DAS). E o terceiro fator, os meios de cultura, NFb Lactato e
Malato utilizado o crescimento das bactérias e a contagem das UFC. A inoculac¢éo foi realizada
via sementes, 12 horas antes da semeadura, com volume de 4 mL na concentrac&o de 10’ UFC
mL™? para mil sementes. As avaliacdes foram realizadas aos 15 e 41 DAS, e utilizou-se o
método do numero mais provavel (NMP) para a estimativa da populacdo bacteriana, além da
avaliacdo de altura de plantas, massa seca de raiz, colmo, folha e total, &rea foliar, didmetro de
colmo, indice de SPAD, teor foliar de N, P, e K, e medidas de trocas gasosas A, gs, E e EUA. A
acidez do solo influenciou negativamente a altura das plantas, matéria seca de raiz, diametro de
colmo, indice SPAD, teor de P foliar, taxa de assimilacdo liquida de CO,, condutancia
estomatica, transpiracao e eficiéncia no uso da agua. Plantas de milho cultivadas em solo com
pH 4,5 apresentaram maior teor de P foliar independente da inoculagdo, indicando provavel
solubilizacdo de fésforo. A inoculacdo das bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCPs) no milho (30F53H) promoveu maior o acimulo de N foliar, independente do pH do
solo, incremento em érea foliar, indice SPAD e didmetro de colmo, e ndo influenciaram no
acumulo de matéria seca das plantas. A populacdo de bactérias encontradas no solo e nas raizes
de milho, independente da inoculacdo das sementes e niveis de pH do solo, apresentaram
valores elevados. A inoculacdo das estirpes de A. brasilense e H. seropedicae ndo apresentaram
preferéncia de colonizacdo no solo ou nas raizes de plantas de milho. Coletas realizadas aos 41
DAS resultaram em maior populacdo de bactérias diazotroficas quando compara a coleta
realizada aos 15 DAS. Os diferentes niveis de pH do solo e as BPCPs isoladas ou em
associacdo, nao influenciaram na populacéo de colbnias de bactérias detectadas nos meios NFb
Lactato e Malato utilizados. As BPCPs se mostraram promissoras quando comparadas ao
tratamento controle e submetidas em condigdes de estresse de acidez do solo e deficiéncia de
nitrogénio, indicando possivel fixagdo bioldgica de nitrogénio e solubilizacdo de fdsforo.
Apesar do numero de UFC de bactérias apresentarem-se elevados nas raizes e solo, as medidas
momentaneas de trocas gasosas registradas, ndo demonstraram diferengas entre os tratamentos,
tanto para inoculagdo de sementes quanto ao pH do solo.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum brasilense, trocas gasosas,
diazotroficos, acidez do solo, Zea mays L.
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ABSTRACT: The aim of this study was to determine the population of diazotrophic bacteria in
the roots of corn plants, and soil cultivation of these plants, as well as evaluating the initial
development as a function of seed inoculation with Azospirillum brasilense and Herbaspirillum
seropedicae and levels of acidic pH of the soil, no added nitrogen fertilizer. Experiment was
conducted in a greenhouse in pots of 13 dm® of soil, with the hybrid corn 30F53H. For the
evaluation of the initial development we used a randomized block design in a 3x4 factorial
design, with one factor levels of soil acidity [pH (CaCl,) of 4,5; 5,0 and 5,5] and another the
seed inoculation : no inoculation; A. brasilense (Ab-V5), H. seropedicae (SmR1) and the
association of strains Ab-V5+SmR1. To measure the population of diazotrophs expressed in
colony forming units (CFU), using the design was randomized blocks in a factorial 12 x 2 x 2
and four blocks, totaling 48 experimental plots. The first factor was composed of twelve
combinations using inoculation with A. brasilense and H. seropedicae and different levels of
soil pH; The second factor, the time of sampling at 15 and 41 days after sowing (DAS). And
the third factor, the culture media, and NFb Lactate and Malate used the growth of bacteria and
enumeration of CFU. Inoculation was performed via seed 12 hours before sowing, with a
volume of 4 mL concentration of 10’ CFU mL™ for a thousand seeds. The evaluations were
done at 15 and 41 DAS, and used the method of the most probable number (MPN) for the
estimation of bacterial population, in addition to evaluation of plant height, dry weight of root,
stem, leaf and total area leaf, stem diameter, SPAD index, foliar N, P, and K, and
measurements of gas exchange A, gs , E and EUA. Soil acidity negatively influenced plant
height, root dry matter, stem diameter, SPAD index, leaf P concentration, rate of net CO,
assimilation, stomatal conductance, transpiration and water use efficiency. Maize plants grown
in soil with pH 4,5 had higher leaf P content regardless of inoculation, indicating probable
solubilization of phosphorus. Inoculation of growth promoting bacteria from plants (GPBPS) in
maize (30F53H), showed higher accumulation of leaf N, regardless of soil pH, increase in leaf
area, SPAD index and stem diameter, and did not influence the accumulation of matter dried
plants. The population of bacteria found in soil and roots of maize, regardless of seed
inoculation and soil pH levels, showed elevated levels. The inoculation with strains of A.
brasilense and H. seropedicae showed no preference for colonization in the soil or in the roots
of corn plants. Samples taken at 41 DAS resulted in greater population of diazotrophs when
comparing the collection held at 15 DAS. The different levels of soil pH and isolated or in
combination, GPBPs did not influence the population of colonies of bacteria detected in the
media NFB Lactate and Malate used. The BPCPs proved promising when compared to the
control treatment and subjected to stress conditions of soil acidity and nitrogen deficiency,
indicating possible biological nitrogen fixation and solubilization of phosphorus. Although the
number of CFU of bacteria present is higher in roots and soil, momentary gas exchange
measurements recorded, showed no difference between treatments for both inoculation of seeds
on the soil pH.

Key words: Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum brasilense, gas-exchange,
diazotrophics, soil acidity, Zea mays L.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cultura do milho (Zea mays L.) caracteriza-se pelo elevado potencial produtivo, sendo
apto ao cultivo em todo o territorio agricola brasileiro. No ano agricola de 2011/12 a produgéo
deste cereal atingiu 71 milhdes de toneladas, sendo o estado do Parana um dos maiores
produtores, responsavel por 16 milhdes de toneladas do grao (IBGE, 2013).

O milho pertencente & familia Poaceae, sendo produzido em diversas regides do pais. E
cultivado desde a agricultura familiar até grandes propriedades agricolas associadas as
industrias deste grdos. Para 0 aumento da produtividade o uso de fertilizantes torna-se uma
pratica onerosa, porém existem outras formas que possam diminuir o uso exacerbado de
fertilizantes. A utilizacdo e o incremento da matéria organica do solo por intermédio do sistema
de plantio direto, consorciacdo e rotagdo de cultura, resultam em aumento da atividade
microbioldgica do solo. Os microrganismos que atuam na decomposicdo da matéria organica
do solo, contribuem diretamente para a disponibilidade de nutrientes as plantas. Solos com
baixo teor de nutrientes disponiveis, baixo pH e textura arenosa, como ocorrem em regides de
cerrado, estdo associados a baixa taxa de diversidade de bactérias promotoras de crescimento
de plantas — BPCPs (GOMES, 2009), assim como no Arenito Caiua no Parana.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (NFB) em ndo leguminosas (DOBEREINER &
PEDROSA, 1987) é uma das caracteristicas mais discutidas em relacdo aos beneficios
proporcionado pelas BPCPs. Por outro lado, a producdo associada a estes microrganismos, de
horménios promotores de crescimento vegetal como auxinas, giberelinas (STRZELCZYK &
POKOJSKA-BURDZIEJ, 1984) e etileno (STRZELCZYK et al., 1994) também ja foram
constatados.

Atualmente, a inoculacdo de BPCPs em espécies da familia Poaceae, vem sendo estudas
obtendo resultados promissores com o ganho de matéria seca da parte aérea (RODRIGUES et
al., 2014) e aumento de 7% da produtividade, em condicGes de acidez do solo (DARTORA et
al., 2013).

Algumas espécies tornaram-se importantes pelo comportamento associativo as raizes de
gramineas (REIS et al., 2000). De acordo com BALDANI et al., 1986, as bactérias do género
H. seropedicae sdo endofiticas obrigatérias e A. brasilense, sdo consideradas endofiticas
facultativas (DOBEREINER & DAY, 1975). Desta forma, estas, colonizam tanto o interior
como a superficie das raizes de sorgo (BERGAMASCHI, 2006). No entanto, ambas especies

exigem condigdes propicias para o seu desenvolvimento, como por exemplo a concentragdo de
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oxigénio, temperatura e inclusive pH do meio (BALDANI et al., 1986; DOBEREINER et al.,
1995).

No Brasil, as areas do cerrado possuem variagdes nas caracteristicas quimica do solo
incluindo principalmente a acidez nas camadas superficiais, levando a toxidez de elementos
como Al e Fe, e principalmente a adsorcdo de fdsforo, prejudicando o desenvolvimento das
raizes e consequentemente da planta (MALAVOLTA, 1979), sendo adequada avaliar a
necessidade de correcdo do pH do solo para cada sistema de cultivo.

Ainda sdo escassos o0s trabalhos que envolvam interacdo entre o pH do solo e a
atividade das BPCPs. Face ao exposto, este estudo possui 0 objetivo de verificar a presenca de
UFC de Bacterias Promotoras de Crescimento de Plantas — PBCPs e seu desempenho nas
plantas de milho submetidas a diferentes niveis de pH do solo, sem a adi¢cdo de adubo

nitrogenado.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2. 1. A cultura do milho

As primeiras caracteristicas descritas de milho (Zea mays L.) no Brasil, foram feitas a
partir do leste do pais indicando gréos branco e duro que haviam variacdes menos frequentes de
cor amarelo claro, preto e vermelho, em meados do ano de 1500 (HOEHNE, 1937). No entanto,
a cultura do milho ja& vinha sendo domesticada pelos povos indigenas. As qualidades
adaptativas do milho foram resultantes do trabalho desenvolvido pelos indigenas americanos.
Entretanto, a domesticacdo do primitivo milho tornou-o extremamente dependente do homem.
Seus Orgdos vegetativos sdo tipicamente anuais, suas sementes germinam logo apds serem
formadas sob condicGes favoraveis, como também ndo se desprendem naturalmente das
espigas, de maneira que emergem, formando um aglomerado de plantulas onde é muito grande
a concorréncia mutua (BRIEGER & BLUMENSCHEIN, 1966).

Na regido central da América do Sul, que se estende desde a base dos Andes no Oeste
do Chaco no Paraguai até Mato Grosso no Brasil, foram encontradas plantas de milho que
possuiam caracteristicas primitivas como espigas finas com raquis flexiveis, grdos que se
separam muito facilmente do sabugo e cor marrom. Nesta regido ainda existiam Tripsacum

australe. Assim parece possivel que esta seja a regido mais exata na qual aconteceu o primeiro
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cruzamento entre o milho selvagem e Tripsacum que deu origem ao milho domeéstico
(BRIEGER, 1944).

A posicdo botanica do milho, de acordo com Doebley (1990), pode ser caracterizada da
seguinte forma: reino: Plantae; divisdo Anthophta; classe Monocotiledonae; Ordem Polaes;
familia Poaceae; género Zea; espécie Zea mays L.

A produgdo mundial da cultura do milho na safra de 2011/2012 chegou a 885 milhdes
de toneladas. O Estados Unidos € o maior produtor e exportador mundial do grdo com
producdo de 313 milhdes de toneladas, exportando 12% da sua producdo total. A China com
producdo de 192 milhdes de toneladas, exportaram menos de 0,05% da producdo safra
2011/2012 (USDA, 2014).

No ano de 2001 o milho no Brasil, foi cultivado em 3,6 milhdes de propriedades rurais,
abrangendo na safra 2000/2001, uma éarea de 13 milhdes de hectares, e apresentou,
respectivamente, producdo e produtividade de 41 milhdes de toneladas e 3272 kg ha™ (IBGE,
2001). Apds 11 anos de cultivo, no ano de 2012 o Brasil é o segundo maior exportador (24
milhGes de toneladas) mundial de grdos de milho (USDA, 2014). Atualmente no Brasil, é
cultivada uma area de 14 milhdes de hectares e produtividade de 5012 kg ha™. Desta forma o
Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, com producéo de 71 milhGes de toneladas.
Apenas no estado do Parana durante a 1% e 22 safra produziu aproximadamente 16 milhdes de
toneladas (t), alcancado maior producgédo na safra 2012, seguido por Mato Grosso (15 milhdes
de t) e Goiéas (8 milhdes de t) (IBGE, 2013).

O alto potencial produtivo desta cultura se deve a eficiéncia de conversdo do carbono
CO, apresentada pela espécie. Possuem caracteristicas fisioldgicas muito favoraveis no que se
refere em producdo de compostos organicos, mediante a utilizacdo de energia gerada pela
captacdo da luz. Essa eficiéncia se deve ao processo fotossintético tipo C4, no qual o CO; é
continuamente concentrado em células dispostas em forma de anel que circundam os feixes
vasculares. As plantas C, distinguem-se por baixa perda de CO, na luz pela fotorrespiracéo e
baixo consumo de agua por unidade de matéria seca produzida (TAIZ & ZEIGER, 2006). Além
disso, vale destacar que existe grande eficiéncia no transporte de materiais produzidos e
acumulados nas folhas, em dire¢do aos grdos em formacdo, devido principalmente a maior
proximidade dos feixes vasculares das células produtoras de carboidratos, da bainha vascular
das folhas (PATERNIANI & VIEGAS, 1987).

Os grdos de Zea mays L. sdo ricos em carboidratos, e, além de serem amplamente

utilizados na alimentacdo humana também s&o empregados na fabricacdo de racdo e silagem.
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Em funcdo destas caracteristicas, o milho é uma das principais culturas do pais, sendo
submetida a diversas pesquisas com o intuito de aprimorar o sistema de produgdo, como o
plantio direto (SILVA et al., 2006), consorciacdo de culturas (CHIODEROLLI, et al., 2012),
melhoramento genético (OLIVEIRA et al., 2013) e a inoculacdo de sementes por bactérias
promotoras de crescimento vegetal (SALA et al., 2005; BALDANI & BALDANI, 2005).

Nos ultimos anos o cultivo do milho vem sofrendo vérias mudancas de manejo, dentre
elas se destacam a densidade espacial de plantas assim como a adubacao nitrogenada (LANA et
al., 2009). O fornecimento de fertilizantes para essa cultura eleva os custos de producédo, no que
se refere a exportacdo dos nutrientes, o fosforo é quase todo translocado para os gréos (77 a 86
%), seguido pelo nitrogénio (70 a 77 %), enxofre (60%), magnésio (47 a 69 %), potassio (26 a
43 %) e célcio (3 a7 %) (COELHO, 2007).

2. 2. Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas — BPCPs

A utilizacdo de bactérias diazotroficas tem sido uma alternativa de nutricdo nitrogenada
em diversas Poaceas (milho, trigo, arroz), podendo obter grandes contribuicGes para essas
culturas, suprindo até a metade do uso de fertilizantes nitrogenados (DOBEREINER, 1997).

As BPCPs geralmente endofiticas, sdo classificadas como ndo patégenas as plantas. Sao
microrganismos que vivem em associa¢do ou no interior de uma planta, sem causar injdrias
como ocorre no caso de infec¢do por patdgenos. Existem populaces bacterianas que podem
flutuar entre a colonizacdo endofitica e epifitica (HALLMANN, et al., 1997).

Alguns autores classificam as BPCPs em associativas obrigatorias e/ou facultativas,
sendo que as bactérias do género H. seropedicae sdo endofiticas obrigatorias (BALDANI et al.,
1986) e A. brasilense, sdo endofiticas facultativas com predominancia na regido rizosférica
(DOBEREINER & DAY, 1975).

O H. seropedicae, endofitico obrigatério, foi isolado a partir de plantas de cana-de-
acucar, e com a descoberta dos diazotrofos endofiticos, que colonizam em numero elevado as
raizes, colmos e folhas de cana-de-aglcar e outras gramineas, foi alterado o conceito de
associacoes rizosféricas (MARIN et al., 1999).

Os microrganismos denominados bactérias promotoras de crescimento de plantas -
BPCPs, podem estimular o crescimento das plantas por diversas maneiras, sendo as mais
relevantes: capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio (DOBEREINER, 1966); influéncia

na atividade do nitrato redutase em folhas de diferentes linhagens de milho (BALDANI, et al.,
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1979); producdo de hormonios como auxinas, giberelinas (STRZELCZY & POKOJSKA-
BURDZIEJ, 1984) e etileno (STRZELCZYK et al., 1994) e até a solubilizacdo de fosfato
(MOREIRA et al., 2010).

A denominagdo “Bactérias diazotroficas” € utilizada devido a uma das contribui¢fes
mais importantes proporcionada pelas BPCPs, a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio — FBN. No
Brasil o estudo da FBN foi iniciada pela pesquisadora Joana Ddobereiner. As primeiras
caracteristicas descritas em relacdo as bactérias diazotréficas no pais, foram em solos acidos da
“baixada fluminense”, no estado do Rio de Janeiro (DOBEREINER, 1953), o Beijerinckia
fluminensis na cana-de-aglicar (DOBEREINER & RUSCHEL, 1958) e Azotobacter paspali
com grama (Paspalum notatum cv. Batatais) (DOBEREINER, 1966).

A contribuicdo da FBN pelo género Herbaspirillum pode ser a associacdo mais eficiente
dentre as endofiticas, especialmente na regido aérea das plantas, diferentemente da associacao
rizosférica, como observada no caso do género Azospirillum (DOBEREINER et al., 1995).

A FBN pode ser uma alternativa para reducdo dos custos com fertilizantes nitrogenados.
A prética da inoculacdo de sementes de gramineas com a bactéria Azospirillum brasilense vem
sendo difundida por este se tratar de um microrganismo que se localiza na regido rizosférica e
que geralmente encontra-se associado predominantemente ao trigo, segundo Ddébereiner &
Pedrosa (1987). Reis et al. (2006) afirma que cerca de 20% do total de N requerido pela cultura
do trigo, pode ser assimilado por via da FBN.

O nitrogénio é absorvido em maior quantidade pelas plantas na forma de nitrato (NO3)
que, apbs absorvido, pode ser assimilado nas raizes, nos plastideos ou nas folhas, nos
cloroplastos. Existe uma forte correlacdo entre a taxa de assimilacdo de NO3™ na parte aérea das
plantas com a fotorrespiracdo. Em estudos realizados com trigo, observou-se que altas
concentracdes de CO, ou baixas de O, inibem a assimilacdo de NO3 (EPSTEIN & BLOOM,
2006).

O nitrogénio molecular N, representa certa de 78% da atmosfera terrestre, porém
indisponivel para os organismos, pois as moléculas de nitrogénio possuem uma tripla ligacao
covalente altamente estavel. A fixacdo natural de nitrogénio se da a uma taxa de 190 x 10*
gramas de nitrogénio por ano. Desse total, a emissdo de relampagos é responsavel por cerca de
8% do N fixado, convertendo vapor de agua e oxigénio em radicais hidroxilas livres altamente
reativos, atomos livres de hidrogénio e atomos livres de oxigénio, que atacam a molécula de
nitrogénio para formar acido nitrico (HNO3), o qual precipita juntamente com chuva e neve. A

reacdo fotoquimica entre o Oxido nitrico gasoso e o 0zonio, que produz &cido nitrico é
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responsavel por 2% do nitrogénio fixado. Os restantes 90% restantes sdo provenientes da
fixacdo bioldgica (EPSTEIN & BLOOM, 2006).

As bactérias fixadoras de nitrogénio realizam a reducao de N, atmosférico em NH3, Esta
reacao € realizada por microrganismos que possuem o complexo enzimatico da nitrogenase,
conhecidos como diazotroficos (CANTARELLA, 2007). O complexo nitrogenase é formado
por duas subunidades: um heterotetramero, a dinitrogenase 022, ¢ um homodimero, a
dinitrogenase redutase y2, em que a regido o possui um sitio ativo para redu¢do de N, chamado
de FeMo-co-fator (EPSTEIN & BLOOM, 2006; REIS, et al., 2006).

O nitrogénio é encontrado nos nucleotideos de fosfato e nos aminoacidos que formam a
estrutura dos acidos nucléicos e das proteinas, respectivamente. O macronutriente presente nas
plantas s6 ndo é mais abundante que o oxigénio, o carbono e o hidrogénio. Na agricultura, ha
um grande ganho de produtividade com a utilizacdo de fertilizantes com nitrogenados, ficando
implicita sua importancia (TAIZ & ZEIGER, 2009).

A absorc¢do de nitrogénio pelas raizes podem interferir no pH rizosférico. Para a entrada
de amoénio NH,4" nas células das raizes, ocorre a extrusio de protons, assim como verificado na
absorcdo de outros cations. Com isso, h4& um aumento do potencial hidrogenidnioco
aumentando o pH do meio. Em experimento realizado por COSTA et al. (2008), estes
observaram que, apds trés anos com continuas adubacBes de sulfato de amoénio, houve

acidificacdo do solo elevando o teor de AI**

do solo. De modo inverso, quando ocorre a
absorcdo de NOj’, a tendéncia do pH rizosférico € se tornar mais basico, devido a grande
quantidade de cargas negativas (NO3") que tendem a ser absorvidas em simporte com H”.

O Azospirillum brasilense € um microrganismo do solo de vida livre capaz de fixar
nitrogénio da atmosfera e produzir hormonios vegetais. Novakowiski et al. (2011) avaliando o
efeito residual da adubacdo nitrogenada na pastagem, a inoculacdo do A. brasilense em
sementes de milho proporcionou produtividade superior ao tratamento sem inocula¢cdo mesmo
sob 0 aumento das doses de N aplicada na pastagem. No desenvolvimento inicial do milho, o
endofitico Herbaspirillum seropedicae proporcionou maior acimulo dos macronutrientes NPK
no tecido foliar, com destaque ao maior acimulo em até 30% de fosforo (DALDOTTO, 2012).
A associacdo das Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas — BPCPs Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae, proporcionaram aumento de 7% na produtividade de

milho (DARTORA et al., 2013).

2. 3. Influéncia do pH nas BPCPs
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Diversos fatores podem influenciar no desenvolvimento das culturas em geral. A
disponibilidade de nutrientes para as plantas € dependente no potencial hidrogenidnico (pH) do
solo. H& maior disponibilidade dos macronutrientes no solo a partir do pH 5,5, sendo de forma
inversa para os micronutrientes (MALAVOLTA, 1979).

A acidez do solo é um dos fatores limitantes ao desenvolvimento das bactérias, sendo
que as respostas podem variar em funcao da estirpe em questdo. Estes organismos crescem em
uma faixa de pH ideal entre 6,0 e 7,0, e poucos crescem bem em pH menor que 5,0 (GRAHAM
etal., 1994; RODRIGUES et al., 2006; ALl et al., 2009).

O género Herbaspirillum é microaerofilico, que toleram drasticas mudancas no pH (5,3
— 8,0) e uma concentracdo de oxigénio maior que as espécies de Azospirillum (BALDANI et
al., 1986). Com excecdo do A. amazonense, as demais espécies do género Azospirillum séo
habeis para crescer em pH proximo a neutralidade (DOBEREINER et al, 1995).

Rufini et al., (2011) estudaram o efeito do pH do meio de cultivo na eficiéncia
simbiotica de estirpes de Rhizobium na cultura do feijoeiro-comum. Este estudo reafirmou que
pH ideal para o meio de cultivo variou com as estirpes. As parcelas que receberam calagem
apresentaram maior rendimento que as demais, além de promover rendimento de grdos
equivalente aos tratamentos com adubacéo de 70 kg ha™ de N.

Os endofiticos sdo encontrados colonizando diferentes espécies vegetais, incluindo
espécies da familia Poaceae, tais como arroz, milho e cana-de-agcucar (MOREIRA et al., 2010).
Suas contribuicdes sdo diversas, principalmente em solos do cerrado onde é comum a
ocorréncia de deficiéncia de nutrientes. Neste caso, a contribui¢do na absorcdo de NPK ja foi
observada no desenvolvimento inicial do milho, sob inoculagdo de plantulas ao terceiro dia
apos germinacdo (DALDOTTO, 2012).

No caso de pH mais acido do solo, a utilizacdo de estirpes do A. amazonense torna-se
conveniente pela adaptabilidade a esta condicdo. Stamford et al. (2004), ap6s o cultivo de feijdo
caupi (Vigna unguiculata L. Walp) observaram reducdo no pH e aumento no P disponivel
guando foram aplicados biofertilizantes a partir de rocha fosfatada de Gafsa (9% P,Os sollvel),
associado ao Acidithiobacillus, provavelmente devido a atuacdo do Acidithiobacillus que
promoveram producado de acido sulfurico suficiente para solubilizar fosforo da rocha fosfatada.
Walpola & Yoon (2013) no estudo com plantas de feijao-mungo (Vigna radiata L.) e bactérias

promotoras da solubilizacdo de fosfato no solo, observaram uma correlacdo proporcional a
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acidez do solo e populagdes de Pantoea agglomerans e Burkholderia anthina, obtendo-se
maior teor de P da parte aérea e raiz.
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CAPITULO II

Desenvolvimento inicial de plantas de milho na associacdo de bactérias promotoras de crescimento de

plantas e niveis de acidez do solo

Early development of corn plants in association Plant Growth-Promoting Bacteria and levels of soil

acidity

Resumo

Obijetivou-se neste trabalho verificar o desempenho entre a inoculacdo de sementes com A. brasilense e H.
seropedicae e niveis de pH acido do solo no desenvolvimento inicial de plantas de milho desprovida da
adubacdo nitrogenada. Foi realizado experimento em casa de vegetacdo, em vasos de 13 dm?, com o hibrido
30F53H. O delineamento foi de blocos ao acaso com esquema fatorial 3x4, sendo um fator os niveis de
acidez do solo [pH (CaCl,) de 4,5, 5,0 e 55] e outro a inoculagdo das sementes: sem inoculag&o;
Azospirillum brasilense (Ab-V5), Herbaspirillum seropedicae (SmR1) e mistura das estirpes Ab-V5+SmRL1.
A inoculacdo foi realizada via sementes, antes da semeadura, utilizando volume de 4 mL na concentracgdo de
10" UFC mL™ para mil sementes. A acidez do solo influenciou nas variaveis de altura das plantas, matéria
seca de raiz, didmetro de colmo, indice SPAD, teor de P foliar, taxa de assimilacdo liquida de CO,,
condutancia estomatica, transpiracdo e uso eficiente da dgua. O pH 4,5 do solo apresentou média superior
apenas para o teor de P foliar. A inoculagdo das bactérias promotoras de crescimento vegetal em plantas de
milho promoveu maior o acimulo de N foliar, aumento da &rea foliar, indice SPAD e didmetro de colmo, e
ndo influenciaram no acimulo de matéria seca das plantas.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum brasilense, trocas gasosas.

Abstract

The aim of this work was to verify the influence of the association between diazotrophic bacteria and
different soil acidity levels in the early development of corn plants. The experiment was conducted in a
greenhouse, in pots of 13 dm® with the hybrid 30F53H. The experimental design was randomized blocks in
3x4 factorial, which one factor was the soil acidity levels [pH (CaCl,) de 4,5; 5,0 e 5,5] and the other was
seeds inoculation: no inoculation; Azospirillum brasilense (Ab-V5), Herbaspirillum seropedicae (SmR1) and
strain mixture Ab-V5 + SmR1. The inoculation was accomplished through seeds before sowing, using 4 mL
with concentration of 107 colony forming units mL™. The soil acidity decreased the plant height, stem
diameter, SPAD index and P content. The inoculation of plant growth promoting bacteria in corn plants
promoted N accumulation in the leaf, increased leaf area, SPAD index and stem diameter. However, did not
influence the dry matter accumulation.

Key words: Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum brasilense, gas-exchange.
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Introducéo

O Brasil, durante as safras de milho de 2012, atingiu producdo de 71 milhdes de toneladas de gréos.
Apenas no estado do Parana durante a 1% e 22 safra rendeu-se aproximadamente 16 milhdes de toneladas,
alcancado maior producao deste ano, seguido por Mato Grosso e Goias (IBGE, 2013).

O milho (Zea mays L.) é uma das principais culturas do pais, sendo submetida a diversas pesquisas com o
intuito de aprimorar o sistema de producdo, como o plantio direto (SILVA et al., 2006), consorciacdo de
culturas (CHIODEROLL, et al., 2012), melhoramento genético (OLIVEIRA et al., 2013) e a inoculacao de
sementes por bactérias promotoras de crescimento vegetal (SALA et al., 2005; BALDANI & BALDANI,
2005), sempre com o intuito de promover o aumento da producdo e produtividade da cultura. O fornecimento
de fertilizantes para essa cultura eleva o custo de producdo, no que se refere a reposicdo dos nutrientes
exportados pelo grao; cerca de 70 a 77 % do nitrogénio é translocado para os graos (COELHO, 2007).

A matéria organica do solo ndo é diretamente aproveitada pelos vegetais, sendo necessario ocorrer
mineralizacdo para produzir NH,", o qual pode ser nitrificado posteriormente, gerando NO3', ambos os fons
disponiveis para as plantas (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000).

Em solos com deficiéncia de nutrientes e acidez acentuada como ocorrem em solos do Cerrado brasileiro,
podem comprometer a cultura do milho, apresentando sintomas de deficiéncia. Folhas de cor verde
amareladas uniforme, principalmente em folhas mais velhas e atrofiamento de raizes sdo os primeiros
sintomas da deficiéncia do nitrogénio e solos de pH acido (MALAVOLTA, 1979). A prética da calagem,
neutraliza o aluminio toxico e favorece o desenvolvimento radicular e a atividade microbiana, que tem papel
relevante nas rea¢des do nitrogénio no solo (QUAGGIO, 2000)

A utilizacdo de “bactérias promotoras de crescimento de plantas” (BPCP) tem sido utilizada como uma
alternativa de nutricdo nitrogenada em diversas poéceas, como milho (DARTORA et al., 2013), trigo
(RODRIGUES et al., 2014) e arroz (MATTOS et al., 2010), podendo contribuir com N para essas culturas;
suprindo, em algumas situacBes, até metade do uso de fertilizantes nitrogenados (DOBEREINER, 1997;
REIS JUNIOR et al., 1998).

Quando as BPCP estdo associadas as plantas, sdo denominadas associativas e sdo divididas em dois
grupos: bactérias endofiticas obrigatérias (Herbaspirillum) e endofiticas facultativas (Azospirillum). As
endofiticas obrigatérias colonizam o interior das raizes e também a parte aérea e, ocorrem preferencialmente
em plantas ndo leguminosas. J& os microrganismos facultativos colonizam o interior, porém possui
preferéncia quanto a regido da rizosfera (DOBEREINER & DE-POLLI, 1980; ROCHA et al., 1981;
BALDANI et al., 1986a). As bactérias diazotroficas associativas podem contribuir para o crescimento
vegetal ndo s6 pelo fornecimento de nitrogénio, mas também por outros mecanismos como producdo de
fitorménios, solubilizacdo de fosfatos, antagonismo a fitopatégeno, entre outros (MOREIRA et al., 2010).

As bactérias denominadas como BPCP, sdo organismos capazes de fixar nitrogénio da atmosfera, nos
quais ocorre reacdo com reducdo do N, a NH; através da enzima nitrogenase, sendo conhecidos como
fixadores de N, ou diazotrofos (BERGAMASCHI, 2006). Além de induzir a producdo de reguladores de
crescimento vegetal (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), também ha aumento de area foliar, altura da planta,
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didmetro do caule, numero de folhas e matéria seca, redugdo do tempo de aclimatizagdo, maior sobrevivéncia
de mudas, controle de doengas e aumento de produtividade (MARIANO et al., 2004).

A caracteristica endofitica facultativa, contribui a variabilidade de rea¢6es por meio da associagdo com o
meio rizosférico, pois nesta regido ocorre intensa extrusdo de prétons que interferem no potencial
hidrogenidnico do meio. Desta forma, além da variacdo genotipica das plantas e dos grupos endofiticos
promotores de crescimento, também ha outros fatores que podem influenciar no processo de fixacdo
bioldgica de nitrogénio (FBN), como o pH do solo.

Souza et al. (2010), trabalhando com a cultura da soja, observaram que as mudancas do pH da rizosfera e
no pH nao rizosférico, sdo dependentes do pH inicial dos solos, e teores de micronutrientes B, Cu, Fe, Mn e
Zn na parte aérea das plantas aumentaram com a acidificacdo da rizosfera, principalmente ap6s a nodulacéo
das raizes. O pH do solo influencia diretamente na disponibilidade de nutrientes para a planta, sendo que 0s
solos do Cerrado brasileiro sdo geralmente &cidos (4,0 a 5,5 pH), causando toxidez por ferro (Fe) e aluminio
(Al), que por sua vez fixam o fésforo (P), tornando-o indisponivel pelas plantas (MALAVOLTA, 1979).

A acidez identificada em solos agricolas varia de 4,0 a 7,0 em CaCl, (LOPES, 1989), proporcionando
baixa CTC, que consequentemente ocasiona a lixiviacdo de cétions. No solo, o nitrogénio (N) é mais
disponibilizado para as raizes em pH acima de 55 (MALAVOLTA, 1979). A assimilagdo de
macronutrientes pelas plantas apresenta queda de 79,5% para 26,7%, ao reduzir o pH 6,0 para pH 4,5
(EMBRAPA, 1980).

Apesar da faixa considerada ideal para a maxima atividade microbiana no solo variar de 6,0 a 6,5
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), sendo que estudos com pH abaixo deste nivel foi verificado resultados
promissores ao uso das BPCP em poaceas (DARTORA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014).

As bactérias do género Azospirillum requerem pH préximo a neutralidade em temperatura entre 32 e 37°C
para o seu crescimento (BALDANI et al., 1986b), e para o género Herbaspirillum sdo microaerofilicos, se
desenvolvem em mudancas extremas do pH entre 5,3 e 8,0 (DOBEREINER et al., 1995).

Face ao exposto, 0 objetivo deste trabalho foi verificar o desempenho entre a inoculagdo de sementes com
A. brasilense e H. seropedicae e niveis de pH éacido do solo no desenvolvimento inicial de plantas de milho

desprovida da adubacéo nitrogenada

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Estagdo de Horticultura e Cultivo Protegido “Prof.
Dr. Mério César Lopes” pertencente a Universidade Estadual do oeste do Parana - Unioeste, no municipio de
Marechal Candido Rondon/PR com as coordenadas geograficas de 54° 22° W e 24° 46’ S, e altitude média de
420 m.

O solo utilizado foi um Argissolo Amarelo Distrofico coletado no municipio de Ipord/PR na camada O-
0,20 m de profundidade. De acordo com o laudo de anélise quimica e fisica do solo, obtiveram-se 0s
seguintes resultados: P = 4,21 mg dm™; MO = 8,20 g dm™®; pH (CaCl,) - 4,52; H+Al = 2,75; AlI** = 0,35
cmol. dm™; K* = 0,60 cmol, dm™®; Ca?* = 1,50 cmol, dm™ Mg®* = 0,41 cmol. dm™; CTC = 5,26 cmol. dm;
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V% = 47,72; Cu = 2,5 mg dm™; Zn = 1,30 mg dm®; Mn = 11,00 mg dm™®; Fe = 48,40 mg dm™®; 201,50 g kg™
de argila, 105,70 g kg™ de silte e 692,80 g kg™ de areia.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), sendo os tratamentos arranjados em
esquema fatorial 3x4 com trés niveis de acidez dos solos (4,5, 5,0 e 5,5 pH) e o0 segundo fator, a inoculagéo
das sementes (sem inoculacdo, sementes inoculadas com Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5, sementes
inoculadas com Herbaspirillum seropedicae estirpe SmR1 e associacdo das duas bactérias Ab-V5 e SmR1),
com quatro repeticdes totalizando 48 parcelas.

Para se obter o pH (CaCl,) desejado do solo, foi realizado a curva de incubacdo do solo com a
neutralizagdo de 0, 30, 60, 90 e 120% da acidez potencial, com a utiliza¢do de calcario dolomitico. Amostras
de 0,250 dm™ de solo foram incubadas em sacos plasticos, por 21 dias, com teor de umidade de 80% da
capacidade de campo. Apds esse periodo foi aferido o pH e obtido os seguintes valores: pH;= 4,39, pH,=
5,75, pHs= 6,90, pH,= 7,51, pHs= 7,66. Assim, os tratamentos de pH (CaCl,) do solo 4,5; 5,0 e 5,5, foram
obtidos através da equacdo: pH = 4,779 + 3,706Ca - 1,162Ca? determinando as doses 0, 0,789 e 2,705 g de
calcério por vaso, respectivamente.

O solo foi secado em condi¢des ambientes, adicionou-se as doses de calcario e uma solucdo de adubacéao
utilizando 300 mg dm™ de P, 100 mg dm™ de K e 40 mg dm™ de S conforme Alvarez (1974), ficando isenta
da adubacdo nitrogenada e micronutrientes. Em seguida, foram homogeneizados e dispostos em vasos de 13
dm, o qual submetidos em repouso por 30 dias com teor de umidade de 80% da capacidade de campo.

Houve mudanca nas caracteristicas quimica do solo, visto que apos 41 DAS, houve alteracdo do pH do
solo, conforme os niveis desejaveis com a aplicacdo do calcério. O aferimento do pH dos tratamentos, que
foram adicionados 0, 0,789 e 2,705 g de calcério por vaso, apresentaram meédias de 4,45; 5,13 e 5,59 pH
(CaCl,), respectivamente.

Foram semeadas seis sementes do hibrido de milho 30F53H Pioneer®. Trés dias ap6s a emergéncia das
plantulas, foi realizado o desbaste mantendo trés plantas por vaso, sendo considerada uma parcela
experimental, que foram conduzidas até aos 41 dias apds semeadura (DAS).

As estirpes A. brasilense e H. seropedicae foram fornecidas pelo laboratério de Bioquimica e Biologia
molecular da UFPR de Curitiba. E foi seguido a recomendagdo do volume da solugdo inoculadora de 4 mL
para 1000 sementes devido a concentra¢do baixa que se encontrava o inoculante utilizado, tendo a solugéo de
10" unidades formadoras de coldnias ativas mL™ (UFC mL™).

Para a verificacdo da fase de desenvolvimento que identificou efeito dos tratamentos, foi avaliada a altura
de plantas nos periodos de 14, 21 e 41 DAS, e aos 41 DAS: diametro do colmo, assim como o teor relativo
do pigmento da clorofila efetuada com o auxilio do medidor portatil SPAD 502 plus Daminolta, nas folhas
baixeiras (SPAD1), média (SPAD2) e superiores (SPAD3). Também foi mensurada aos 41 DAS a éarea
foliar, volume de raiz e massa de matéria seca de folha, colmo, raiz e total.

Raizes, folhas e colmos foram colocados em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C por 72 horas,
posteriormente moidas em moinho do tipo Willye, realizando-se a analise quimica da parte aérea total das
plantas, para determinacdo dos teores de N, P e K (EMBRAPA, 2009).
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Também foram medidas variaveis de trocas gasosas realizadas pelas plantas aos 41 DAS no periodo da
manha entre 9h00 e 11h00 com o medidor portatil de trocas gasosas (Infra-Red Gas Analyzer - IRGA Li-
6400XT) na fase fenoldgica V4, em folhas intermediarias totalmente expandidas e expostas a luz solar direta
foram determinadas: (A) — Taxa de assimilacdo liquida de CO, (umol CO, m? s™): E — Taxa de transpiragdo
(mmol H,0 m? s'): g, — Condutancia estomatica (mol m? s). Ser4 ainda calculada a relacdo: EUA
(eficiéncia no uso da agua) = A/E. Foi utilizada uma densidade de fluxo de fétons (PPFD) de 1500 pmol m™
s, com desvio padrdo de 0,7313. A média apresentada de densidade de fétons do meio externo
proporcionada pelo aparelho foi de 1142,35 pmol m? s™ e média da umidade relativa de 36,55%.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e quando houve efeito
significativo, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%, com o auxilio do software SISVAR 5.3

(FERREIRA, 2010).

Resultados e Discussao

Para as caracteristicas biométricas e destrutivas altura de planta, massa de matéria seca de raiz, didmetro
de colmo e indice de clorofila (SPAD) foi observado diferenca de comportamento para os pH do solo
testados. Para os valores médios dos tratamentos de inoculacdo foram observadas diferengas na area foliar,
diametro de colmo, indice de clorofila e teor de nitrogénio. As analises das trocas gasosas realizada nas
plantas apresentaram influéncia somente nos diferentes niveis de acidez do solo, isto €, a inoculagdo de
bactérias promotoras de crescimento vegetal inteferiu no desenvolvimento inicial das plantas de milho
(Tabela 1a5).

A avaliagdo da altura de plantas durante diferentes épocas de desenvolvimento do milho auxilia na
observacédo da fase fenoldgica que representa maior resposta & producdo de massa. Os niveis de pH baixo do
solo apresentaram efeito significativo apenas no altimo dia de avaliagdo (41 DAS) (Tabela 1). Independente
da inoculagdo, as plantas de milho com pH do solo 4,5 apresentaram altura média de 56,90 cm, inferior as
plantas em pH 5,0 (59,69 cm), o qual ndo diferiu do tratamento de pH 5,5 (58,22 cm). Logo, o pH mais acido
(4,5) prejudicou altura das plantas de milho aos 41 dias de desenvolvimento em relagdo ao pH 5,0.

A inoculagdo de BPCP ndo influenciou diretamente na altura de plantas aos 14, 21 e 41 DAS, em fungao
aos diferentes niveis de pH do solo. Em condic¢des de campo aberto, Dartora et al. (2013) utilizando o hibrido
de milho 30F50H e inoculagdo de sementes por A. brasilense e H. seropedicae, também ndo encontraram
diferencas de altura de plantas, tanto na fase vegetativa quanto reprodutiva.

A avaliacdo de altura de plantas de milho em diferentes épocas, demonstrou que aos 41 DAS iniciou-se as
diferencas entre médias do fator pH do solo, isto é, para as condi¢fes do presente estudo, esta analise €é ideal
aos 41 dias apds semeadura.

Na Tabela 2 pode ser observado que o pH de 4,5 apresentou uma média inferior com diferenca de 18% da
massa de matéria seca de raiz (3,96 g planta™) em relacdo & média apresentada no pH 5,0 (4,87 g planta™).
Neste estudo, a inoculagdo de BPCP no desenvolvimento inicial do milho submetido em pH &cido do solo,

ndo interferiu nas variaveis de massa de matéria seca de raiz, colmo, foliar e total, apesar de ndo
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diferenciarem, as plantas inoculadas pela associacdo das duas estirpes Ab-V5 e SmR1 sempre apresentaram
maiores médias de massa de matéria seca.

Rodrigues et al. (2014) em solo com pH 4,8 (CaCl,), ndo encontraram influéncia quanto ao uso da estirpe
Ab-V5+acido humico no acimulo de massa de matéria colmo+bainha na cultura do trigo. Da mesma forma,
ao testarem trés isolados Azospirillum brasiliense, Achromobacter insolitus e Herbaspirillum em trigo, Sala
et al. (2008) ndo observaram diferencas significativa na massa de matéria seca de colmo+folha quando
submetido a doses de adubac&o nitrogenada.

Ao utilizarem Azospirillum amazonense (resistente ao pH acido do meio) e com adi¢do de adubagéo
nitrogenada em solugdo nutritiva (pH 5,13), Reis Junior, et al. (2008) encontraram maior rendimento em
massa de matéria seca por plantas de milho inoculadas, provavelmente devido a producdo de substancias
promotoras de crescimento pela bactéria (BERGAMASCHI, 2006) (BASHAN et al., 2004).

O mecanismo de promocao de crescimento vegetal por BPCP em pH acido do solo ainda necessita de
mais estudos para entender os fatores envolvidos, visto que a inoculacdo de BPCP néo afetou no incremento
de producdo do feijoeiro em relacdo ao pH do solo. Em feijoeiro-comum, o aumento do pH do solo
favoreceu a simbiose das bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas, porém variaram de acordo com
diferentes estirpes (RUFINI, et al., 2011). Para Campanharo et al. (2010), os resultados encontrados a partir
das caracteristicas do feijoeiro-comum sao efeitos benéficos e ja conhecidos; provavelmente com a corregdo
da acidez do solo favoreceu o crescimento das plantas (VERONESE et a., 2012).

A érea foliar (AF) indica a dimens&o do aparelho fotossintetizante; teoricamente, quanto maior area foliar
mais eficiente é a taxa de assimilacdo de CO, devido ao aumento da captacdo da radiacéo solar. Para esta
variavel a associacao das estirpes Ab-V5 + SmR1 proporcionaram maior area foliar com média de 31,71 dm?
diferenciando da estirpe SmR1 (24,73 dm?), proporcionando acréscimo médio de 22% na érea foliar (Tabela
3).

O aumento da AF intensifica a transpiracdo foliar, contudo, a diminui¢do da AF é uma estratégia para
limitar a transpiracdo. Folhas jovens de cana-de-agUcar sdo capazes de se enrolar e reduzir a area foliar
projetada e com isso reduzir a radiagdo recebida (MARCOS, 2012). O uso da estirpe SmR1 apresentou uma
média inferior com uma diferenca de 22% da AF quando comparado com a média (31,71 dm™) da associagéo
das duas estirpes (Ab-V5 + SmR1). Neste caso, ndo é possivel afirmar este mecanismo de defesa, pois, 0s
tratamentos com inoculacdo de BPCP néo apresentaram diferencas significativa nas medidas de transpiracéo
(E), fornecidas pelo equipamento IRGA (Tabela 5).

O diametro do colmo apresentou diferencas para os niveis de pH e também para os tratamentos de
diferentes bactérias; com o pH de 5,5 obteve 24,71 cm de didmetro, diferenciando dos demais niveis de pH.
A associacdo das estirpes Ab-V5 + SmR1 proporcionaram maior diametro médio (24,20 cm) quando
comparado a auséncia de inoculagdo (22,35 cm), obtendo incremento em torno de 7%. Essas caracteristicas
mostraram que o pH 5,5 e A. brasilense + H. seropedicae podem proporcionar melhor condicionamento para
tolerar o acamamento de plantas, e também favorecer ao acimulo de solidos solGveis (FANCELLI &
DOURADO NETO, 2000) agregando a continuidade do desenvolvimento do milho, no entanto, ndo se pode

afirmar que a associagdo dos fatores (pH 5,5, Ab-V5 e SmR1) podem proporcionar tal efeito, pois, ndo
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houveram interagéo entre os dois fatores (pH x Inoculacgéo). Semelhantemente, em trabalho a campo com pH
do solo 5,5, Dartora et al. (2013) relatou que a combinagéo das estirpes Ab-V5 e SmR1 proporcionou maior
didmetro basal do colmo na fase vegetativa em relacéo a testemunha, proporcionando aumento de 15%.

Apesar de ndo ter avaliado a ocorréncia e localizacdo das bactérias na planta, 0 adensamento das raizes no
vaso, pH acido e auséncia de adubo nitrogenado no solo, podem ter proporcionado condicGes de estresse, que
pode ter estimulado a preferéncia de colonizacdo de algum 6rgédo da planta, ocorrendo assim um incremento
no didmetro de colmo, éarea foliar e o indice de clorofila (Tabela 3). Em estudo a fim de avaliar a ocorréncia e
a localizacdo das BPCP no sorgo, detectou-se presenca de bactérias no tecido das plantas, dentre elas, o A.
brasilense e H. seropedicae, sendo que a sua localidade sofre influéncia do genétipo da planta e da adubagéo
nitrogenada (BERGAMASCHI, 2006).

O teor relativo de clorofila das folhas baixeiras (SPAD 1), média (SPAD 2) e superiores (SPAD 3)
possibilitou verificar que as folhas mais velhas apresentaram maior variacdo do indice SPAD, onde 0s trés
niveis de pH éacido se diferenciaram, portanto no pH de 4,5 houve inferioridade do indice de clorofila das
folhas (14,34) enquanto ao pH 5,0 e 5,5 apresentaram médias de 15,89 e 17,19, respectivamente. As folhas
velhas, intermediarias e novas com pH 5,5 apresentaram 17,19, 17,34 e 17,69, respectivamente, sendo
superior aos demais niveis de acidez. Pode-se observar que o comportamento decrescente do indice de
clorofila, das folhas novas para as mais velhas pode explicar a degradagédo da clorofila quando as folhas
atingem a senescéncia. E importante ressaltar, que os valores encontrados em relagio ao pH podem ter
ocorrido com a elevacdo da acidez do solo, prejudicando o desenvolvimento das raizes.

A associagdo de Ab-V5 e SmR1 proporcionou maior indice relativo de clorofila (17,59) para SPAD 2,
diferindo do tratamento sem inocula¢do (15,00). As folhas novas sdo consideradas como 6rgéo de dreno
metabolico, ou seja, ndo sdo capazes de suprir suas préprias demandas por carbono, sendo assim necessitam
de assimilados providos de 6rgdos ou “tecidos fonte” para 0 seu desenvolvimento até que se tornem uma
folha “auto-sustentdvel”, e ao iniciarem a senescéncia, ocorre uma remobilizacdo de nutrientes (TAIZ &
ZEIGER, 2006). Desta forma, a inoculagdo dos endofiticos A. brasilense e o H. seropedicae,
predominantemente na rizosfera e regido interna das raizes, respectivamente, proporcionou maior teor
relativo de clorofila nas folhas média (fotossinteticamente ativas). Observou-se também gue as folhas médias
(SPAD?2), séo propicias a avaliacdo do teor relativo de clorofila, apresentando maiores médias do indice
SPAD independente dos tratamentos.

As medidas observadas com o indice SPAD das folhas podem estar relacionada a assimilacdo de
nitrogénio pelas plantas. Em estudo realizado durante o estagio vegetativo do milho inoculado com A.
brasilense, foi obtido aumento de 7% no indice SPAD quando comparado ao tratamento sem inoculagdo
(QUADROQOS, 2009); o0 mesmo autor também observou aumento proporcional quando submetido a adubagéo
nitrogenada. O aumento de concentracdo de clorofila nas folhas com leituras por SPAD, também foi
constatado tanto com acréscimo de doses de N em tomateiro (GUIMARAES et al., 1999) quanto com o
incremento do teor foliar de N em algodoeiro herbaceo (NEVES et al., 2005).

Observou-se maior média do teor N foliar nas plantas inoculadas com Herbaspirillum secopedicae (7,77

g kg, sendo superior ao tratamento sem inoculagéo (6,78 g kg™) (Tabela 4). Pode ser verificado que no
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tratamento com H. secopedicae proporcionou maior valor de N (7,77 g kg™) e menor valor de area foliar
(24,73). Para Roesch et al. (2006), as BPCP se tornam ineficientes quando submetidas a altas doses de N
durante os primeiros estagios de crescimento. No entanto, na auséncia total de adubacéo nitrogenada, como é
0 caso do presente estudo, pode ter estimulado a FBN da atmosfera. Apesar do baixo teor de MO (8,20 g dm’
%) do solo, a inoculacdo combinada das estirpes (Ab-V5 e SmR1) e o isolado Ab-V5 elevaram o teor de N
foliar quando comparado a testemunha, porém nao diferindo significativamente. De fato, o Azospirillum sp.
desempenha papel essencial ha promogéo do crescimento, excretando &cido indolacético (AIA) (BASHAN et
al., 2004), que pode melhorar a absorcdo de nutrientes e elevar a eficiéncia do uso do nutriente disponivel
(HUNGRIA, et al., 2010).

O teor foliar de N ndo foi influenciado significativamente com a variagcdo dos niveis de pH do solo no
presente ensaio (Tabela 4). Porém, tem sido observado respostas diferenciadas entre cultivares de milho
quanto a adubaco nitrogenada por BPCP (HUNGRIA et al., 2010; DARTORA et al., 2013; ARAUJO et al.,
2013;). Aradjo et al. (2013), ao estudarem o acumulo de N foliar em 35 gendtipos de milho em fungéo de
inoculacdo das sementes com H. seropedicae sem adubacdo nitrogenada, verificaram que apenas nove
hibridos obtiveram ganho significativo de N foliar.

Varias pesquisas foram realizadas para compreender a FBN promovida pelas BPCP, no entanto com base
nos resultados deste estudo com as bactérias em pH &cido, é necessario realizar breve ressalva sobre os
endofiticos estudados. O género Herbaspirillum sdo microaerofilicos, que toleram drasticas mudancas no pH
(5,3 — 8,0) e uma concentracdo de oxigénio maior que as espécies de Azospirillum (BALDANI et al., 1986b).
Com excecdo do A. amazonense, as demais espécies do género Azospirillum s&o habeis para crescer em pH
perto do neutro (DOBEREINER et al, 1995). O H. seropedicae, um endofitico obrigatério, foi isolado a
partir de plantas de cana-de-agucar, e com a descoberta dos diazotréfos endofiticos, que colonizam em
namero elevado as raizes, colmos e folhas de cana-de-agucar e outras gramineas, foi alterado o conceito de
associagoes rizosféricas (MARIN et al., 1999). Ddbereiner et al. (1995) presumem que a contribuicdo de
fixacdo de N atmosférico realizada pelo género Herbaspirillum é a associacdo mais eficiente dentre as
endofiticas, especialmente nos tropicos do que nas associagdes rizosféricas.

Nas condigdes do presente estudo a inoculagdo de BPCP ndo forneceram N (Tabela 4), como ocorre com
a adubacdo nitrogenada na cultura de milho (DUETE et al., 2008). Sala et al. (2008) também ndo
encontraram efeito na substituicdo das doses de N, contudo detectaram aumento no acumulado de N na
espiga e incremento parcial da produtividade quando associaram as BPCP & adubacfo nitrogenada. E
importante ressaltar que as condi¢cdes de desenvolvimento da cultura eram atipicas a sua condicdo de
desenvolvimento a campo, podendo haver efeito do vaso de 13 dm® no desenvolvimento das raizes, além da
auséncia de adubacédo nitrogenada. Além disso, 0 baixo teor de matéria organica e a textura média do solo
utilizado, também pode ter promovido perda de nitrogénio (N) por volatilizagdo (CANTARELLA &
MONTEZANO, 2010). O N faz parte de componentes essenciais da célula vegetal sendo considerado o
nutriente mais limitante para atingir elevada produtividade das culturas (TAIZ & ZEIGER, 2006).

Quanto ao teor de P (Tabela 4), foi superior para as plantas cultivadas em pH 4,5 e 5,0. Stamford et al.

(2004) apos o cultivo de feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp) observaram reducdo no pH e aumento no



35

P disponivel quando foi aplicado os biofertilizantes de P com Acidithiobacillus, provavelmente devido a
atuacao do Acidithiobacillus que promoveram producao de cido sulfurico suficiente para solubilizar fosforo
da rocha fosfatada. Walpola & Yoon (2013) no estudo com plantas de feijdo-mungo (Vigna radiata L.) e
bactérias promotoras da solubilizacdo de fosfato no solo, observaram uma correlagdo proporcional a acidez
do solo e populacBes de Pantoea agglomerans e Burkholderia anthina, obtendo-se maior teor de P da parte
aérea e raiz. Neste sentido, ha necessidade de mais pesquisas em relacdo a utilizacdo de BPCP com a
finalidade de solubilizar o P em pH mais acido, disponibilizando-o as raizes.

A concentracdo do teor de K da parte aérea do milho ndo diferiu significativamente para os diferentes pH
do solo e para as bactérias utilizadas (Tabela 4). Campanharo et al. (2010) verificaram que a elevagdo do pH
do solo em associacdo com a FBN em feijoeiro, elevou a disponibilidade de K, provavelmente porque a
aplicagcdo de CaCQOg, possibilitou elevar a absorcdo e desenvolvimento das plantas de feijdo, intensificada
com o crescimento das raizes. Estes resultados sdo semelhantes ao presente estudo, porém ndo diferiram
estatisticamente.

Apesar da inoculacdo das BPCP promoverem diferencas nas variaveis area foliar, indice SPAD e no teor
de N foliar, ndo influenciou de forma significativa as variaveis de trocas gasosas estudadas (Tabela 5). Isso
pode ter ocorrido devido a auséncia total da adubacédo nitrogenada que limitou o desenvolvimento de folhas
fotossinteticamente ativas. Além disso, o teor de N na planta foi baixo, relacionado com o baixo teor matéria
organica no solo 8,20 g dm® sem interferéncia das bactérias promotoras de crescimento vegetal e
consequentemente nas trocas gasosas realizadas pelas plantas, explica a auséncia de efeito no acumulo de
massa de matéria seca. Cerca de 90 % da producdo da massa de matéria seca das plantas provém da
fotossintese; visto que, as maiores producfes de matéria seca obtidas por plantas inoculadas em relagdo as
ndo inoculadas provém da maior atividade fotossintética influenciada pela inoculagdo (DOBBELAERE et
al., 2001) e (BASHAN et al., 2004).

O fator acidez do solo influenciou algumas variaveis no desenvolvimento inicial das plantas de milho,
refletindo no comportamento das trocas gasosas foliares (Tabela 5). A taxa de assimilagéo liquida de CO,
(A), conduténcia estomatica (gs), transpiracédo foliar (E), e relacéo da taxa de fotossintese e transpiracao foliar
(EUA), foram menores no pH de 4,5, diferindo do pH 5,5.

As medidas observadas de A, gs e E foram inferiores as encontradas em estudo com a cultura de milho em
sistema de plantio direto e convencional, aos 36 dias ap6s a emergéncia (LOPES, 2008). As plantas
conduzidas até os 41 dias no presente estudo provavelmente ndo alcancariam elevada produgéo, pois a taxa
de assimilacdo de CO, ja apresentava médias (18,3756 pmol m? s™) inferiores quando comparadas as
condicdes de campo (48 pmol CO, m?s™) (LOPES, 2008).

Os fatores limitantes como a menor disponibilidade de nutrientes proporcionado no pH 4,5 fez com que
as plantas fechassem os estdmatos (gs) como mecanismo de defesa ao estresse, influenciando diretamente na
A e por fim, na diminuicdo da transpiracdo foliar. As medidas de A podem ser explicadas pela gs, pois
guando ocorre o fechamento dos estdmatos, a transpiracdo e entrada de CO, sdo bloqueadas e o fechamento
dos estdmatos pode ter ocorrido pelo estresse causado pela acidez do solo. No Brasil, principalmente em

areas do Cerrado, ocorrem solos com pH acido, abaixo de 5,0, favorecendo a disponibilidade de Al no solo,
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gerando toxidez deste elemento, reducdo no desenvolvimento e crescimento das raizes, consequentemente
diminuicdo da absor¢édo de nutrientes (HARTWIG et al., 2007).

As medidas de E ocorreram proporcionalmente a fotossintese, inferiores no pH 4,5 do solo, fazendo com
gue o EUA também reduzisse, conforme o pH do solo foi reduzido. Em cana-de-agUcar, utilizando inéculo a
partir de um semi-seletivo para Herbaspirillum promoveu a abertura estomatica, tendo como consequéncia
aumento da disponibilidade de CO,, elevando a fotossintese. O uso da bactéria endofitica pode promover o
transporte aparente de elétrons gerando as moléculas energéticas, ATP e NADPH, que sdo usadas na
assimilacdo de carbono (MARCOS, 2012). Porém, assim como encontrado no presente estudo, a fotossintese
ndo teve efeito proporcional a massa de matéria seca das plantas

As BPCP ndo se desenvolveram em pH 4cido do solo a ponto de promover incremento significativo de
massa de matéria seca, porém o N tornou-se mais disponivel as raizes, ou seja, as bactérias promotoras de
crescimento vegetal, principalmente o H. seropedicae foram capazes de facilitar a absor¢do de N em niveis
de pH que apresentam baixa disponibilidade deste nutriente (MALAVOLTA, 1979).

Conclusoes

A associacdo das estirpes Ab-V5 e SmR1 na inoculacdo de sementes de milho hibrido 30F53H,
promoveu médias superiores em area foliar, didmetro do colmo e teor relativo de clorofila, mas ndo
promoveram incremento de massa de matéria seca, mesmo com variagdes do pH do solo;

A inoculacdo de sementes com H. seropedicae promoveu maior teor de N no tecido foliar de plantas de
milho, em condicOes de acidez do solo, sem adubag&o nitrogenada, indicando fixac¢éo bioldgica de N;

A acidez do solo prejudicou as trocas gasosas e a inoculacdo de BPCP via sementes e ndo
proporcionaram aumento da fixacdo de CO, nas plantas de milho.

O milho hibrido 30F53H submetido & inoculagdo de BPCP e pH &cido de um solo médio arenoso sem
adubacdo nitrogenada, apresentou teor de P foliar superior em pH mais acido. Neste sentido, hd necessidade

de estudos em relagdo a solubilizacéo de fésforo e as BPCP.
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Tabela 1. Altura de plantas (ALT) em diferentes épocas do desenvolvimento inicial do milho submetido a

inoculacdo de BPCP associadas a trés niveis de pH do solo. Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2012
ALT — 14 DAS (cm) ALT — 21 DAS (cm) ALT —41 DAS (cm)

pH45 pH50 pH55 X pH45 pH50 pH55 X pH45 pH50 pH55 X

Testemunha 22,79 23,42 21,67 22,62 3417 3389 3046 32,84 56,75 59,87 56,75 57,79

Tratamentos

AZ 22,74 22,75 22,17 2255 32,21 3254 30,25 31,67 56,37 60,12 61,37 59,29
HE 21,62 22,71 22,12 22,15 30,83 3041 3291 31,39 56,75 58,62 55,62 57,00
AZ+HE 22,08 22,08 2254 2223 31,33 32,00 3062 31,32 57,75 60,12 59,12 59,00
X 22,31 22,74 22,12 32,14 32,21 31,06 56,90b 59,69a 58,22ab
F(IN) 0,434™ 1,436™ 1,909™
F (pH) 1,052 1,579" 4325
F (IN) X (pH) 0,768™ 2,042" 1,117
C.V. (%) 5,49 6,43 459
D.M.S (IN) 1,3569 2,2606 2,9562
D.M.S (pH) 1,0660 1,7760 2,3224

Testemunha: Sem inoculacdo; AZ: Inoculagio Azospirillum brasilense; HE: Inoculacdo Herbaspirillum seropedicae;
AZ+HE: Inoculacdo Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae;
™Nao significativo, e~ Significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste Tukey.

Tabela 2. Massa de matéria seca de raiz, colmo, folha e total de plantas de milho submetido a inoculagao de
BPCP associadas a trés niveis de pH do solo, aos 41 DAS. Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2012

MSR MSC MSF MST
Tratamentos pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH
pH45 50 55 X 45 50 55 X 45 50 55 X 45 5,0 pH 5,5 X
Testemunha 3,81 480 464 442 441 418 450 436 421 365 4,00 395 1243 12,63 13,14 12,73
AZ 3,65 496 473 445 388 472 450 437 383 411 405 400 1136 13,80 1329 1282
HE 3,85 509 409 434 449 438 413 433 361 438 356 38 1196 1385 11,78 12,53
AZ+HE 452 464 489 468 432 473 464 440 419 453 429 434 1303 1341 13,83 1342
X 396b  4,87a 459 428 438 444 396 4,17 3,97 12,20 1342 13,01
F (IN) 0,683ns 0,031ns 1,261ns 0,911ns
F (pH) 9,223** 0,381ns 0,513ns 3,203ns
F (IN) x (pH) 1,259ns 1,238ns 0,918ns 1,161ns
C.V. (%) 13,78 12,46 16,14 10,84
D.M.S (IN) 0,6812 0,6008 0,7195 1,5424
D.M.S (pH) 0,5352 0,4720 0,5653 1,2117

MSR: Massa de matéria seca da raiz; MSC: Massa de matéria seca do colmo; MSF: Massa de matéria seca foliar;
MST: Massa de matéria seca total; Testemunha: Sem inoculagdo; AZ: Inoculacdo Azospirillum brasilense; HE:
Inoculacdo Herbaspirillum seropedicae; AZ+HE: Inoculagdo Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae;
"N#o significativo, "e ~ Significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste Tukey.
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Tabela 3. Area foliar, diametro de colmo e teor relativo de clorofila (SPAD) em diferentes folhas de plantas de milho sob diferentes inoculagdes de BPCP associadas
a trés niveis de pH do solo aos 41 DAS. Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2012

Tratamentos Avrea foliar (dm?) Diametro de colmo (cm) SPAD 1 SPAD 2 SPAD 3
pH45 pH50 pH55 X pH45 pH50 pH55 X pH45 pH50 pH55 pH45 pH50 pH55 X pH45 pH50 pH55 X
Testemunha 30,49 24,96 25,68 27,04AB 22,22 21,89 2294 2235B 14,42 1542 16,35 14,15 15,40 1545 15,008 1505 1512 1570  15,29A
AZ 26,99 27,07 26,68 2691AB 20,74 22,50 24,82 22,69AB 14,35 1572 16,65 1530 16,40 16,22  15,97AB 13,22 1457 17,55  1512A
HE 22,42 27,07 2471  24,73B 2329 2355 2512 23,99AB 14,75 1507 17,02 16,27 1592 17,77  16,66AB 15,72 15,90 17,77  16,47A
AZ+HE 32,11 34,17 28,84 31,71A 2381 2281 2594  24,20A 13,82 16,35 18,72 16,37 16,47 19,92  17,59A 1582 16,25 19,75  17,27A
X 28,00 28,32 26,47 22,51b 22,68b 24,71a 14,34c 1589 17,19a 1552b  16,05ab  17,34a 14,96b  15,46b 17,69a
F (IN) 3,023" 3,810 1,039™ 413" 2,99
F (pH) 0,454™ 8,913 18,59 4,02 8,15™
F (IN) x (pH) 0,695™ 1,043™ 1,651™ 0,93™ 0,79™
C.V. (%) 21,20 7,03 8,37 11,44 12,72
D.M.S (IN) 5,0785 1,8110 1,4623 2,0613 2,2545
D.M.S (pH) 6,4645 1,4227 1,1488 1,6194 1,7711

SPAD 1: Indice de clorofila das folhas inferiores; SPAD 2: Indice de clorofila das folhas média SPAD 3: Indice de clorofila das folhas superiores; Testemunha: Sem inoculaco;
AZ: Inoculacdo Azospirillum brasilense; HE: Inoculagdo Herbaspirillum seropedicae; AZ+HE: Inoculagdo Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae;
"Nao significativo, e~ Significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste Tukey.



Tabela 4. Teor de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) no tecido foliar de plantas milho submetido a
inoculacdo de BPCP associadas a trés niveis de pH do solo aos 41 DAS. Unioeste, Marechal Candido Rondon —
PR, 2012

N (g kg™) P (gkg™) K (g kg™)
Tratamentos - o 50 pH55 X pH 45 pH50 pH55 pH45 pH50 pH55
Testemunha 656 7,00 6,78 6,78B 204 210 1,98 2,04 2398 23,16 2448 23,87
AZ 700 68 7,29 7,05AB 224 190 141 1,85 2538 2341 2348 24,09
HE 787 784 7158 T7,77A 218 2,09 1,66 1,98 2514 2402 2507 2474
AZ+HE 853 7,20 641 741AB 223 193 1,88 201 2362 2459 2680 2500
% 749 725 7,01 217a 2,00a 1,73b 24529 23795 24,959
F (IN) 3,532" 0,978"™ 1,644™
F (pH) 1,408™ 9,341" 2,668"™
F (IN) x (pH) 2,147 1,455 2,157"
C.V. (%) 11,01 14,87 5,90
D.M.S (IN) 0,6932 0,2544 1,2515
D.M.S (pH) 0,8824 0,3239 1,5931

Testemunha: Sem inoculagdo; AZ: Inoculagdo Azospirillum brasilense; HE: Inoculagcdo Herbaspirillum seropedicae;
AZ+HE: Inoculacdo Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae;
"Nao significativo, e~ Significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste Tukey.
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Tabela 5. Taxa de assimilacdo de CO,(A), condutancia estomatica (gs), transpiracao foliar (E) e relacdo da taxa de assimilagdo de CO,/transpiracdo foliar (EUA) de
plantas de milho sob diferentes inocula¢des de BPCP associadas a trés niveis de pH do solo aos 41 DAS. Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2012

Tratamentos A (umol CO, m?s™) gs (Mol m-2 s-1) E (mmol H,0 m?s™) EUA (A/E)
pH45 pH50 pH55 pH45 pH50 pH55 pH45 pH50 pH55 pH45 pH50 pH55
Testemunha 15,15 18,86 18,37 17,46 0,07 0,11 0,11 0,10 2,84 4,21 4,17 3,74 4,56 4,73 4,86 4,72
AZ 15,99 18,85 16,41 17,08 0,08 0,10 0,09 0,09 3,22 3,94 3,65 3,60 4,52 4,67 4,96 4,72
HE 17,15 18,06 19,62 18,28 0,10 0,10 0,11 0,10 3,85 3,98 4,14 399 4,74 4,69 4,92 4,78
AZ+HE 15,96 19,38 19,09 18,14 0,09 0,11 0,11 0,10 3,31 4,26 4,07 3,88 4,69 4,62 4,98 4,76
X 16,06 b 1879a 1837a 008b 010a 0,10a 331b 410a 40la 463b 468ab 493a
F (IN) 1,271"™ 1,948"™ 1,733™ 0,136™
F (pH) 11,4777 9,288" 14,877 4,735
F (IN) x (pH) 1,323™ 1,580"™ 1,713™ 0,277™
C.V. (%) 9,77 14,89 11,79 6,30
D.M.S (IN) 1,9143 0,0173 0,4957 0,3482
D.M.S (pH) 1,5039 0,0136 0,3894 0,2735

A: Taxa de assimilacdo de CO,; gs: Condutancia estomatica; E: Transpiracao foliar; EUA: Relacdo da taxa de fotossintese/transpiracdo foliar; Testemunha: Sem inoculagdo; AZ:
Inoculacéo Azospirillum brasilense; HE: Inoculagdo Herbaspirillum seropedicae; AZ+HE: Inoculacdo Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae;
"Nao significativo, e~ Significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste Tukey.
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CAPITULO Il

Populacéo de Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas em diferentes épocas do
desenvolvimento inicial de plantas de milho submetido ao pH &cido do solo e inocula¢Ges com A.

brasilense e H. seropedicae

Population Growth Promoting Bacteria Plant at different times of the early development of maize

plants subjected to acid soil pH and inoculation with A. brasilense and H. seropedicae

Resumo: Estudos voltados ao entendimento dos efeitos do pH do solo sobre a populagdo de bactérias
diazotroficas, no solo e associadas as raizes das plantas, ainda sdo escassos e necessarios. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo verificar a populacdo de bactérias crescidas em meio de cultura NFb
semi-sélido, Lactato e Malato, provenientes de amostras de solo e raizes de plantas de milho conduzidas até
15 e 41 dias apds semeadura, submetidas a inoculagéo por A. brasilense e H. seropedicae, de forma isolada e
associada, combinado com diferentes niveis de acidez de solo, sem adicdo de fertilizante nitrogenado. Foi
utilizado o delineamento em blocos casualizados com esquema fatorial triplo 12 x 2 x 2 e quatro blocos,
totalizando 48 parcelas experimentais. O primeiro resultou de doze combinag®es, utilizando inoculagdes com
A. brasilense e H. seropedicae, de forma isolada e associada e diferentes niveis de pH do solo. O segundo
fator foi formado pelas duas épocas de coletas de amostras, aos 15 e 41 DAS. E o terceiro fator, os meios de
cultura NFb Lactato e Malato utilizado para contagem de UFC. Os inoculantes possuiam solucdo de 10" UFC
mL™. As avaliacdes foram realizadas aos 15 e 41 dias apds semeadura, utilizando 1 g de raiz e 10 g de solo.
Utilizou-se o método do nimero mais provavel para a estimativa UFC de bactérias. A populagdo de bactérias
encontradas no solo e nas raizes de milho, independente da inoculagdo das sementes e pH do solo,
apresentaram valores elevados. A inoculacdo das estirpes de Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae ndo apresentaram preferéncia de coloniza¢do no solo ou nas raizes de plantas de milho. A
populacdo total de bactérias aos 41 dias ap6s a semeadura foi superior aos 15 dias ap6s a semeadura,
apresentando influéncia direta ao tempo em relagéo ao desenvolvimento inicial das plantas de milho hibrido
30F53H. Os diferentes niveis de pH do solo e as bactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas ou
em associacdo, ndo influenciaram na populacdo de coldnias de bactérias detectadas nos meios NFb Lactato e
Malato.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae, diazotréficos, endofiticos,

rizobactérias, acidez do solo, Zea mays L.

Abstract: Studies aimed at understanding the effect of soil pH on the population of diazotrophic bacteria in
soil and associated plant roots, are still scarce and necessary. In this context, the present study aimed to
determine the population of bacteria grown in semi-solid NFb, Lactate and Malate culture from samples of
soil and roots of corn plants led to 15 and 41 days after sowing, submitted to inoculation by A. brasilense and

H. seropedicae so isolated or associated, combined with different levels of soil acidity without nitrogen
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fertilizers. The experimental design was a randomized block with triple factorial scheme 12 x 2 x 2 and four
blocks, totaling 48 experimental plots. The first resulted twelve combinations, using inoculations with A.
brasilense and H. seropedicae, in isolation and associated and different levels of soil pH. The second factor
was formed by the two times of sample collection, at 15 and 41 DAS. And the third factor, the culture media
NFB Lactate and Malate used for CFU counts. Inoculants solution had 10’ CFU mL™. Evaluations were
performed at 15 and 41 days after sowing, using 1 g of root and 10 g of soil. We used the most probable
number method to estimate the CFU of bacteria. The population of bacteria found in soil and roots of maize,
regardless of seed inoculation and soil pH, showed elevated levels. The inoculation with strains of
Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae showed no preference for colonization in the soil or
in the roots of corn plants. The total population of bacteria after 41 days after sowing was higher at 15 days
after sowing, with direct influence to time in relation to the initial development of hybrid maize 30F53H. The
different levels of soil pH and growth promoting bacteria isolated plants or in combination, did not affect the
population of colonies of bacteria detected in the media NFB Lactate and Malate.

Key words: Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae, diazotrophics, endophytics,

rhizobacterias, soil acidity, Zea mays L.

Introducéo

O milho (Zea mays L.) é um dos principais cereais produzidos no mundo. No Brasil, 0 estado do Parana
foi responsavel por mais de 16 milhdes de toneladas de grdos, seguido por Mato Grosso e Goias em 2012
(IBGE, 2013). Este cereal é rico em carboidratos, sendo amplamente utilizado na alimentacdo humana e
animal.

O milho, pertencente a familia das Poaceas apresentam um sistema radicular fasciculado, tendo vantagens
sobre o sistema pivotante das leguminosas para extrair dgua e nutrientes do solo. Neste sentido, a matéria
organica presente no solo pode ser uma fonte amplamente explorada por estas raizes. Neste caso, apesar dos
nutrientes ndo estarem prontamente disponiveis, a matéria organica funciona como armazém de nutrientes no
solo para a planta. Estes nutrientes sdo liberados gradualmente para o uso da cultura, mediado por
microrganismos vivos do solo (MALAVOLTA, 1979).

Bashan & Holguin (1997) relataram que a ocorréncia e a atividade dessas bactérias no solo e na planta,
ressalvando as condicOes de ambiente favoraveis, sdo fortemente influenciadas por estresses fisicos (baixa
umidade e alta temperatura), quimicos (acidez e baixos teores de nutrientes) e bioldgicos (espécie vegetal
ndo hospedeira).

As mudancas do pH da rizosfera e no pH nao rizosférico, sdo dependentes do pH inicial dos solos e da,
fixacdo bioldgica de nitrogénio. (SOUZA et al., 2010). Em solos mais acidos, como é o caso dos solos do
cerrado brasileiro, esta condi¢do pode afetar a microbiota do solo, em especial os microrganismos Bactérias
Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCPs), os quais enfrentam dificuldades de sobrevivéncia,
especialmente pela incapacidade em manter o pH intracelular, a fim de proteger os componentes internos das
células (MACCIO et al., 2002). As BPCPs crescem em uma faixa de pH ideal entre 6,0 e 7,0 (CaCl,), e
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poucas tem crescido satisfatério em pH menor que 5,0 (CaCl,) (GRAHAM et al.,1994; RODRIGUES et al.,
2006; AL et al.,2009).

Segundo Costa & Oliveira (1998) a faixa de pH ideal dos solos para a agricultura é entre 5,5 e 6,5
(CaCl,). Porém, Malavolta (1979) destaca que em condi¢bes dos solos tropicais brasileiros, a situacdo é
contraditoria, apresentando pH menor que 5,5 (CaCl,), baixo teor de nutrientes principalmente nitrogénio (N)
e fasforo (P), textura fisica do solo médio arenoso e consequentemente matéria organica escassa.

A diversidade das BPCPs varia com o tipo de cobertura vegetal, apresentando maior diversidade de
bactérias em areas de mata em relacdo ao cerrado. Em solos do cerrado, por sua vez, GOMES (2009)
verificou uma forte correlacdo da adubacdo nitrogenada com a populacdo das BPCPs, independente de
cultivares de milho que foram testadas.

No entanto, ainda existem poucos estudos sobre o comportamento das BPCPs sob condi¢des limitantes
como a auséncia de adubac¢do nitrogenada, acidez do solo e baixo teor de matéria organica. A quantificagdo
de bactérias promotoras de crescimento de plantas torna-se importante para que se possa comprovar sua
contribuicdo no desenvolvimento de plantas de milho.

Face ao exposto, o0 presente estudo teve como objetivo verificar a populacdo de bactérias crescidas em
meio de cultura NFb semi-sélido, Lactato e Malato, provenientes de amostras de solo e raizes de plantas de
milho conduzidas até 15 e 41 dias ap0s semeadura, submetidas a inoculacdo por A. brasilense e H.
seropedicae, de forma isolada e associada, combinado com diferentes niveis de acidez de solo, sem adi¢ao de

fertilizante nitrogenado.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao na Estacdo de Horticultura e Cultivo Protegido “Prof.
Dr. Mario César Lopes” no municipio de Marechal Candido Rondon/PR, com as coordenadas geograficas de
54° 22> W e 24° 46’ S, e altitude média de 420 m.

O solo utilizado foi classificado como Argissolo Amarelo distréfico coletado no municipio de Ipord/PR
na camada 0-0,20 m de profundidade, com baixa fertilidade e textura fisica médio arenoso (EMBRAPA,
2013). De acordo com o laudo de analise quimica e fisica do solo, obtiveram-se os seguintes resultados: P =
4,21 mg dm™; MO = 8,20 g dm™; pH em CaCl, = 4,52; H+Al = 2,75; AI** = 0,35 cmol. dm™®; K* = 0,60
cmol. dm™; Ca®* = 1,50 cmol, dm™ Mg?* = 0,41 cmol. dm®; CTC = 5,26 cmol, dm™; V% = 47,72; Cu=2,5
mg dm®; Zn = 1,30 mg dm™®; Mn = 11,00 mg dm™®; Fe = 48,40 mg dm™; 201 g kg™ de argila, 106 g kg™ de
silte € 693 g kg™ de areia.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental em blocos ao acaso (DBC) com 12
tratamentos com quatro blocos, totalizando 48 parcelas experimentais em casa de vegetacdo. Sobretudo, a
andlise estatistica foi realizado com os tratamentos arranjados em esquema fatorial triplo 12 x 2 x 2. O
primeiro fator resultou da combinacédo de trés niveis de acidez do solo 4,5; 5,0 e 5,5 pH (CaCl,) com quatro
inoculacdes de sementes: controle (sem inoculagdo); Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5; Herbaspirillum

seropedicae estirpe SmR1 e associagdo das duas estirpes Ab-V5+SmR1 (Al), totalizando 12 niveis a saber:
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pH 4,5+testemunha; pH 4,5+AZ; pH 4,5+HE; pH 45+AZ+HE; pH 5,0+testemunha; pH 5,0+AZ; pH
5,0+HE; pH 5,0+AZ+HE; pH 5,5+testemunha; pH 5,5+AZ; pH 5,5+HE; pH 5,5+AZ+HE. O segundo fator
foi formado por épocas de coletas de amostras (ECA) de solo e raiz de plantas de milho, sendo realizado aos
15 e 41 dias ap6s semeadura (DAS). O terceiro fator constitui-se de dois meios de cultura, NFb Lactato e
Malato (MC).

Para obter a corre¢éo de acidez do solo e a determinacdo das combinagdes com pH (CaCl,) do solo 4,5;
5,0 e 5,5 foi realizada uma curva de incubacdo do solo para a neutralizagéo de 0, 30, 60, 90 e 120% da acidez
potencial utilizando calcério dolomitico com PRNT de 79,78%. Amostras de 0,250 dm® de solos foram
incubadas em sacos plasticos, por 21 dias, com teor de umidade de 80% da capacidade de campo. Apds esse
periodo foi aferido o pH e obtido os seguintes valores: pH;= 4,39, pH,= 5,75, pHs= 6,90, pH,= 7,51, pHs=
7,66. Assim, as combinagdes de pH (CaCl,) do solo 4,5; 5,0 e 5,5, foram obtidos através da equacdo: pH =
4779 + 3,706Ca - 1,162Ca® determinando as doses 0, 0,789 e 2,705 g de calcario por vaso,
respectivamente.

Em relacdo as estirpes de A. brasilense e H. seropedicae, estas foram fornecidas pelo laboratério de
Bioquimica e Biologia molecular da UFPR de Curitiba. Foi utilizado o volume da solugdo inoculadora de 4
mL para 1000 sementes, tendo a solugdo 10” unidades formadoras de coldnias mL™ (UFC mL™).

A inoculacéo foi realizada em sacos plasticos devidamente esterilizados com 1000 sementes do hibrido de
milho 30F53H Pioneer® dentro de uma camara de fluxo laminar, apés ser submetida a 30 min de lampada
germicida UV com o intuito da redugdo do numero de microrganismos nas superficies e no ar. Com o intuito
de n&o ocorrer interferéncia na embebicao das sementes em diferentes volumes de inoculacéo, foi mantido o
mesmo volume do liquido de inoculante para cada tratamento. Neste caso, ao tratamento controle, sem
inoculacéo, foi adicionada uma dose de 4 mL de &gua destilada. Na associacdo das duas estirpes foi utilizado
2 mL de cada inoculante das estirpes Ab-V5 e SmR1, mantendo a mesma densidade de bactérias comparada
aos tratamentos isolados com Ab-V5 e SmR1. Com isso padronizou-se 4 mL de solucdo liquida para todos
0s tratamentos de sementes.

As sementes do milho hibrido 30F53H Pionner®, apés serem tratadas e homogeneizadas em sacos
plasticos, foram mantidas em repouso por 12 horas a sombra e temperatura ambiente de 25°C. Em seguida,
foram semeadas seis sementes em vasos de 13 dm® com solo, sendo desbastado o excesso de plantulas, trés
dias ap6s a germinacao, mantendo trés plantas por vaso, ou seja, para cada parcela experimental em casa de
vegetacao.

Durante a conducdo do experimento optou-se por ndo adicionar adubo nitrogenado, afim de simular
condi¢des naturais de solos tipicamente encontrados no Cerrado brasileiro. Porém, foi adicionado 300 mg
dm? de P, 100 mg dm™ de K e 40 mg dm™ de S (ALVAREZ, 1974), afim de nio comprometer
completamente o desenvolvimento das plantas de milho no vaso.

Aos 15 e 45 DAS, foram coletadas amostras de raizes das plantas e do solo do vaso. As raizes foram
lavadas em agua corrente e cortadas em fragdes de aproximadamente 10 cm. Destas fragdes, foi utilizada 1 g

para a maceracdo em 9 mL de solugéo salina, sendo estas diluidas de forma seriada de 102 a 10, utilizando-
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se a mesma solugdo salina. Quanto as amostras de solo, utilizou-se 10 g, que foram suspendidas em 90 mL
de solucdo salina. Em seguida, procedeu-se a diluicdo seriada, como no caso das amostras de raizes.

Para a estimativa da populacdo de bactérias, empregou-se a metodologia de estimativa da através de
tabelas do numero mais provavel (NMP), descrita por Débereiner et al. (1995). Para a contagem das BPCPs,
aliquotas de 0,1 mL das suspensdes entre 102 e 107, foram inoculadas em frascos de vidro com 5 mL,
contendo meios de cultura semi-solidos, NFb Malato, considerado seletivo para Herbaspirillum seropedicae,
e, NFb Lactato, considerado seletivo para Azospirillum brasilense. Os frascos tiveram triplicatas para os seis
niveis de diluicdo, as 48 fracdes das amostras de raizes e de solo, o que totalizou 864 frascos para ambas
fraces (raiz e solo). Estas amostras foram incubadas em estufa a 30°C, por um periodo de sete dias.

As amostras submetidas a sete dias em camara incubadora tipo BOD a 30°C, foram retiradas da camara e
imediatamente realizada a contagem dos frascos negativos e positivos, sendo considerados os frascos com
crescimento positivo aqueles que apresentavam a pelicula caracteristica de crescimento de bactérias em
condicdo microaerofilica. Assim, determinou-se 0 numero mais provavel de bactérias com auxilio das tabelas
de McCrady descrita por Dobereiner et al. (1995), estimando a UFC de bactérias nas amostras de raizes de
milho e solo do vaso onde procedeu-se o cultivo.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e quando houve efeito
significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%, com o auxilio do software
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010).

Resultados e Discussao

Na tabela 1, evidencia-se que ndo houve interacdo tripla entre os fatores em estudo: combinacdes de
inoculacdo de bactérias e niveis de acidez do solo (Al), épocas de coleta de amostras (ECA) e meios de
cultura NFb (MC), para a populacdo de bactérias, expressa em unidades formadoras de col6nias (UFC),
provenientes de amostras de raizes de milho e de solo do vaso onde estes foram cultivados.

Houve interacdo dupla significativa entre os fatores Al e ECA apenas para as populacbes de bactérias
provenientes das amostras de solo. Quanto a interacdo entre ECA e MC, esta foi significativa para as
populacdes de bactérias das amostras de raizes e solo. A interacdo entre os fatores Al e MC ndo foi
significativa para as duas varidveis em questdo (Tabela 1).

As BPCPs foram detectadas em todas as amostras de solo e raizes de milho coletadas, referentes aos trés
fatores em questdo Al, ECA e MC (Figuras 1 a 5). A média geral das populacGes de bactérias diazotroficas
foi de 1,1 x 10’ (log 7,06) para amostras de raizes de milho e 2 x 10’ (log 7,31) para amostras de solo
provenientes dos vasos onde o milho foi cultivado. Vale destacar que, mesmo nos tratamentos controle, onde
ndo se inoculou as sementes com bactérias diazotroficas, estes apresentaram populacfes de bactérias em
elevados valores e estatisticamente semelhantes aos tratamentos onde as sementes foram inoculadas.
Segundo Baldani, (1996), em sistemas com solo, o tratamento controle, ndo-inoculado, apresentam bactérias

diazotroficas naturais que atingem populagfes semelhantes as observadas nos tratamentos inoculados. A
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presenca das bactérias diazotroficas associadas a planta ndo significa, necessariamente, que a mesma seja
beneficiada por quantidades significativas de N, proveniente da FBN (BODDEY et al., 1995).

De acordo com Viana, (2012), o crescimento de isolados bacterianos, nos meios semi-especificos
utilizados (NFb Lactato e NFb Malato), ndo implica, que os isolados obtidos neste estudo sejam apenas dos
géneros Azospirillum e Herbaspirillum, o que torna necessario que estes isolados também sejam
caracterizados quanto as suas caracteristicas fenotipicas, fisiologicas e genéticas, para confirmagdo das
espécies.

Observa-se na tabela 1, que as populagfes de bactérias diazotréficas provenientes de amostras coletas aos
41 DAS foram superiores estatisticamente, tanto para o solo, quanto para as raizes de plantas de milho (log
6,89 e log 6,25, respectivamente), quando comparadas as populagfes provenientes de amostras coletadas aos
15 DAS (log 4,99 e log 5,61, respectivamente). Quando se compara as populacfes de bactérias em relacdo ao
meio de cultura em que as amostras foram crescidas, verifica-se que no meio NFb Malato (seletivo para H.
seropedicae) a populacdo de bactérias diazotréficas em amostras de solo foi superior estatisticamente quando
comparada ao meio NFb Lactato (seletivo para A. brasilense). No caso das amostras provenientes das raizes
das plantas de milho, ndo houve diferenga significativa entre as populagdes de bactérias.

Ainda na tabela 1, é possivel constatar que a populagdo de bactérias diazotroficas em amostras de solo e
raizes de milho ndo sofreram influéncia significativa do pH do solo de cultivo e da inoculacdo de estirpes de
bactérias de A. brasilense e H. seropedicae, bem como da combinacéo das duas estirpes.

Observa-se na figura 1, a populacéo de bactérias provenientes de amostras de raizes de milho, coletadas
aos 15 e 41 DAS foram estatisticamente semelhantes, tanto para o contraste entre as épocas de coletas,
quanto ao contraste entre as combinacGes de niveis de acidez do solo e inoculacdo de sementes. Contudo,
vale destacar que houve uma tendéncia de superioridade para a populagdo proveniente da coleta aos 41 DAS,
com excegdo da testemunha, ndo inoculado. Entretanto, tal resultado evidencia que a inoculacdo das
sementes com as diferentes estirpes e os diferentes niveis de pH do solo ndo afetaram a populacdo de
bactérias presentes nas raizes de milho entre as duas épocas de avaliacdo. Dobereiner & Pedrosa (1987)
relatam que as condicGes ideais de pH para o crescimento de A. brasilense esta entre 6,0 e 7,8 e para H.
seropedicae o pH ideal para seu crescimento é variavel entre 5,3 a 8,0.

Quando se estuda a interacdo entre épocas de coletas de amostras (ECA) e o fator combinacdo de niveis
de acidez com inoculacdo de sementes (Al), constata-se efeito significativo sobre a populacdo total de
bactérias diazotréficas encontradas no solo (Figura 2). A populacdo de bactérias diazotroficas no solo de
cultivo do milho, encontradas aos 15 DAS distinguiu-se em dois grupos distintos, sendo o grupo formado
pelos tratamentos testemunha, nos niveis de pH 5,0 e 5,5; inoculacdo de sementes com Ab-V5, nos niveis pH
4,5 e 5,0; inoculacdo de sementes com SmR1, no pH 5,5 e a combinagdo de Ab-V5+SmR1 no pH 5,5; sendo
este grupo superior ao segundo grupo (controle, pH 4,5; inoculacdo de sementes com Ab-V5, pH 5,5;
inoculacdo de sementes com SmR1, nos niveis de pH 4,5 e 5,0; e a combinacdo de Ab-V5+SmR1 nos niveis
de pH 4,5 e 5,0. Quando se compara as populacGes de bactérias diazotroficas dentro da coleta realizada aos

41 DAS, verifica-se que ndo foi observada diferenca significativa para os 12 niveis do fator Al. Vale ainda



o1

destacar que para todas os niveis dentro do fator Al, as populacGes de bactérias diazotroficas encontradas no
solo foram superiores as populacBes provenientes de coletas realizadas aos 15 DAS. Neal Junior et al. (1970)
e Chanway et al. (1988), relatam que a diversidade da populagdo de diazotroficos é afetada pela quantidade e
composic¢do dos materiais organicos excretados pelas raizes das plantas, as quais variam durante o ciclo de
desenvolvimento de diferentes cultivares, o que poderia explicar a maior populacéo observada aos 41 DAS.

Bevivino et al. (1998), observaram que a populagdo rizosférica de Burkholderia cepacia foi elevada no
inicio do ciclo das plantas de milho, decresceu apds o estadio vegetativo e tornou a aumentar quando a
maturacao da planta estava completa. Estes autores sugerem que seria mais vantajoso isolar bactérias para a
utilizacdo como inoculantes em milho nos estadios finais de desenvolvimento das plantas, pois 0s genotipos
bacterianos seriam mais bem adaptados, ja que estes foram capazes de colonizar e sobreviver até o final do
ciclo de desenvolvimento das plantas.

Nas figuras 3 e 4 sdo apresentados resultados relativos a populacéo de bactérias provenientes de amostras
de raizes de plantas de milho e de amostras de solo onde as plantas foram cultivadas, respectivamente.
Comparando as médias dentro da interacdo entre os fatores Al e MC, ndo sdo constatadas diferencas
significativas pelo teste de Scott-Knott. Com isso, mesmo que o meio NFb Lactato, seja considerado
seletivos as estirpes de A. brasilense e 0 meio NFb Malato seja considerado seletivo as estirpes de H.
seropedicae, esta preferéncia de crescimento das estirpes ndo foi verificada nestas condicdes, podendo estas
respostas terem sofrido influéncia dos niveis de pH &cido do solo em questdo. O mesmo pode ser relatado
quando se considera o tipo de associagdo, sendo a estirpes de A. brasilense Ab-V5, considerada endofitico
facultativo e a estirpe de H. seropedicae SmR1, considerada endofitico obrigatério. Neste estudo,
independente de serem amostras provenientes de raizes de milho ou de solo onde estas plantas foram
culitivadas, ndo é evidente 0 maior crescimento de uma ou outra estirpe em funcdo da origem das amostras.
Em trabalho desenvolvido por Brasil et al. (2005) estes encontram em braquiaria, capim carona e capim
mimoso maior nimero de bactérias diazotréficas nas raizes quando comparado no solo ou parte aérea.

Apesar de ndo apresentarem diferencas, os tratamentos com a inoculagdo das sementes com estirpe de A.
brasilense de uma forma geral apresentaram maiores valores na populacao de bactérias em raiz no meio NFb
Lactato, uma vez que esse meio é considerado seletivo para esse género (Figura 3). Baldani et al. (1997),
consideram bactérias do género Azospirillum como diazotréfica facultativas, capazes de colonizar plantas
ndo leguminosas internamente e na regido da rizosfera.

Houve interacdo significativa na populacdo média de bactérias entre os fatores época de coleta (ECA) e
MC, tanto para a populacdo de bactérias mensuradas nas raizes de milho quanto em amostras de solo (Figura
5). Observa-se que para a populacdo presente nas raizes de milho, apenas houve diferenca significativa em
relacdo ao meio de cultura NFb Malato, onde aos 41 dias apds a semeadura apresentou maior valor. Em
relacdo a populacgéo de bactérias encontradas nas duas épocas de coleta e cultivadas em dois meios de cultura
NFb diferentes, apenas para a primeira coleta que apresentou diferenca, sendo que o meio de cultura NFb
Malato apresentou menor populacdo de bactérias nas raizes. J& para a populacdo de bactérias presentes no

solo, para os dois meios de cultura as populagbes foram maiores aos 41 dias apds a semeadura. Para a
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populacdo encontrada em relacdo a DECA, na segunda época o meio de cultura NFb Malato apresentou
maior crescimento de bactérias em amostras provenientes do solo onde o molho foi cultivado.

Segundo Catellan & Vidor (1990), a proliferagdo dos microrganismos é limitada pelo pH, rigueza mineral
do solo, matéria organica, temperatura e umidade. Além disso, a acidez prejudica ndo apenas a sobrevivéncia
das bactérias, como afeta também a simbiose, a qual é mais sensivel ao estresse nutricional do que ao
rendimento das plantas recebendo nitrogénio mineral (MUNNS & FRANCO, 1982).

Diversos fatores podem influenciar na contagem de bactérias diazotroficas ou promotoras de crescimento
de plantas. Sendo que no presente estudo o principal fator que contribuiu a populacéo destes microrganismos
foi a época de desenvolvimento da cultura do milho. As plantas de milho quando submetido a condices de
estresse como o pH &cido do solo e deficiéncia de nitrogénio, o fator tempo de desenvolvimento (ECA) do
milho, demonstrou importancia para a maior proliferacdo de nimeros de col6nias independente da estirpe
utilizada. Este resultado indica maiores chances de contribuicdes das bactérias no sentido de que quanto
maior nimero UFC de bactérias, maior sera sua influéncia sobre a cultura do milho, principalmente até no
final da fase vegetativa (BEVIVINO et al., 1998).

Apesar das bactérias do género Herbaspirillum serem consideradas endofiticas obrigatérias, que
colonizam o interior de raizes ou outros 6rgao das plantas, foi observado maior nimero de UFC de bactérias
no solo, quando realizado a contagem em meio NFb de Malato considerado seletivo ao H. seropedicae.
Mesmo considerando o fato do baixo teor de matéria organica do solo em questdo, o que poderia indicar
menor interferéncia de outros microrganismos, mesmo assim, pode-se considerar que houve interferéncia de
outras bactérias também seletivas a este meio de cultura NFb, inclusive no tratamento testemunha sem

inoculagéo por bactérias.

Conclusoes

A populacdo de bactérias encontradas no solo e nas raizes de milho foi elevada, independente da
inoculacdo das sementes e pH do solo;

Nas condi¢Bes do presente estudo, a inoculacdo das estirpes de Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae ndo apresentaram preferéncia de colonizacdo no solo ou nas raizes de plantas de milho quando
submetidas ao pH acido do solo desprovido da adubacdo nitrogenada;

A populacdo total de bactérias aos 41 dias apds a semeadura foi superior aos 15 dias ap6s a semeadura,
apresentando influéncia direta do tempo em relacdo ao desenvolvimento inicial das plantas do hibrido de
milho 30F53H.

Os diferentes niveis de pH do solo e as bactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas ou em
associagdo, ndo influenciaram na populacdo de coldnias de bactérias detectadas nos meios NFb Malato e
NFb Lactato.
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Tabela 1. Populacdo de bactérias diazotréficas, crescidas em meios de cultura NFb Lactato e Malato,
provenientes de coletas de solo e raizes de plantas de milho, realizadas aos 15 e 41 dias ap6s semeadura, em
funcéo da inoculacdo de sementes com estirpes de A. brasilense (Ab-V5) e H. seropedicae (SmR1) e niveis
de pH do solo. Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2012

L UFC bactérias no Solo UFC bactérias na Raiz
Fonte de variagéo - - :
Log do Nimero Mais Provavel 10 g™ solo Log do Numero Mais Provavel g™ raiz
Epocas de Coleta de Amostras (ECA)
15 dias ap6s semeadura 4,99 b 561 b
41 dias apds semeadura 6,89 a 6,25 a
Meios de Cultura (MC)
NFb Lactato (seletivo a A. brasilense) 568 b 6,07 a
NFb Malato (seletivo a H. seropedicae) 6,21 a 579 a
Combinac6es entre inoculacGes de A. brasilense e H. seropedicae, e niveis de pH do solo (Al)
pH4,5 Testemunha 5,69 a 552 a
pH45 AZ 6,12 a 594 a
pH45 HE 587 a 6,44 a
pH4,5 AZ+HE 587 a 6,37 a
pH5,0  Testemunha 6,06 a 5,69 a
pH50 AZ 6,31 a 6,00 a
pH50 HE 556 a 569 a
pH50 AZ+HE 6,06 a 562 a
pH55  Testemunha 5,62 a 594 a
pH55 AZ 6,12 a 5,69 a
pH55 HE 6,12 a 6,50 a
pH55 AZ+HE 585 a 575 a
Valor de F
ECA 228,01** 15,06**
MC 17,71** 2,95™
Al 1,21™ 1,38™
Al X ECA 3,07** 0,75"™
Al X MC 1,22™ 0,59™
ECA X MC 13,79** 3,89*
Al X ECA X MC 1,19™ 0,86"™
CV. 5010 (%) 14,72
CV. raiz (%) 19,12

* g **: significativos em nivel de 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F. ™ ndo significativo em nivel de 5% pelo teste F. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.
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Figura 1. Valores médios do logaritmo do nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas por g raiz
fresca de milho, em funcdo da época de coleta das amostras (ECA) e das combinagdes entre inoculagdes de
A. brasilense e H. seropedicae, e niveis de pH do solo (Al), considerando as médias de dois meios de cultura

(NFb Lactato e NFb Malato), de acordo com a tabela de McCrady. Médias semelhantes para Al dentro de ECA e entre
ECA dentro de cada Al, ndo diferindo pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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Figura 2. Valores médios do logaritmo do nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas por 10g
solo, em fungdo da época de coleta das amostras (ECA) e das combinagfes entre inoculagfes de A.
brasilense e H. seropedicae, e niveis de pH do solo (Al), considerando as médias de dois meios de cultura

(NFb Lactato e NFb Malato), de acordo com a tabela de McCrady. Médias seguidas da mesma letra mintscula
comparando os Al dentro de cada ECA e maitsculas comparando ECA dentro de cada Al, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5%.
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Figura 3. Valores médios do logaritmo do nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas por g raiz
fresca de milho, em funcdo de dois meios de cultura (MC) e das combinagdes entre inoculagdes de A.
brasilense e H. seropedicae, e niveis de pH do solo (Al), considerando as médias de duas épocas de coletas

(15 e 41 DAS), de acordo com a tabela de McCrady. Médias semelhantes para os Al dentro de MC e entre os MC dentro
de cada Al, ndo diferindo pelo teste de Scott-Knott a 5%.

7 @ Meio NFb Lactato mMeio NFb Malato
6 -
)
-
[=11]
% 59
=
T 5
238 47
=71
v O
<2 3
o
-
2D 21
[=]
—
1 -
O T T T T T T T T T T T
o) ) & ko) Q QO Q ko) e o) “
Do W - e o 5 Y &y 3 ok 5
R R R R RN R
@ el N ~ il o N ~ & el N N
& o & & & 2 & & & o~ & &
S ¥ & & & ¥ ¢ F & ¥ ¢
& 47 & A & &
< v v S
had had bt

Figura 4. Valores médios do logaritmo do nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas por 10g
solo seco, em funcéo de dois meios de cultura (MC) e das combinacdes entre inoculacfes de A. brasilense e
H. seropedicae, e niveis de pH do solo (Al), considerando as médias de duas épocas de coletas (15 e 41

DAS), de acordo com a tabela de McCrady. Médias semelhantes para os Al dentro de MC e entre MC dentro de cada Al,
ndo diferindo pelo teste de Scott-Knott a 5%.



60

8 1 ONFb Lactato BNFb Malato
e 5]
[=]
S o] "
o3 bB
&85 ba b
o b=
LN
2E 49
L

<]

S g 3
C= 3
s 2
2
= 1

0

15 DAS 41 DAS 15 DAS 41 DAS
Raiz Solo

Figura 5. Valores médios do logaritmo do nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas por 10g
de solo seco e 1 g raiz fresca de milho, em funcdo da época de coleta das amostras (ECA) e de dois meios de
cultura (MC), considerando as médias das 12 combinagfes entre inoculagcbes de A. brasilense e H.

seropedicae, e niveis de pH do solo (Al), de acordo com a tabela de McCrady. Médias seguidas da mesma letra
mindsculas comparando MC dentro de ECA e maitsculas comparando ECA dentro de MC, néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5%.



