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RESUMO

O elemento fosforo € o nutriente mais limitante nos solos brasileiros dada a sua baixa
eficiéncia de uso e grande adsorg¢ao. Deste modo, estratégias como o uso de bactérias
promotoras de crescimento e solubilizadoras de nutrientes capazes de aumentar a
eficiéncia de uso podem ser a longo prazo a unica alternativa viavel para manter a
capacidade produtiva dos solos. Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito das bactérias com potencial solubilizador de P (Azospirillum,
Pseudomonas e Bacillus aryabhattai e Pseudomonas + Bacillus aryabhattai) em solos
com baixo (2 mg dm?3) e alto teor de fosforo (32 mg dm3). A massa seca da parte aérea
e sistema radicular das plantas de milho apresentaram-se superioridade no solo com
alto teor de fosforo em relacido ao solo com baixo teor de fosforo. Nao houve diferenca
para massa seca da parte area das plantas de milho entre o tratamento controle e as
bactérias promotoras de crescimento no solo com baixo teor de fésforo. No entanto,
para a massa seca de raiz, o azospirillum foi superior ao tratamento controle nas
condicbes de solo com baixo teor de fésforo. O uso das bactérias promotoras de
crescimento Azospirillum, Pseudomonas e Bacillus aryabhattai apresentaram maior
massa seca da parte area das plantas de milho em relagdo ao tratamento com
Pseudomonas + Bacillus aryabhattai, que nao diferiu do tratamento controle no solo
com alto teor de fésforo. No solo com baixo teor de fosforo, todos os tratamentos foram
iguais, porém, todos apresentaram menor massa seca em relagao aos tratamentos
com alto teor de fosforo. O uso conjunto de Pseudomonas + Bacillus aryabhattai
apresentou massa seca de raiz inferior ao tratamento isolado com azzospirillum no
solo com baixo teor de fésforo. Todos os tratamentos no solo com alto teor de fésforo
apresentaram maior massa radicular que os tratamentos no solo com baixo fosforo.

Palavras-chave: Azospirillum sp.; Pseudomonas; Bacillus aryabhattai; massa seca de
raiz; parte aérea do milho.



ABSTRACT

Phosphorus is the most limiting nutrient in Brazilian soils given its low efficiency of use
and high soil adsorption. Thus, strategies such as the use of growth-promoting and
nutrient-solubilizing bacteria capable of increasing soil efficiency of use may be the
only viable alternative for maintaining the productive capacity of soils in the long term.
In this context, this work aimed to evaluate the effect of bacteria with P solubilizing
potential (Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus aryabhattai and Pseudomonas +
Bacillus aryabhattai) in soils with low (2 mg dm?3) and high phosphorus content (32 mg
dm?3). Dry mass of the aerial part and root system of the corn plants showed superiority
in the soil with high phosphorus content in relation to the soil with low phosphorus
content. There was no difference for dry mass of the aerial part of the corn plants
between the control treatment and the growth-promoting bacteria in the soil with low
phosphorus content. However, for root dry mass, azospirillum showed superior values
than the control treatment in soil with low phosphorus content. The use of growth-
promoting bacteria Azospirillum, Pseudomonas and Bacillus aryabhattai showed a
higher dry mass of the aerial part of the corn plants in relation to the treatment with
Pseudomonas + Bacillus aryabhattai, which did not differ from the control treatment in
the soil with high phosphorus content. In the soil with low phosphorus content, all
treatments were similar, however, all showed lower dry mass wheight in relation to
treatments with high soil phosphorus content. The combined use of Pseudomonas +
Bacillus aryabhattai showed lower root dry mass than the isolated treatment with
azzospirillum in soil with low phosphorus content. All treatments in the high phosphorus
soil showed greater root mass than the treatments in the low phosphorus soil.

Keywords: Azospirillum sp.; Pseudomonas; Bacillus aryabhattai; maize root; shoot
dry mass.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) é o terceiro cereal mais produzido no Brasil, chegando a
125,8 milhdes de toneladas na safra 2022/23, tendo um aumento médio de 11,2% em
relacdo a safra anterior (CONAB, 2022). O cultivo do milho no Brasil é difundido em
todo o territorio nacional, sendo de grande importancia entre as atividades agricolas.
Ele é produzido em diversos sistemas de produgéo, niveis tecnolégicos e pode ser
destinado tanto para a alimentagdo humana quanto para nutricdo animal em geral
(EMBRAPA, 2012).

Devido a necessidade de incremento na produtividade agricola, o suprimento
das necessidades nutricionais na cultura do milho, se tornou fator importante e
primordial na pesquisa. De acordo com Oliveira et al. (2015), a baixa disponibilidade
natural de fosforo (P) em solos das regides tropicais é consequéncia dos baixos teores
do elemento na forma disponivel as plantas e também pela fixacdo deste em reacdes
com particulas do solo. Sendo assim, o problema com a disponibilidade natural de P
a cultura representa um aumento nos custos de producéao pelo fato de que os sistemas
de cultivos exigem frequentes aplicagbes em quantidades relativamente elevadas de

fésforo para garantir a produtividade das culturas.

Os trabalhos presentes na literatura mostram um efeito positivo decorrente da
aplicacao de solubilizadores (FERREIRA et al., 2016; LAUTHARTE et al., 2022). Os
incrementos s&o observados na produgao do gréo como também aumento nos teores
totais de P total P remanescente (HEINSCH, 2021). Beneficios como melhora nas
condicbes referentes a sobrevivéncia e desenvolvimento da microbiota do solo,
modificagdes na morfologia do sistema radicular aumentando a absor¢do de
nutrientes com baixa mobilidade também s&o relatadas (NOVAKOWISKI et al., 2001;
VORPAGEL, 2010).

Deste modo, a utilizagao de microrganismos capazes de solubilizar P presente
em formas complexadas torna-se uma alternativa capaz de aumentar a eficiéncia de
ulitiizagao de fertilizantes fosfatados. Neste ambito as bactérias possuem uma alta
eficiéncia no processo de solubilizacdo e mineralizagdo de P, transformando em

formas absorviveis pela planta.



Essa tecnologia apresenta um baixo custo em sua elaboragdo e baixos
impactos ambientais relatados na literatura (KALAYU, 2019; OLIVEIRA et al., 2020).
Contudo, em decorréncia da dinamica do P nos solos, o efeito de complexacao deste
elemento sobre a adubacido fosfatada e seu fornecimento adequado as culturas
empregadas nas lavouras (GONCALVES, 2018), associado ao surgimento de novos
produtos comerciais com este viés reforca a necessidade de estudos aprofundados

sobre sobre a utilizagdo de microrganismos solubilizadores de P na cultura do milho.



2 JUSTIFICATIVA

Com a crescente demanda na criagdo de novos bioinsumos visando a elevagao
nos indices produtivos das lavouras nacionais, € de extrema importancia a
comprovagao, por meios cientifico, a real agdo destes produtos. Ainda que a literatura
mencione o0s beneficios e seus efeitos positivos para uma agricultura mais
sustentavel, ha extensas lacunas nas informagdes sobre o assunto (DA SILVA et al.,
2022).

Neste ambito, presente nos bioinsumos responsaveis pela solubilizagdo de formas
de P insoluvel, as bactérias, necessitam de especificidades para que sua atividade
seja realmente efetiva. Caracteristicas como o ambiente, pH do solo, concentragbes
de macro e micronutrientes, doses e aplicagdes dos bioinsumos bem como sua
interacdo com microrganismos ja presentes sao fatores que devem ser estudados
(MARTIN et al., 2022).

O P na agricultura € um elemento essencial no desenvolvimento fisiolégico das
plantas, pois atua diretamente no armazenamento e nos processos bioquimicos de
transferéncia de energia desde a fotossintese até a armazenagem de agucares. Assim
sua disponibilidade nos solos agricultaveis é considerado como fator limitante a
producao agricola (PELEJA et al., 2020)

A dindmica deste elemento no solo € uma questédo relevante que demanda
atencao, uma vez que o mesmo tende a precipitar com o aluminio (Al-P), ou mesmo
o Ca, formando uma ampla gama de tipos de fosfatos. Ademais, pode sofrer o
processo de adsorcgao (fixado) as argilas de 6xidos e hidroxidos de Fe e Al (CATANI
et al., 1968; RESENDE et al., 2007).

Deste modo, as bactérias e suas interagdes a nivel de rizosfera podem representar
um importante mecanismo de aumento na eficiéncia do uso de nutrientes. Estes
microrganismos atuam diretamente na ciclagem de fosforo nos mais diversos tipos de
solo, contudo esta agao esta diretamente ligada ao estado nutricional do solo em

especial a presenca de P e suas formas. (OWEN et al., 2015).

Desta maneira, solos com diferentes caracteristicas relacionadas a granulometria,
textura e presenca prévia de P podem apresentar respostas distintas a aplicagao de
solubilizadores de P. Este fato deve-se a resposta fisioldgica das bactérias frente a
estas condi¢des impostas (SAMPAIO et al., 2022).



Os inoculantes comercializados contendo essas bactérias estdo presentes em boa
parte do territério nacional, aumentando a rentabilidades das lavouras para os
produtores, sendo também uma fonte de iniciativas para a preservagao ambiental.
Esta classe de produtos ndo apresenta disturbios a diversidade microbiolégica do
solo, sendo aplicados no sulco de plantio ou mesmo no tratamento de sementes
(OLIVEIRA et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a acao das bactérias Azzospirillum sp., Pseudomonas fluorescens ,
Bacillus aryabhattai e Bacillus aryabhattai associado com Pseudomonas fluorescens

como solubilizadoras de P em solos com diferentes teores fésforo.

3.2  Objetivos especificos

- Analisar os efeitos sobre o acumulo de matéria verde e seca da parte aérea de
plantas de milho inoculadas com bactérias solubilizadoras de P em solos com
diferentes caracteristicas.

- Analisar os efeitos sobre o acumulo de matéria verde e seca do sistema radicular
de plantas de milho inoculadas com bactérias solubilizadoras de P em solos com

diferentes caracteristicas.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Fésforo nas plantas

O P é um dos principais nutrientes, estando presente em diversos processos
metabdlicos como fotossintese, respiragao, transferéncias de genes e processos que
envolvem transferéncia de energia, além de atuar no processo de sintese de
macromoléculas e absorc¢do ativa de nutrientes interagindo com outros elementos,
afetando a sua disponibilidade no solo e na nutricdo vegetal (BULL et al., 2004;
BARBOSA et al., 2015). No metabolismo, o fdsforo esta relacionado ao
estabelecimento e desenvolvimento das plantas, estimulando a germinacéo,
melhorando o sistema radicular, especialmente das raizes secundarias que tém

funcao de absorcao de agua e nutrientes.

As plantas bem nutridas em P resistem melhor a doencgas, baixas temperaturas
e déficit hidrico (PENATTI, 2013). Os teores de P nas plantas variam de 0,5 a 3,0 g
kg de matéria seca, considerando os teores entre 1,0 e 1,5 g kg~' como adequados
para o crescimento normal das plantas (DECHEN; NACHTIGALL, 2006).

A deficiéncia de P na planta pode ser observada por um leve arrouxeamento
das extremidades e na nervura central das folhas, as plantas apresentam porte
reduzido, exatamente por esse elemento estar associado a funcado estrutural, ao
processo de transferéncia e de armazenamento de energia, afetando plantas com
caules finos, folhas pequenas e crescimento lateral limitado (SICHOCKI et al., 2014).
Como o P se move rapidamente dos tecidos mais velhos para os mais jovens, a

deficiéncia aparece primeiro nas partes baixas da planta (folhas velhas).

O P caracteriza-se como um dos macronutrientes exigido em menor quantidade
pelas plantas, entretanto, € um dos nutrientes mais usados para a adubacgao. Este fato
ocorre devido a caréncia de fosforo nos solos brasileiros, pois este elemento
apresenta forte interagdo com o solo, sofrendo intensa fixacdo (SCHUMACHER,;
CECONI; SANTANA, 2004).

Para o milho, embora as exigéncias de P sejam bem menores em relagdo ao

nitrogénio (N) e potassio (K), as doses recomendadas s&o altas, em fungado da baixa
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eficiéncia. Somente cerca de 20 a 30% do P aplicado como forma de adubagdo em
21 solos considerados argiloso € aproveitado pela cultura, decorrente da alta
capacidade de adsorcédo do P adicionado ao solo, reduzindo sua disponibilidade as
plantas (CORREA; MAUAD; ROSOLEM, 2004).

4.2 Adubacgao fosfatada

O fésforo, dentre os macronutrientes primarios apresenta diversas fontes como
forma de adubacédo fosfatada, as quais variam quanto a solubilidade e teores. Os
fosfatos de alta reatividade correspondem a mais de 90% do P205 utilizado na
agricultura brasileira. Apresentam alta eficiéncia agronémica em curto prazo e elevado
custo por unidade (SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008; FRANDOLOSO et al.,
2010).

Os fosfatos soluveis, como o superfosfato simples e superfosfato triplo, tém a
sua eficiéncia diminuida ao passar do tempo, devido ao processo de fixacdo de P
(MARIN et al., 2015). Ja os fosfatos naturais, sdo insoluveis em agua, se dissolvem
lentamente e tendem a aumentar a disponibilidade de P para as plantas com o passar
do tempo (MCLAREN et al., 2014).

Os minerais primarios fosfatados mais comuns s&o as apatitas, de onde o
fésforo € liberado durante a intemperizagao, resultando em minerais secundarios mais
estaveis, ou incorporados a compostos organicos por atividade biologica. A dinadmica
do P presente no solo esta relacionada as atividades dos organismos, os quais
imobilizam ou liberam os ions ortofosfato, atuando nas propriedades fisicoquimicas e
mineraldgicas do solo (SANTOS et al., 2008).

As principais fontes industriais de fertilizantes contendo P utilizadas na
agricultura sao obtidas por meio do tratamento de rochas fosfaticas (fosfatos naturais).
Devido a sua baixa solubilidade em agua, os fosfatos naturais podem sofrer processos
fisicos (lavagem) e quimicos (acidulagdo) com acido sulfurico (H2S0O4) e acido
fosférico (H3P0O4) (PRADO et al., 2011).

No Brasil sdo fabricados principalmente os fertilizantes fosfatados parcialmente
acidulados como superfosfato simples e superfosfato triplo, pois apresentam rapida

solubilidade no solo (SOUZA et al., 2014). O tratamento dos fosfatos tem a finalidade
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de aumentar a solubilidade do fertilizante em agua e a concentragao de P, produzindo
desta forma o superfosfato simples, superfosfato triplo e outros fertilizantes fosfatados,

denominados de fertilizantes acidulados ou soluveis (FREITAS et al., 2017).

As fontes de adubacdo fosfatada como os fosfatos naturais reativos, sao
classificados quanto as solubilidades em agua, citrato neutro de aménio e acido
citrico, analisados conforme a legislagao brasileira (SOUSA; LOBATO, 2003). De
acordo com critérios estabelecidos pela legislagéo brasileira, os teores minimos de P
soluvel em agua sédo 15% para o superfosfato simples, 36% superfosfato triplo, 38%
diaménico (DAP) e 44% monoamonico (MAP) (CHAVES; ZUCARELI; OLIVEIRA
JUNIOR, 2013). Estes fosfatos apresentam como caracteristica maior efeito residual,
permanecendo na solugcdo do solo por maior periodo, tornando-se uma alternativa
como fontes de adubacéo fosfatada (SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008).

Em relacdo aos fosfatos naturais, a dissolucdo depende da superficie de
contato com o solo, das caracteristicas quimicas do solo, sendo aumentada quando o
fertilizante for aplicado em area total e incorporado ao solo. Fertilizantes fosfatados de
baixa solubilidade em agua liberam o P no solo mais lentamente, diminuindo a sua
fixacdo no solo, além de apresentarem menor custo. Os fosfatos acidulados
apresentam alta eficiéncia agronébmica em curto prazo, entretanto apresentam maior
custo (PRADO et al., 2001; CAIONE; FERNANDES; LANGE, 2013).

4.3 Dinamica de P no solo

Uma vez no solo, este elemento pode ser encontrado na fase sdlida e liquida,
desta maneira complexado nas formas de oxi-hidroxidos de Fe e Al e com a matéria
organica como também livre na solugcédo do solo. Uma vez que o solo apresenta uma
baixa quantidade agua armazenada em suas porosidades e baixas concentragdes de
P, a quantidade prontamente disponivel as plantas é relativamente baixa, sendo
deslocado da fase sdlida para a liquida visando suprir essa caréncia (ANGHINONI;
BISSANI, 2004).

As reacgdes de intemperismo e o grau de incidéncia sobre os mais diversos tipos
de solo podem atribuir aos mesmos as caracteristicas de fonte ou dreno de P. Deste
modo, quando realizada as adubacdes fosfatadas o solo adquire a fungao de fonte de



14

P para as plantas. Entretanto, solos com um alto grau de intemperismo passam a
possuir caracteristicas como maior eletropositividade, menor capacidade de troca de
cations, aumento da adsorgao anidnica e diminuigdo da saturagao por bases. Nesta
situacao o solo passa a disputar com a planta o P adicionado por meio dos fertilizantes
fosfatados, tornando-se um dreno (NOVAIS; SMITH, 1999).

A literatura relata que a disponibilidade de P é relacionada com o nivel de
labilidade do elemento no solo, assim sendo, pelas interagdes que o P sofre na por¢ao
coloidal do solo. Se este elemento esta presente em solugéo ou com baixa adsorgao
pode ser considerado labil, se adsorvido com maior forga aos coldides nas argilas e
oxidos de Fe e Al é considerado n&o labil. Conforme os processos de intemperismo
agem no solo durante seu processo de formac¢do, ha uma diminuigdo das formas
labeis de P e um aumento das formas nao labeis (CROSS; SCHLESINGER, 1995).

Neste ambito, os sistemas de cultivo atuam diretamente no gradiente e no
comportamento deste nutriente no solo. Nos sistema onde é realizado plantio direto
ha um acumulo de material organico na superficie, modificando a dindmica deste
elemento, pois 0 mesmo se acumula na superficie, elevando a fragao organica, fato
este decorrente da auséncia de mobilizag&o ou pela a produgéo de acidos organicos

que competem pelos sitios de retengédo (RHEINHEIMER, 2000).

Assim como outros nutrientes do solo, o P pode sofrer processos de adsorgao
e disputa por sitios de absor¢gao com outros compostos quimicos presentes no solo.
Esse fator esta intrinsicamente ligado ao tipo, estado nutricional, condi¢des
ambientais, processos de intemperismo e matéria organica deste solo
(RHEINHEIMER, 2000).

Quando relacionado a matéria organica, os solos podem sofrer o processo de
adsorgcao de acidos organicos provenientes da decomposicdo de matéria organica.
Estes acidos apropriam-se dos sitios de adsorgcao de fosfatos, desta maneira elevando
sua disponibilidade para as plantas. Os mesmos podem formar complexos organo-
metalicos entre Fe e Al. Contudo o pH do solo, a estrutura e massa molecular deste
composto e sua taxa de concentragéo delimitam sua capacidade de competicédo pelos
sitios de adsorcado (ANDRADE et al., 2003; SPOSITO, 1989).

O processo de adsorgcao competitiva entre o P e os acidos organicos como

também os acidos humicos e fulvicos pelos sitios de adsorg¢ao nos coldides do solo,
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tem como resultado positivo a elevagao na concentragédo de P na solugédo do solo.
Entratanto, estes acidos podem sofrer uma alta taxa de mineralizagdo, por esse
motivo a incrementacao de esterco animal, liberacdo de compostos pelas raizes e os
processos fisioldgicos dos microrganismos da rizosfera atuam como uma fonte
continua e eficientes de reposicao destes acidos, mantendo ativos os sitios de
adsorcao de P (ANDRADE et al., 2003).

4.4 Microrganismos solubilizadores de P

Com o inicio da Revolugao Verde em meados da década de 60, houve uma
modernizacdo da agricultura, com a implementagcdo de novas tecnologias como
maquinarios mais potentes, criagdo de novos defensivos agricolas e sementes com
algum grau de modificacdo genética, sempre visando o aumento da produtividade
(LOPES et al., 2020).

Contudo, o uso massivo dessas novas tecnologias por grande e pequenos
produtores sucitou de modo indireto 0 aumento da taxa de degradagédo de extensas
faixas agricolas, contribuindo para o decaimento da produgédo das culturas nessas
areas. A producdo atrelada a essas técnicas, muitas vezes consideradas nao
sustentaveis, provocam danos ambientais como contaminagao de recursos hidricos,

solo e ar além dos altos riscos econémicos (RAI et al., 2020).

Da necessidade da elaboragao de novas tecnologias mais sustentaveis e
menos poluentes aos recursos naturais, foram estabelecidas novas técnicas de
manejo como a rotagao de culturas, plantio em sistema direto, manejo integrado de
pragas e doengas como também o uso de microrganismos capazes de solubilizar
nutrientes de formas insoluveis para prontamente disponiveis as plantas, assim
diminuindo a nescessidade de grandes quantidades de adubagdes (ABHILASH et al.,
2016; LOPES et al., 2020).

Estes microrganismo podem solubilizar as formas insoluveis de P pela
producdo de &acidos organicos, fosfatases ou agentes quelates. Denominadas
bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF), juntamente com algumas espécies
fungicas podem usar destes compostos para disponibilizar o P. As BSF compreendem
de 1% a 50% das bactérias, tendo em mente as demais bactérias da rizosfera, com
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enfoque aos géneros Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter e Burkholderia (OLIVEIRA-
PAIVA et al., 2009; GOMES et al., 2014; ETESAMI; MAHESHWARI, 2017; KALAYU,
2019).

No ciclo do P no solo, as BSF realizam um papel fundamental nas fazes de
dissolugao-precipitacdo, sorgcdo-dessor¢cdo € mineralizagao-imobilizagdo. Os
mecanismos empregados na solubilizagdo podem ser descritos de trés principais
formas, sendo elas: producéo e liberagdo de acidos organicos, sideroforos, prétons,
ions hidroxila, CO2; mineralizag&o bioquimica de P por intermédio de a¢ao de enzimas
especificas e também mineralizacdo biolégica de P durante o processo de
decomposigéo do substrato de crescimento (MCGILL; COLE, 1981).

Efeitos positivos provenientes da inoculagdo podem ser observados em
grandes culturas. Na soja, a inoculagdo em consorcio ou isolada de espécies de
Bradyrhizobium e Pseudomonas evidenciaram um aumento no rendimento de graos
de 38% em experimentos em vasos e 12% no experimento de campo. Estas cepas
exudaram fitorménios como AlA e acido giberélico, além de elevarem a disponibilidade
de P em solucao do solo (AFZAL et al., 2010).

Em teste na mesma cultura, Ramesh et al. 2015, ao utilizarem cepas de B.
aryabhattai evidenciaram sua capacidade de mineralizar fitato e solubilizar fosfato
tricalcico, decorrendo em um aumento significativo das variaveis de crescimento,

produtividade e teor de P disponivel no solo.
4.41 Pseudomonas fluorescens

Descrita pela primeira vez no século XIX pelo professor alemao Dr. Migula, o
género de bactérias Pseudomonas € caracterizado pela presenca de flagelo
configurando sua motilidade e tem seu desenvolvimento reprodutivo por meio de
esporos (KUMAR et al., 2019).

Esse género de bacilos pode ser encontrado nos mais variados tipos de solo,
agua doce ou salgada, sendo agrupadas no grupo de gram-negativas (MICHEL-
BRIAND; BAYSSE, 2002). Pertencente a este género, a espécie P. fluorescens é
estudada amplamente, uma vez que apresenta resultados positivos quando
inoculadas em plantas agricultaveis. Seus mecanismos de agédo sédo descritos como

controle de fitopatdgenos mediados pela produgdao de compostos derivados de seu
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metabolismo com agao antipatogénica e com capacidade de solubilizarem forma de
P nao labeis presentes no solo (OLIVEIRA et al., 2015; KAZI et al., 2016).

4.4.2 Azospirillum sp.

Azospirillum é uma das bactérias promotoras do crescimento vegetal mais
estudadas, representa  um  modelo comum para interagbes planta-
bactéria. Embora Azospirillum brasilense seja a espécie mais amplamente conhecida,
pelo menos 22 espécies, incluindo 17 espécies firmemente validadas, foram
identificadas, isoladas de solos agricolas e habitats tdo diversos quanto solos
contaminados, produtos fermentados, fontes de sulfeto e combustivel microbiano
celular (CASSAN et al., 2020).

Nos ultimos 40 anos, estudos sobre Azospirillum e interagbes entre plantas
introduziram uma ampla gama de mecanismos para demonstrar os impactos
benéficos dessa bactéria no crescimento das plantas segundo o autor supracitado. O
modo de agdo do Azospirillum é multiplo, e a importdncia de cada um desses
mecanismos pode variar dependendo das condi¢des de solo e clima e da solubilizagao
de minerais como ferro e fosforo, que a planta utiliza. (BASHAN & BASHAN,
2010). Esses mecanismos eventualmente produzem plantas maiores e, em muitos
casos, mais produtivas (DIAZ-ZORITA et al., 2015) (GARCIA et al,
2017). Azospirillum melhorou o rendimento das culturas de trigo, milho, arroz e cana-
de-agucar. (BASHAN; BASHAN, 2010).

Segundo Colmer (2005), Azospirillum sp. € um dos tipos mais eficientes de
bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre, pois pesquisas indicaram que cerca de
cem cepas de bactérias fixadoras de nitrogénio podem ser isoladas da rizosfera, mas
Azospirillum nao é considerado o mais eficiente na fixagdo. Funciona para melhorar o
crescimento das plantas através da secrecdo de alguns hormdnios, enzimas,
vitaminas e reguladores de crescimento, o que reflete positivamente no estado de
crescimento da planta e aumenta sua produtividade ao usar diferentes concentragdes

de sal.
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4.4.3 Bacillus aryabhattai

E uma bactéria gram positiva, de formato bastonete, formagao de endésporos, e
com coldnias de 5 a 8 mm de didametro. Desde ent&o, algumas estirpes foram isoladas
na rizosfera em varios lugares do mundo. A agdo promotora de crescimento desta
bactéria foi relatada inicialmente em Xanthium italicum, na Coréia do Sul (LEE et al.,
2012).

No Brasil, a bactéria promoveu o crescimento do milho sob estresse hidrico devido
a sua capacidade de formar um biofilme e producdo de exopolissacarideos que
protegem a planta contra o impacto da falta de agua (KAYAMURA, 2012). Em estudos
na década passada, Park et al. (2017) demonstraram a promog¢ao de crescimento em
plantas de soja em condigcdes de estresse térmico. Desta forma, o presente trabalho
teve como obijetivo verificar se a bactéria Bacillus aryabhattai tem potencial para

controle de Meloidogyne incognita em milho.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Localizagao e caracterizagao da area experimental

O experimento foi conduzido na area da Estacdo Experimental da Universidade
Tecnologica do Parana (UTFPR), Campus de Dois vizinhos, coordenadas: 25,693903
S e 53,094609 W, com altitude média de 530 m. O clima da regiao é classificado como
Cfa (subtropical umido), segundo a classificagao de Koeppen (MAACK, 1968). O solo
da area é classificado como Latossolo bruno (EMBRAPA, 2006) com textura argilosa

e relevo suave.

Foi utilizado delineamento de blocos casualizados com trés repeticdes em
arranjo fatorial 4 x 2, 3 x 2 + 1. Sendo 3 bactérias e uma mistura de bactérias e dois
tipos de solos (com alto e baixo teor de P) mais um tratamento controle. Para facilitar

a visualizagao, lista-se os seguintes tratamentos:
1 — Sementes de Milho sem inoculagéo (Controle);

2 — Sementes de Milho inoculados com Azospirillum brasilense Cepas AbV5 e

AbV6 em solo argiloso com alto teor de fosforo;

3 — Sementes de Milho inoculados com Azospirillum brasilense Cepas AbV5 e

AbV6 em solo argiloso com baixo teor de fésforo;

4 - Sementes de Milho inoculados com Pseudomonas fluorescens BR 14810 em

solo argiloso com alto teor de fosforo;

5 - Sementes de Milho inoculados com Pseudomonas fluorescens BR 148710 em

solo argiloso com baixo teor de fésforo;

6 - Sementes de Milho inoculados com Bacillus aryabhattai CMAA 1363 em

solo argiloso com alto teor de fosforo;

7 - Sementes de Milho inoculados com Bacillus aryabhattai CMAA 1363 em

solo argiloso com baixo teor de fésforo;

8 - Sementes de Milho inoculados com Bacillus aryabhattai CMAA 1363 +
Pseudomonas fluorescens BR 14810 em solo argiloso com alto teor de fosforo;

9 - Sementes de Milho inoculados com Bacillus aryabhattai CMAA 1363 +
Pseudomonas fluorescens BR 14810 em solo argiloso com baixo teor de fésforo;
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As unidades experimentais (UE) foram compostas por trés canos PVC de 150
mm de didmetro e comprimento de 1,5 m onde foi semeado 4 sementes de milho por
cano. A inoculagdo da semente foi realizada respeitando a dose recomendada do

produto (2 ml/kg).

Uma dose conhecida foi diluida em agua a fim de que se tenha volume de calda
conhecido para tratar 0,5 kg de semente. Logo apos a inoculagdo, as sementes foram
semeadas a 4 cm de profundidade nos canos de PVC. Os canos foram irrigados com

300 ml de agua a cada 3 dias.

Imagem 1: a) sementes de milho apés inoculagdo com os respectivos tratamentos; b)
esquema de semadura das sementes de milho; c) plantulas de milho 14 dias apés semeadura;

d) organizagdo dos tubos com as plantulas.

Fonte: O autor (2022)

Os canos foram previamente preenchidos com diferentes tipos de solo, ja
analisados. Foram colocados a mesma quantidade de solo nos canos a fim de evitar

diferentes densidades e um possivel erro experimental.
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Figura 1: Analises das amostras de solo com alto e baixo teor de P

Solo Alto P
pH CaCl, MO g/dm? P mg/dm? K cmolc/dm®*  Cu mg/dm?® Fe mg/dm®*  Zn mg/dm?® Mn mg/dm?
4,1 22,78 32,63 0,75 0 0 0 0
SMP Al 3* cmolc/dm® H+Al cmolc/dm® Ca cmolc/dm® Mg cmolc/dm® SB cmolc/dm® V cmolc/dm® Sat. Al cmolc/dm?
53 1,05 8,36 1,4 1,3 3,45 29,21 23,33
Solo Baixo P
pH CaCl, MO g/dm? P mg/dm? K cmolc/dm®*  Cu mg/dm?® Fe mg/dm®*  Zn mg/dm?® Mn mg/dm?
5 9,38 1,98 0,04 0 0 0 0
SMP Al 3* cmolc/dm® H+Al cmolc/dm® Ca cmolc/dm® Mg cmolc/dm® SB cmolc/dm® V cmolc/dm® Sat. Al cmolc/dm?
6,9 0 2,54 0,8 0,7 1,54 37,75 0

Fonte: O autor (2022)

As amostras de solo utilizadas para os experimentos apresentaram uma grande
discrepancia entre suas variaveis relacionadas a fertilidade em relagédo aos solos com
com alto e baixo teor de P . Esta diferenca proporcionou a possibilidade de analise
das acao das bactérias em diferentes niveis de fertilidade, evidenciando sua
efetividade. Assim sendo a amostra contendo 32,63 P mg/dm3 é caracterizada como
solo com alta concentracéo de fosforo da mesma maneira, a amostra contendo 1,98

P mg/dm3 é caracterizada como solo com baixa concentragdo do elemento.

5.2 Avaliagoes

Para avaliagdo das variaveis propostas, aos 30 dias apds a emergéncia, as
plantas foram retiradas do solo, mantendo sua integridade. Foram lavadas até a
retirada total das particulas de solo contidas em suas raizes e folhas, sendo separadas
em parte aérea e radicular. Para a analise da biomassa verde das raizes e parte aérea,
apo6s a lavagem as plantas coletadas foram secas com o auxilio de papéis e pesadas
em seguidas. Ja para avaliagado da biomassa seca, apds a lavagem, as plantas foram
postas para secagem em estufa de circulagao de ar a uma temperatura de 60 °C por

um tempo de 72 horas, depois desse periodo, as plantas foram pesadas.

5.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita pelo teste de Tukey a 5% de significancia no
software Assistat.



22

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em observacdo aos resultados obtidos, pode-se perceber a interagdo entre os
diferentes niveis de fertilidade do solo e os microrganismos solubilizadores de fosforo

(P) para todas as variaveis estudadas.

Em relacdo a massa verde da parte aérea (tabela 2), é possivel observar que

houve interacéo entre os fatores.

Tabela 1: Massa verde parte area (MVPA - g) de plantas de milho em fun¢ao dos

microorganismos solubilizadores de P e diferentes niveis de fertilidade do solo

MVPA Controle Azospirillum Pseudomonas Bac. Aryabhattai Pse + B. Aryabhattai
Solo Baixo P 19,23 Ba 19,53 Ba 18,66 Ba 18,89 Ba 17,56 Ba
Solo AltoP 29,33 Ac 43,83 Aa 41,86 Aa 37,73 Aab 30,90 Abc

Letras maiuscula diferentes na coluna e minuscula nas linhas diferem pelo teste de tukey a
5% de probabilidade.

Fonte: O autor (2022)

Pode-se destacar que a massa verde da parte aérea das plantas de milho foi
superior para todos os microorganismos nos tratamentos com solo com alto teor de
P, demonstrando a importancia da presenca do elemento em niveis criticos no solo.
Mesmo no tratamento controle, a MVPA no tratamento com alto teor de P foi 10,1g
superior ao tratamento com solo com baixo teor de P. Em percentagem, essa

diferenca é de 65% superior no tratamento com solo com alto P.

Em comparacao as bactérias solubilizadoras de P dentro dos diferentes niveis de
fertilidade do solo, é possivel observar que no solo com baixo teor de P, todas foram
estatisticamente iguais, ndo diferindo do controle sem a adicdo das bactérias
solublizadoras de P. Este resultado nos mostra que para que haja efeito das bactérias
promotoras de crescimento, faz-se necessario haver uma quantidade minima de P no
solo, bem como boas condicbes para que a mesma consiga se desenvolver e

desempenhar seu papel.

Almeida (2020), ao trabalhar com a inoculagdo de cepas de Azospirillum sp.,
Pseudomonas sp. e Aryabhattai sp. em sementes de milho observou um incremento

acima de 10% em relagcédo ao grupo controle no crescimento foliar, resultando em um
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maior peso da matéria verde da parte aérea. Da mesma forma, Silva (2022) ao
investigar a acdo deste mesmo grupo de bactérias encontrou resultados semelhantes,
havendo incremento significativo nas alturas das plantas, area foliar e principalmente

relacionado a produgéo aos grupos de controle sem nenhum tipo de inoculagéo.

O fato da baixa resposta a inoculagédo em solos com baixo P pode estar associado
as bactérias precisarem inicialmente do P para seu metabolismo, e somente em um
segundo momento desempenharem seu papel como promotoras de crescimento
(RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Deste modo, o menor efeito para a MVPA pode
ter relagao direta com a baixa presenca de P, limitando de certa maneira a agao das

bactérias inoculadas previamente.

No tratamento com alto teor de P, apenas a mistura da Pse + B. Aryabhattai nao
diferiram do controle. No entanto, o uso de Azospirillum e Pseudomonas isolados
apresentaram incremento de 33 e 29,9% respectivamente, demonstrando resultado,

efeito do seu uso em condi¢gdes com boa fertilidade do solo.

Quando observados os dados relacionados a massa seca das plantas analisadas
(tabela 2), pode-se perceber um maior acumulo de material vegetal em individuos
presentes em condi¢cdes de solo com alta concentragdo em Fésforo. Nos tratamentos
com baixa concentracdo em Fésforo, ndo houve diferenca estatistica entre as
bactérias promotoras de crescimento e o tratamento controle, com valores de variaram

de 2,1 a 2,4 gramas de peso total de massa seca da biomassa aérea das plantas.

Tabela 2: Massa seca (g) da parte area de plantas de milho em fung¢ao dos microorganismos

solubilizadores de P e diferentes niveis de fertilidade do solo.

MSPA Controle Azospirilum  Pseudomonas  Bac. Aryabhattai Pse. + B. Aryabhattai
Solo baixoP  2,2Ba 2,2 Ba 2,4 Ba 2,3 Ba 2,1 Ba
SoloAltoP 3,7 Ab 5,1 Aa 4,6 Aa 4,7 Aa 3,5 Ab

Letras maiuscula diferentes na coluna e minuscula nas linhas diferem pelo teste de tukey a
5% de probabilidade.

Fonte: O autor (2022)

Para esta variavel (tabela 2), as bactérias Azospirillum sp., Pseudomonas sp. e
Aryabhattai sp. obtiveram um aumento respectivo de 1.4, 0.9 e 1.0 g em relagao ao
controle, demonstrando assim um efeito positivo das mesmas quando presentes em
solos com alta concentragao de Fosforo disponivel. O incremento de massa seca foi

de 27,4, 19,6 e 21,3% respectivamente. Tratamentos esses, foram estatisticamente
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iguais entre si, sendo superiores a coinoculagao entre Pseudomonas sp. e Aryabhattai

Sp. e ao controle.

Mediante as funcionalidades e aplicacbes das bactérias solubilizadoras de
Fésforo, a literatura relata um grande interesse do setor agricola nacional relacionado
a sua pesquisa para o melhor aproveitamento dos campos produtivos e redugao das
adubacdes realizadas. Brito et al., (2022), constataram o acumulo de MS na parte area
de plantas de milho inoculadas previamente com cepas de Bacillus sp. Da mesma
forma, Martins (2020), ao trabalhar com Pseudomonas sp. Azospirillum sp. obtiveram

resultados semelhantes ao presente trabalho.

De acordo com Somers et al.,, 2004; Novo et al., 2018, estas espécies de
microrganismos possuem diversas atividades biologicas que denotam um efeito
positivo sobre a fisiologia e o desenvolvimento da cultura as quais séo inoculadas.
Estes beneficios sdo descritos como, além de solubilizarem formas ndo-labeis de
Fésforo, fitoestimuladores, favorecendo o crescimento das plantas por meio da agao
de horménios; rizorremediadoras, realizando a clivagem de moléculas de substancias
poluentes como também biopesticidas, beneficiando no controle de doengas e

patogenos.

Desta forma, o acumulo expressivo de matéria seca e verde da parte aérea
notado nos tratamentos presentes em solos com alto teor de Fésforo, podem ser
associados com a agao dos fitohorménios no alongamento celular e tecidual das
plantas inoculadas bem como a produgado de acidos organicos pelas mesmas e sua
acgao na solubilizacao de formas nao-labeis de Fésforo. Somado a isso, as diferengas
na parte area muitas vezes ocorrem como um efeito indireto das mudancgas e

interagdes que ocorrem a nivel de rizosfera.

Para a variavel referente a massa verde das raizes (tabela 3), de forma similar
aos resultados obtidos para parte aérea, € possivel notar que em solos com baixa
presenca de Fdosforo as plantas de milho apresentaram resultados similares quando
comparados as diferentes bactérias promotoras de crescimento e o tratamento

controle.
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Tabela 3: Massa verde das raizes de plantas de milho em fungido dos microorganismos
solubilizadores de P e diferentes niveis de fertilidade do solo

MVRaiz  Controle Azospirillum  Pseudomonas Bac. Aryabhattai Pse. + B. Aryabhattai
Solo baixo P 17,93 Aa 17,8 Ba 19,73 Ba 18,06 Ba 17,33 Ba
Solo AltoP 18,33 Ac 36,36 Aa 36,23 Aa 27,00 Ab 28,06 Ab

Letras maiuscula diferentes na coluna e minuscula nas linhas diferem pelo teste de tukey a 5% de
probabilidade.

Fonte: O autor (2022)

Para as bactérias em solos com alto teor de Fosforo, o uso de Azzospirillum sp. e
Pseudomonas sp. resultaram em maiores incrementos no desenvolvimento radicular
(36,36 e 36,23 g), quando comparados ao controle. O uso conjunto da Pseudomonas
sp. + Aryabhattai sp. ou o uso isolado do B. Aryabhattai. apesar de apresentar
incrementos de massa verde de raiz de 32,2 e 34% respectivamente em relagéo ao

controle, ndo diferiram do mesmo.

O Fosforo participa ativamente no metabolismo e crescimento vegetal, formando
diretamente a molécula energética do ATP (Adenosina Trifosfato), composto esse que
fornece energia para processos como fotossintese, divisdo celular, transporte de
assimilados e carga genética. Com a disponibilidade deste mineral em niveis
adequados, o organismo vegetal cresce e desenvolve suas partes aéreas e

radiculares sem nenhuma interferéncia (CABRAL et al., 2020).

Com a agao das bactérias em solubilizar fontes de Fdésforo, a quantidade deste
elemento € elevada no solo e sua absorgdo pelas plantas aumenta
consequentemente. Deste modo, o fosforo manifesta suas ag¢des bioldgicas na planta.
O organismo vegetal tem energia suficiente para processos de alongamento,
expansdo e diferenciagcdo celular do meristema radicular (VASCONCELOS;
FIGUEIREDO; de OLIVEIRA, 2021). Assim 0 aumento no acumulo de massa verde
nas raizes é decorrente do aumento da disponibilizacdo de Foésforo vinda da

solubilizagcdo das bactérias.

Para Almeida, (2020); Silva, (2022), é possivel perceber o efeito citado
anteriormente. Sementes de milho inoculadas com bactérias das espécies
Azzospirillum sp., Pseudomonas sp. e Aryabhattai sp. resultaram em plantas com um
maior acumulo de matéria verde em suas raizes, fato este em decorréncia da acao

positiva da maior disponibilidade de Fosforo para a planta.
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De modo semelhante aos demais resultados encontrados, os dados obtidos para
a variavel da matéria seca (tabela 4), é possivel observar que o maior acumulo de
material vegetal foi encontrado em plantas inoculadas com microrganismo em solo

com alta concentragéo de Fosforo (32 mg dm3).

O maior valor (8,03 g) observado no tratamento com Azzospirillum sp. quando
comparado ao tratamento controle, demonstra o grande potencial de uso desta
bactéria como promotora de crescimento. Todos os demais microrganismos, apesar
de serem semelhantes segundo a analise estatistica, demonstraram superioridade no

acumulo de matéria seca nas raizes, em uma média de 24,03%.

Para os resultados referentes as plantas inoculadas presentes no solo com baixa
concentracdo em Foésforo, nota-se que mesmo tendo um acumulo menor que 0s
tratamentos em solo com alta concentragao de Fésforo, houve um acumulo de matéria
seca nas raizes maior que que o tratamento controle apenas para o microrganismo
Azospirillum sp. (6,06 g) evidenciou o maior aumento de matéria seca nas raizes,
diferenciando-se estatisticamente dos demais microsganismos inoculados. Os demais

tratamentos permaneceram semelhante ao grupo controle, de maneira estatistica.

Tabela 4: Massa seca das raizes de plantas de milho em fung¢ao dos microorganismos

solubilizadores de P e diferentes niveis de fertilidade do solo

MSRaiz Controle  Azospirillum Pseudomonas Bac. Aryabhattai Pse. + B. Aryabhattai
Solo baixoP 3,53 Bb 4,1 Ba 3,63 Bab 3,97 Bab 3,76 Bb
Solo Alto P 6,0 Ab 8,03 Aa 7,36 Aab 6,70 Aab 6,23 Ab

Letras maiuscula diferentes na coluna e minuscula nas linhas diferem pelo teste de tukey a
5% de probabilidade.

Fonte: O autor (2022)

De modo geral, a mistura das bactérias Pseudomonas + B. Aryabhattai
apresentou para todas as variaveis uma resposta intermediaria em relagao ao seu uso
isolado. Importante destacar que ocorrem a nivel de rizosfera, diversas interacdes e
que estas sdo muito afetadas pelas condigdes do ambiente. Nao descarta a hipotese
de competicdo entre as bactérias por recursos e/ou mesmo antagonismo entre as

mesmas.

Dentre as funcionalidades fisiolégicas do Fésforo no tecido vegetal, esta a

regulacdo da sintese proteica, sendo fundamental na formacao e estruturagdo dos
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acidos nucleicos. De modo, a atuar diretamente na criagcdo de novos tecidos e na
divisao celular dos tecidos pré-existentes (BULL et al., 2004; BARBOSA et al., 2015).

Com o aumento da solubilizacdo das formas de Fésforo presentes no solo, os
microrgansimos disponibilizam este elemento de maneira a suprir as necessidades
fisiolégicas da planta, fazendo com que o Foésforo desempenhe suas fungdes
biolégicas com éxito. Neste ambito, em trabalho realizado por Porto et al. (2020), ao
analisarem a aplicagéo de diferentes microrganismos eficazes na solubilizagdo assim
como Azospirillum brasiliense, observaram que para as variaveis de matéria seca de
parte aérea, matéria seca da raiz e comprimento da raiz ocorreu aumento expressivo

em relagdo aos demais tratamentos.

Assim, pode-se perceber que com o aumento da disponibilidade de fosforo
ocasionado pela bactéria Azospirillum sp., as plantas presentes mesmo na presenca
do solo com baixo teor de Fdsforo absorveram esse elemento, dispondo em
desenvolvimento. Uma vez alocado no metabolismo, pode-se inferir pelos resultados
obtidos, que o elemento atuou no meristema radicular, promovendo um aumento na
diferenciacao celular e tecido radicular, deste modo elevando o volume de raizes e

consequentemente seu peso seco.

Importante seguir as avaliagdes para novos protocolos que avaliem o potencial
produtivo das espécies de graos, a fim de entender processos de uso das bactérias

promotoras de crescimento.
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7 CONCLUSOES

A massa seca da parte aérea e sistema radicular das plantas de milho
apresentaram-se superioridade no solo com alto teor de fésforo em relagéo ao solo

com baixo teor de fésforo.

Nao houve diferenga para massa seca da parte area das plantas de milho entre
o tratamento controle e as bactérias promotoras de crescimento no solo com baixo
teor de fésforo. No entanto, para a massa seca de raiz, o Azospirillum foi superior ao

tratamento controle nas condi¢cdes de solo com diferentes teores de fésforo..

O uso das bactérias promotoras de crescimento Azospirillum, Pseudomonas e
Bacillus aryabhattai apresentaram maior massa seca da parte area das plantas de
milho em relagéo ao tratamento com Pseudomonas + B. aryabhattai, que nao diferiu
do tratamento controle no solo com alto teor de fésforo. No solo com baixo teor de
fésforo, todos os tratamentos foram iguais, porém, todos apresentaram menor massa

seca em relacéo aos tratamentos com alto teor de fésforo.

O uso conjunto de Pseudomonas + B. aryabhattai apresentou massa seca de
raiz inferior ao tratamento isolado com Azospirillum no solo com baixo teor de fosforo.
Todos os tratamentos no solo com alto teor de fésforo apresentaram maior peso

radicular que os tratamentos no solo com baixo fésforo.
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