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RESUMO GERAL

A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal pode melhorar o
crescimento de plantas, independente de sua origem de isolamento, atuando por
diferentes mecanismos, como fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de
fitohorménios, solubilizagdo do fosfato inorgénico, producdo da molécula quorum
sensing e ainda na fitorremediagdo. O milho (Zea mays L.) € uma das gramineas mais
cultivadas no mundo, sendo considerada uma das culturas mais antigas e estudadas. O
feijdo (Phaseolus vulgaris) é consumido em todos os continentes e apresenta papel
importante na alimentacdo do brasileiro, e € um dos produtos agricolas de maior
importancia econdémico-social no Brasil. Partindo do exposto, objetivou-se com este
trabalho avaliar a atuacdo de diferentes géneros bacterianos, previamente identificados
com caracteristicas de promocao de crescimento vegetal, quanto a germinacdo de
sementes de milho e feijdo em laborat6rio, emergéncia e crescimento de milho em casa
de vegetacdo. Para isso 10 linhagens de bactérias dos géneros Bacillus sp.,
Stenotrophomonas sp. Rhizobium sp., Pantoea sp. e Pseudomonas sp. foram inoculadas
em sementes de milho e feijdo e a germinacdo avaliada em papel germitest, sequindo
recomendacOes das Regras para Analises de Sementes. Além disso, a inoculacdo com 0s
tratamento de 4 bactérias mais um controle (sem inoculo bacteriano) e um controle
adicional (NPK) foi realizado em sementes de milho e analisados em casa de vegetacéo.
As linhagens de Bacillus sp., Pantoea sp., Rhizobium sp. e Stenotrophomonas sp.
influenciaram na germinacdo em feijdo, sendo possivel observar que a variavel massa
fresca de raizes apresentou diferenca significativa. Em relacdo a germinacdo na cultura
do milho, as bactérias Bacillus sp., Pantoea sp., Rhizobium sp. e Stenotrophomonas sp.
influenciaram a germinacéo, sendo possivel verificar que as caracteristicas massa fresca
de parte aérea, massa seca de raiz e parte aérea, e comprimento de raiz e parte aérea
foram superiores ao controle quando comparado com os tratamentos dos diferentes
indculos bacterianos. O experimento em casa de vegetacdo demonstrou que as linhagens
UAGC863 (Bacillus sp.), UAGC62 (Pantoea sp.), UAGC738 (Rhizobium sp.) e
UAGC982 (Stenotrophomonas sp.) promoveram interacdo positva, estimulando o
desenvolvimento do milho. Foi observado que quando feita comparacgéo entre linhagens
massa seca de raiz e parte aérea foram estimulados por Bacillus sp., aos 45 dias de
cultivo e pelo tratamento composto da mistura de linhagens aos 75 dias de cultivo.
Quando a comparacéo foi feita em relacdo ao NPK foi observado que todas as linhagens
promoveram incremento na massa seca de raiz superior ao controle quimico tanto aos
45 guanto aos 75 dias de cultivo. Na comparacdo em relacdo ao controle (sem indculo)
altura, massa fresca e seca de raiz foram significativos aos 45 dias de cultivo, e aos 75
dias o tratamento com a mistura das linhagens apresentou melhores resultados para
massa fresca e seca da raiz. Tais resultados evidenciam a potencialidade dos diferentes
géneros bacterianos apresentados neste trabalho em promover crescimento vegetal em
plantas de milho e feijao.



GENERAL SUMARY

The inoculation of bacteria that promote plant growth can improve the development of
plants, regardless of their origin isolation, acting by different mechanisms, such as
nitrogen fixation, phytohormones production, inorganic phosphate solubilization,
production of quorum sensing molecule and still the phytoremediation. Corn (Zea mays
L.) is one of the most cultivated grasses in the world and is considered one of the oldest
and studied cultures. The beans (Phaseolus vulgaris L.) is consumed on every continent
and has an important role in the Brazilian food, and is one of the agricultural products of
greater economic and social importance in Brazil. Based on the foregoing, the objective
of this work was to evaluate the performance of different bacterial genera, previously
characterized with plant growth promoting characteristics, the seed germination in the
laboratory, the emergency and development in the greenhouse. To this 10 bacterial
strains of Bacillus sp, Stenotrophomonas sp.. Rhizobium sp., Pantoea sp. and
Pseudomonas sp. were inoculated in corn and bean seeds and germination evaluated in
germitest paper, following recommendations of the Rules for Seed Analysis. Moreover,
inoculation with bacteria treatment of 4 plus a control (no inoculum bacterino) and an
additional control (NPK) was carried out on corn seeds and analyzed in the greenhouse.
The Bacillus sp., Pantoea sp., Rhizobium sp. and Stenotrophomonas sp. strains
influenced the bean sproutingRegarding germination in maize, the bacteria Bacillus sp.,
Pantoea sp., Rhizobium sp. and Stenotrophomonas sp. influenced the germination, can
be seen that the shoot fresh weight characteristics, dry weight of root and shoot, and
shoot and root length were higher than the control when compared with the treatments
of different bacterial inoculants. The experiment in greenhouse showed that UAGC863
strains (Bacillus sp.), UAGC62 (Pantoea sp.), UAGC738 (Rhizobium sp.) and
UAGC982 (Stenotrophomonas sp.) promoted positives interaction, stimulating the
development of corn. It was observed that when a comparison between strains dry
weight of roots and shoots were stimulated by Bacillus sp., At 45 days of cultivation
and by the compound treatment of the mixture of strains after 75 days of culture. When
the comparison was made regarding the NPK was observed that all strains promoted
increase in root dry weight than chemical control at 45 and 75 days of culture.
Compared to the control (without inoculum) height, fresh weight and dry root were
significant at 45 days of cultivation, and 75 days after treatment with the mixture of
strains showed better results for fresh and dry root weight. These results show the
potential of different bacterial genera presented in this work in promoting plant growth
in corn and bean plants.



INTRODUCAO GERAL

A inoculacdo de bactérias pode melhorar o desenvolvimento de plantas, tendo
eficacia comprovada ha quase um seculo no caso de rizobios e, mais recentemente,
outras bactérias promotoras de crescimento de plantas, aquelas simbiontes que tem
intima relacdo com o vegetal, habitando o interior (endofiticas) e exterior (epifiticas).
Além disso, sdo fontes alternativas a insumos quimicos, o que garante a manutencao dos
recursos ambientais. Contudo, dois aspectos sdo de fundamental importancia para o
sucesso de uma inoculacdo, a eficacia do isolado bacteriano em conjunto com a
aplicacdo da tecnologia adequada (Andreote et al., 2010; Compant et al., 2010; Bachan
etal., 2014).

Dentre os processos que as bactérias podem realizar estdo: fixacao bioldgica de
nitrogénio (Moreira et al., 2010; Vitorazi Filho et al., 2012), produgéo de fitohormonios,
como o &cido indol acético (AlA), solubilizacdo do fosfato inorgéanico, existente no
solo, de forma a deixa-lo disponivel para os vegetais e producdo da molécula quorum
sensing (Farias et al., 2012; Lira-Cadete et al., 2012; Pereira et al., 2012; Santos et al.,
2012; Leite et al., 2014).

Diversos sdo 0s géneros bacterianos com caracteristicas de estimular o
crescimento vegetal, Telke et al. (2011) e Ladeira et al. (2012), mostraram a atuacao de
linhagens do género Bacillus sp. na producdo de enzimas para diferentes finalidades. Li
et al. (2008) observaram que linhagens do género Pantoea sp. isoladas de plantas de
soja tem caracteristicas para fixacdo biologica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e
producdo de acido indol acético. Alizadeh et al. (2013) verificaram a capacidade de
resisténcia na cultura do pepino a insetos por meio de bactérias do género Pseudomonas
sp.. Patil et al. (2014) observaram bactérias do género Rhizobium sp. com caracteristicas
para tolerdncia a salinidade, o que pode auxiliar o crescimento de plantas submetidas a
tais condi¢cbes. Estudos realizados por Fang-Bo et al. (2012) demonstraram que
bactérias do género Stenotrophomonas sp. foram capazes de degradar o inseticida
endosulfan, classificado como altamente toxico, demonstrando seu potencial a

biorremediacéo.



Para o desenvolvimento de inoculantes bacterianos que venham a promover o
crescimento de um vegetal, devem ser avaliados diferentes aspectos da interagéo
bactéria-planta, desde a germinacao ate a fase de senescéncia da planta. Neste contexto,
a taxa de germinacdo das sementes e o vigor das plantulas dependem dos fatores
genéticos das mesmas, contudo as praticas culturais também podem altera-las.
(Schlindwein et al., 2008; Dartora et al., 2013). Dentre as praticas culturais, a
inoculagcdo com micro-organismos benéficos tem se mostrado uma alternativa viavel,
devido ao baixo custo e diminuicdo dos impactos ambientais causados por insumos
quimicos, fatores essenciais para o estabelecimento de sistemas agricolas sustentaveis
(Sottero et al., 2006; Dartora et al., 2013).

O feijdo (Phaseolus vulgaris) € consumido em todos 0s continentes e apresenta
papel importante na alimentacdo do brasileiro, a cultura € cultivada por grandes e
pequenos produtores em sistemas de producdo diversos em todas as regides do pais,
além de ser um dos produtos agricolas de maior importancia econémico-social no Brasil
(Lemes et al., 2011). No Nordeste, a produtividade é de 600 kg ha-*, sendo o Estado de
Pernambuco o segundo maior produtor, apresentando 53.526 t em 107.008 ha, e
produtividade média de 500 kg ha-* e a producdo é concentrada na época das aguas, ou
seja, semeadura entre fevereiro e abril (Pereira et al., 2013). Avaliando o efeito de
linhagens do género Bacillus sp. e Rhizobium sp. em feijdo caupi, Costa et al. (2013)
encontraram caracteristicas positivas para solubilizacdo de fosfato, producdo de acido

indol acético e fixacdo de nitrogénio atmosférico.

O milho (Zea mays L.) é uma das gramineas mais cultivadas no mundo, sendo
considerada uma das culturas mais antigas e estudadas (Schneider; Cruz Silva, 2012),
além de ser considerada uma cultura de subsisténcia do Nordeste brasileiro (Brito et al.,
2012). Muitos sdo os trabalhos que demonstram os beneficios da interacdo desta
graminea com bactérias: solubilizacdo de fosfato por Pseudomonas fluorescens (Chaves
et al., 2013); incremento nos teores de potassio também por Pseudomonas fluorescens

(Oliveira et al., 2012); e incremento na massa seca por Bacillus subtilius (Araujo, 2008).

Partindo do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar a interacdo de
diferentes géneros bacterianos promotores de crescimento vegetal na germinagdo de

feijdo e milho e no desenvolvimento em casa de vegetacao de plantas de milho.
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CAPITULO |

GERMINACAO DE SEMENTES DE MILHO E FEIJAO INOCULADAS COM
DIFERENTES GENEROS BACTERIANOS PROMOTORES DE
CRESCIMENTO VEGETAL



RESUMO

A associacdo de micro-organismos com vegetais tem alta importancia agricola e
promove diversos beneficios ao meio ambiente. Dentre 0s micro-organismos, bactérias
com caracteristicas benéficas podem colonizar diferentes espécies vegetais a partir da
rizosfera, penetrando em suas raizes e colonizando de forma endofitica. Sendo assim,
objetivou-se com este trabalho avaliar caracteristicas de promocdo de crescimento
vegetal, in vitro de diferentes géneros bacterianos e a qualidade da germinacdo de
sementes de milho (Zea mays L.) e feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) submetidas a
inoculagdo com linhagens bacterianas, em condigdes de laboratdrio. Foram utilizadas 10
linhagens de diferentes géneros bacterianos (Bacillus sp., Stenotrophomonas sp.,
Rhizobium sp., Pantoea sp. e Pseudomonas sp.) e analisadas a capacidade de produzir
acido indol acético, exopolissacarideos e de solubilizar fosfato inorganico. Além disso,
foi realizado teste de germinacdo de sementes em papel germitest, seguindo
recomendacOes da RAS (Regra para Analise de Sementes), 0 experimento constou de
onze tratamentos sendo 10 tratamentos inoculados com géneros bacterianos diferentes e
um controle (sem indculo). O experimento constou de quatro repeticbes com 25
sementes cada e teve duracdo de sete dias. No teste de solubilizagcdo de fosfato do total
apenas duas ndo apresentaram tal caracteristica (Bacillus cereus - UAGC159 e
Stenotrophomonas sp.- UAGC926), para a producdo de AIA 9 linhagens foram
positivas na presenca de triptofano e 3 na auséncia, na avaliacdo da producdo de
exopolissacarideos 3 das linhagens apresentaram esta caracteristica (UAGC159 -
Bacillus cereus, UAGC62 - Pantoea sp., EN306 - Pantoea sp.). No teste de germinacao
em feijdo, sete linhagens influenciaram positivamente no processo de germinacéo,
sendo verificado a partir da massa fresca de raizes, e apenas uma linhagem de Bacillus
cereus (UAGC159) influenciou negativamente a massa fresca das raizes. As outras
variaveis analisadas ndo apresentaram diferencas em relacdo ao tratamento controle. Na
avaliacdo de germinacdo do milho, houve significativa interacdo com diferentes
linhagens do género Rhizobium sp. e Stenotrophomonas sp., em relacdo a massa fresca
da parte aérea, massa seca da raiz e da parte aérea e comprimento da raiz e da parte
aérea. Linhagens bacterianas oriundas de soja e cana-de-aglUcar apresentam potencial
para experimentos de promogdo de crescimento vegetal em casa de vegetagdo, com

plantas de milho e feijdo.



ABSTRACT

The association of microorganisms with vegetables have high agricultural importance
and promotes several benefits to the environment. Among the micro-organisms, bacteria
with beneficial features can colonize different species from their rhizosphere,
penetrating roots and colonizing of endophytic form. Therefore, the aim of this work
was to evaluate promoting plant growth characteristics in vitro of different bacterial
genera and the quality of maize seed germination (Zea mays L.) and common bean
(Phaseolus vulgaris L.) inoculated with these strains in laboratory conditions. 10 strains
of different bacterial genera were used (Bacillus sp., Stenotrophomonas sp., Rhizobium
sp., Pantoea sp., and Pseudomonas sp.). and analyzed the ability to produce indole
acetic acid, exopolysaccharides and solubilizing inorganic phosphate. In addition, we
performed seed germination test in germitest paper, following recommendations of the
RAS (Rule for Seed Analysis), seeds were inoculated with 10 strains individually. the
experiment consisted of four replications with 25 seeds each and lasted seven days. In
phosphate solubilization test of total only two had no such feature (Bacillus cereus -
UAGC159 and Stenotrophomonas -SP.- UAGC926), for the production of IAA 9 strains
were positive in the presence of tryptophan and 3 in the absence, in the evaluation of
exopolysaccharide 3 of the strains showed this feature (UAGC159 - Bacillus cereus,
UAGC62 - Pantoea sp, EN306 -. Pantoea sp.). In beans in germination test, seven lines
positively influence the germination process, being verified from the fresh root weight,
and only a strain of Bacillus cereus (UAGC159) negatively influenced the fresh weight
of the roots. The variables showed no differences compared to control treatment. In corn
germination evaluation, a significant interaction with different strains of the genus
Rhizobium sp. and Stenotrophomonas sp., for the fresh weight of shoot, root dry weight
and shoot and root length and shoot. Thus, it is concluded that strains derived from
soybean and cane sugar have potential for plant growth promoting experiments in the

greenhouse, with corn and bean plants.



1 INTRODUCAO

A associagdo de micro-organismos com vegetais tem alta importancia agricola, e
promove diversos beneficios ao meio ambiente, reduzindo o uso de fertilizantes
quimicos na producdo de vegetais através da promocdo de crescimento vegetal,
garantindo, assim, a sustentabilidade do meio (Egamberdiyeva, 2007; Farias et al.,
2012.; Lira-Cadete et al., 2012; Santos et al., 2012).

Uma grande variedade de micro-organismos, quando associados a plantas,
auxiliam seu desenvolvimento por mecanismos diretos e indiretos. Considerando-se 0s
diretos, pode-se citar a fixacdo bioldgica de nitrogénio (Richardson et al., 2009), a
producéo de fitohorménios como o &cido indol acético (AlA), que pode ser sintetizado
por diferentes rotas bioquimicas (Masciarelli et al., 2013; Jian-Feng et al., 2013; Kasim
et al., 2013), solubilizacdo de fosfato inorganico (Taulé et al., 2011), promocéo de
enzimas extracelulares (Ferrara et al., 2011), entre outros. Em relacdo aos mecanismos
indiretos, considera-se o controle bioldgico de fitopatdgenos e insetos, aumento da
resisténcia a estresses bidticos e abidticos, dentre outros (Merzaeva & Shirokikh, 2010;
Bulgarelli et al., 2013).

Dentre os micro-organismos, bactérias com caracteristicas benéficas podem
colonizar diferentes espécies vegetais a partir de sua rizosfera, penetrando em suas
raizes e, colonizando assim o mesmo de forma endofitica (Santos et al., 2012).
Atualmente, sdo muito utilizados produtos comerciais contendo micro-organismos vivos
em sua formulacdo (uma ou mais linhagens bacterianas), e quando adicionados a um
veiculo inerte sdo denominados inoculantes ou biofertilizantes. Em geral, a aplicacdo é
recomendada sobre as sementes, superficie vegetal ou solo. Tais produtos objetivam a
colonizagcdo da planta pelo micro-organismo inoculado, para que 0S mecanismos
microbianos de promocdo do crescimento vegetal possam ser ativados (Armenta-

Bojorquez et al., 2010).

A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs) pode
promover a sustentabilidade nos sistemas agricolas, pois sdo produzidas e atuam com
baixa demanda de energia (Oliveira et al., 2014). Alem disso, sdo responsaveis por

expressivas economias nos custos de producdo agricola (Freire Filho et al., 2005).



Entretanto, ao serem aplicados no solo sem um veiculo adequado, as populacGes de
bactérias diminuem rapidamente, consequentemente afetando os possiveis beneficios da
inoculacdo (Malusa et al., 2012).

Por ser de facil uso e requerer reduzida quantidade de inoculante, a inoculagéo
de sementes tornou-se a forma mais comum, destacando-se o inoculante liquido,
podendo ser realizadas com auxilio de maquinas no campo, facilitando o uso da técnica
(Deaker et al., 2004).

Objetivando a adogédo de novas tecnologias e manejos que reduzam a utilizacéo
de produtos quimicos, 0 aumento da germinacdao e promoc¢do do crescimento vegetal,
estudos tem mostrado que inoculagcdo de sementes com bactérias promotoras de
crescimento vegetal torna-se uma alternativa (Beneduzi et al., 2013), obtendo maior
desenvolvimento e produtividade na planta (Silva, 2013).

A taxa de germinacédo e o vigor das plantulas dependem de fatores genéticos e
das praticas culturais. (Schlindwein et al., 2008). Dentre as praticas culturais, a
inoculagdo com micro-organismos com caracteristicas promotoras de crescimento
vegetal tem se mostrado uma alternativa viavel, apresentando baixo custo e garantindo a
conservacao ambiental, fatores essenciais para o estabelecimento de sistemas agricolas
sustentaveis. Dartora et al. (2013) afirmam que os beneficios da inoculagdo com micro-
organismos em sementes podem ser tanto diretos (absor¢do de nutrientes) quanto
indiretos (biorremediacao), sendo a selecao de estirpes um fator chave para o sucesso da

inoculacdo com bactérias promotoras do crescimento.

A germinacdo € um dos parametros da qualidade fisiologica da semente, o teste
de germinacdo objetiva determinar o maximo potencial de germinacdo de um lote de
sementes, sendo o valor observado usado para comparar a qualidade de diferentes lotes
e estimar o valor de semeadura (quantidade de sementes) no campo (ISTA, 1993). A
fim de aumentar a eficiéncia e qualidade dos cultivos, e ainda se enquadrar nas
recomendacOes legais e comerciais, a anélise deve ser rapida e as informacdes obtidas
no teste devem ser uniformes, e realizadas por métodos padronizados (Campos et al.,
1997).

O milho (Zea mays L.) é considerado uma das mais antigas e importantes

culturas agricolas, sendo um produto utilizado tanto na alimentacdo humana quanto



animal, além de ter finalidade na extracdo do biodiesel, sendo utilizado em larga escala,
principalmente nos Estados Unidos (Salla et al., 2010;). O Brasil encontra-se como 0
terceiro maior produtor mundial da cultura, atras apenas dos Estados Unidos e da China,

representando cerca de 80% de toda a producéo de gréos do pais (CONAB, 2014).

O feijdo (Phaseolus vulgaris L) é uma leguminosa originaria de regides da
antiga cultura inca, apresentando um alto teor proteico na composicdo centesimal
(Kaplan, 1965). E uma notavel fonte proteica que faz parte da dieta da populacio
brasileira. E um produto agricola de alta importancia na economia, pois emprega vasta
mao de obra em todo ciclo de sua cultura (Benin et al., 2002). O Brasil é o maior
produtor mundial de feijdo com producdo média anual de 3,5 milhdes de toneladas
(MAPA, 2015).

E amplamente estudada a atuacéo de diferentes géneros bacterianos promotores
de crescimento vegetal. O género Pantoea sp. foi caracterizado como fixador de
nitrogénio em linhagens isoladas de cana-de-acUcar (Loiret et al., 2004), producdo de
exopolissacarideos por linhagens oriundas de ambiente marinho (Silvi et al, 2013), e
ainda como produtor de AlA e solubilizador de fosfato em milho (Mendonza et al,
2013). O género Bacillus sp. também apresentou caracteristicas distintas em varios
estudos: isoladas em raizes de braquiaria (Araujo et al., 2013), associada a Rhizobium
sp. inoculadas em sementes de feijdo-caupi melhorando a matéria seca das plantulas
(Rodrigues et al., 2012). Linhagens de Stenotrophomonas sp. atuaram na
biorremediacdo degradando compostos quimicos contaminantes de solos (Fang Bo et
al., 2012), e ainda podem fixar nitrogénio atmosférico, solubilizar fosfato inorganico e
produzir acido indol acético (Criollo et al., 2012). Bactérias do género Rhizobium sp.
apresentam caracteristicas para tolerdncia a salinidade, o que pode auxiliar o
desenvolvimento de plantas submetidas a tais condigdes (Patil et al., 2014). A
capacidade de resisténcia a insetos por meio de bactérias do género Pseudomonas sp. na

cultura do pepino foi percebida por Alizadeh et al., (2013).

Muitos estudos demonstram 0 sucesso da reinoculacdo, linhagens isoladas de
uma determinada espécie e inoculada em plantas da mesma espécie: Roesch et al.,
(2005) isolou linhagens de raizes de plantas de trigo, as identificou como diazotroéficas e

as inoculou em plantas de trigo de uma variedade diferente da inicial e obteve ndo s



incremento na fixacdo de nitrogénio, mas também aumento do comprimento radicular e
da matéria seca. Silva et al., (2009) inoculou linhagens de cana—de—agucar isoladas de
plantas micropropagadas em campo e obteve incremento de na produtividade e matéria
seca. Outra interacdo de sucesso € 0 uso de Bradyrhizobium em plantas de soja, um
incremento que levou o Brasil a torna-se 0 maior produtor mundial passando a frente
dos Estados Unidos (USDA, 2014). No entanto estudos demonstram o sucesso da
inoculacdo cruzada, linhagens isoladas de uma espécie vegetal promovendo crescimento
vegetal numa espécie distinta da de sua origem. Farias et al., 2012 obteve aumento de
matéria seca ao inocular bactérias oriundas de cana-de-acucar em feijdo (Phaseollus

vulgaris).

Partindo do exposto, o presente trabalho teve por objetivos caracterizar quanto a
producdo de AIA, exopolissacarideos e solubilizacdo de fosfato inorganico de 10
linhagens bacterianas de diferentes géneros (Bacillus sp., Stenotrophomonas sp.,
Rhizobium sp., Pantoea sp. e Pseudomonas sp.). e avaliar a qualidade fisiologica de
sementes de milho (Zea mays L.) e feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) submetidas a

inoculagéo bacteriana, em condigdes de laboratdrio.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas 10 linhagens bacterianas dos géneros: Bacillus, Pantoea,

Pseudomonas, Rhizobium e Stenotrophomonas. As mesmas pertencem a colecdo de

culturas bacterianas do Laboratorio de Genética e Biotecnologia Microbiana (LGBM)

da Unidade Académica de Garanhuns (UAG/UFRPE). As linhagens estavam estocadas

em glicerol sob temperatura de -2°C e foram reativadas em meio TSA solido até

obtencdo de coldnias puras, e possuem caracteristicas de promocgdo de crescimento

vegetal. A tabela 1 apresenta os tratamentos e as caracteristicas das linhagens

bacterianas testadas.

Tabela 1.

de qualidade fisioldgica de sementes de milho e feijéo.

Tratamentos e caracteristicas das linhagens bacterianas utilizadas no teste

Tratamentos Género Cédigo Caracteristicas* Referéncias
T1 Bacillus cereus UAGC159 - Barbosa., 2010
T2 P. oryzihabitans EN268 FBN/AIA/P Kuklinsky-Sobral et al., 2004
T3 Pseudomonas sp. UAGC97 FBN Silva., 2011
T4 Stenotrophomonas sp. UAGC926 FBN/AIA Lima., 2012
T5 Pantoea sp. UAGC62 FBN Silva., 2011
T6 Pantoea sp. EN306 FBN/AIA/P Kuklinsky-Sobral et al, 2004
T7 Bacillus sp. UAGCS863 FBN/AIA Lima., 2012
T8 Rhizobium sp. UAGC735 P Costa., 2010
T9 Rhizobium sp. UAGC738 FBN/P/AIA Costa., 2010
T10 Stenotrophomonas sp. UAGC982 AlA Ramos., 2011
Controle - - - -

-*AlA= Producdo de 4acido indol acético; P= Solubilizacdo de Fosfato Inorganico; FBN=Fixacdo
Bioldgica de Nitrogénio

2.2 Avaliacao de Linhagens produtoras de AIA

As 10 linhagens bacterianas foram inoculadas em meio TSA 10%,(Trypcase Soy

Agar) e em meio TSA 10% modificado contendo L- triptofano (5mM) e incubadas por



24 h a 28°C sob agitacdo de 120 rpm Apos este periodo, a cultura foi tratada com o
Reagente de Salkowski (2% de FeCI3 0,5 M em 35% de &cido perclérico), segundo
metodologia proposta por Crozier et al. (1988), por pelo menos 30 min. As que
apresentaram coloragéo rosea foram caracterizadas como positivas, e testadas também
sem adicdo do mesmo para verificacdo do uso de rotas alternativas na producdo do AIA
pelas bactérias avaliadas. Foi utilizada como controle positivo a linhagem EN303
(Pseudomonas oryzihabitans), bactéria endofitica de soja, produtora de auxina,
solubilizadora de fosfato inorganico e fixadora de N, (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).
Para linhagens positivas foi feita leitura em espectrofotdmetro (DO de 600nm) e os
valores observados foram substituidos em equacdo de regressdo mediante curva

estabelecida por Santos et al. (2015).
2.3 Avaliagao de linhagens solubilizadoras de fosfato

As bactérias foram inoculadas em meio de cultura solido, contendo fosfato
insolGvel (10 g L™ de glicose; 5 g L™ de NH,CIl; 1 g L™ de NaCl; 1 g L de
MgS0,..7H,0; 4 g L™ de CaHPO,; 15g L™ de agar; pH 7,2) e incubadas a 28°C por 72h
e, em seguida, realizadas as leituras. Os experimentos foram realizados em triplicatas e
a presenca de um halo claro em torno da colénia indicou a solubiliza¢éo do fosfato. Foi
utilizada como controle positivo a linhagem EN303 de Pseudomonas oryzihabitans,
bactéria endofitica de soja (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). Os diametros das
coldnias e dos halos de solubilizagdo foram medidos utilizando-se de paquimetro para a
determinacdo dos Indices de Solubilizagio (IS) por meio da féormula: IS = d Halo

(diametro em mm) / d Coldnia (diametro em mm) (Hara; Oliveira 2004).
2.4 Avaliacao de Linhagens produtoras de Exopolissacarideos — EPS

Para identificacdo da producéo de exopolissacarideos — EPS, as col6nias isoladas
em meio TSA sélido foram adicionadas ao meio TSA liquido e colocadas sob agitacao
constante de 120 rpm, durante 24 horas. Havendo a identificacdo do crescimento
(turvamento do meio), 100uL foram transferidos para um disco de 5mm de didmetro em
placa de Petri, contendo meio especifico adicionado de uma fonte de carbono (manitol),
havendo crescimento em torno do disco, retirou-se o material celular oriundo do

crescimento com alca de platina, o material foi colocado em um tubo com 2 mL de



alcool 70% e agitado em vortex, havendo precipitacdo o teste foi considerado
positivo(PAULO, 2010).

2.5 Qualidade fisioldgica de sementes de milho e feijao inoculadas com bactérias

promotoras de crescimento vegetal

Sementes de feijdo e milho oriundas do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA) foram submetidas a delineamento experimental em blocos casualizado com 11
tratamentos (10 isolados bacterianos inoculados e uma testemunha) e quatro repeticoes
de 25 sementes por tratamento. Para tanto, as sementes foram desinfestadas
superficialmente com solucdo de NaOCI 1,0 % por 5 min, seguida de lavagem em agua
destilada. Para a obtencéo do indculo, colbnias puras de bactérias foram incubadas em
meio de cultura liquido TSA 10,0 % (Trypcase Soy Agar), sob agitacdo (120 rpm, por
24 h a temperatura ambiente). Apds o crescimento, as culturas bacterianas foram
diluidas em solucdo tampdo PBS (8 g L™ de NaCl; 0,2 g L™ de KCL; 1,44 g L™ de
Na,HPOy; pH 7,4), de forma a atingir densidade oOptica de 0,095 (630 nm) (Lima, 2012).
As sementes permaneceram imersas nessa solucdo, por 30 min sob agitacéo.
Posteriormente, realizou-se a semeadura em substrato de papel tipo germitest,
umedecido com 2,5 vezes 0 seu peso com agua destilada na forma de rolo e depois
mantida em camera de germinacao (B.O.D.), por um periodo de 7 dias para o milho e 9
dias para o feijdo (temperatura de 25 + 5 °C e sob fotoperiodo de 12 h). O indice de
velocidade de emergéncia (IVE) foi determinado com a contagem diaria do nimero de
sementes germinadas (consideradas germinadas aquelas com emissdo da radicula) de
acordo com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), a partir do quarto e
quinto dia para milho e feijdo, respectivamente, ap0s a semeadura até se estabelecer a
emergéncia, como proposto por Maguire (1962). Para avaliagdo da promocédo do
crescimento vegetal realizou-se avaliagBes em todas as plantulas ao termino do periodo
experimental (aos sete dias apds a semeadura para milho e nove dias para feijao)
(BRASIL, 2009).

Foram avaliadas as seguintes variaveis: comprimento da parte aérea (CA),
comprimento da raiz (CR), realizados com auxilio de régua; porcentagem de plantulas
anormais (PA), consideradas anormais, plantulas com atrofiamento da raiz,

encurvamento do cauliculo, queima e escurecimento da radicula. Além das massas da



fitomassa verde (MV) e fitomassa seca de plantula (MS), estas analisadas em balanca de
precisdo, e a secagem do material vegetal realizada em estufa a 60 °C, até alcancar a

massa constante, segundo metodologia proposta por Oliveira (2012).
2.6 Andlise estatistica

Foi aplicada analise de variancia (ANOVA) e as médias separadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o programa estatistico SISVAR para
analise dos dados dos testes de germinagao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Promocao de crescimento vegetal

Em relacdo a producdo de acido indol acético (AlA), a figura 1 apresenta o

gradiente de produgé&o.

Figura 1. Teste de producdo de &cido indol acético (AlA) por bactérias. Gradiente de
coloragdo observado: (1) negativo; (2 a 4) positivo diferentes tonalidades de rosea

proporcional a concentracdo de AlA produzido.

Quando houve a adi¢éo do triptofano ao meio, nove linhagens foram capazes de
produzir AlA e apenas a linhagem UAGC159 - Bacillus cereus ndo produziu (Figura 2).
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Linhagens Bacterianas
Figura 2. Producdo de AIA com adicdo de triptofano por diferentes géneros
bacterianos. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade. (EN268 — Pseudomonas oryzihabitans, UAGC97- Pseudomonas sp.,
UAGC926- Stenotrophomonas sp., UAGC62-Pantoea sp., UAGC863-Bacillus sp.,
EN306-Pantoea sp., UAGC735-Rhizobium sp., UAGC738- Rhizobium sp., UAGC982-

Stenotrophomonas sp.).



Avaliando-se a via de producdo de AIA independente de triptofano, apenas as
linhagens UAGCG62 - Pantoea sp., EN306 - Pantoea sp., UAGC735 - Rhizobium sp.

foram positivas (Figura 3).
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Figura 3. Produgdo de AIA por via independente de triptofano. Letras iguais ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. (UAGC62-
Pantoea sp., EN306-Pantoea sp., UAGC735-Rhizobium sp.).

Trabalhos com bactérias produtoras de AlIA, como os de Marchioro (2005), com
gramineas e outros vegetais, e Costa et al., (2013) com feijdo caupi, Pereira et al.,
(2012) com linhagens oriundas de cana-de-agucar., e Dartora et al., (2013) em plantas
de milho afirmam que a principal via de sintese do AIA por bactérias é a via do
triptofano, entretanto o presente trabalho vem confirmar a utilizacdo de vias alternativas
como ja foi demonstrado por Costa et al., (2013) e Galvéo et al., (2012) corroborando

com os resultados obtidos neste experimento.

Apesar de algumas linhagens ja serem sabidamente solubilizadoras de fosfato
inorganico, optou-se por reavaliar todas no teste semiquantitativo, a fim de melhor
caracteriza-las. Foi observado que oito linhagens (EN268 - P. orizihabitans, UAGC97 -
Pseudomonas sp.,UAGC62 - Pantoea sp., EN306 - Pantoea sp., UAGC863 - Bacillus
sp., UAGC735 - Rhizobium sp.,,UAGC738 - Rhizobium sp.,UAGC982 -
Stenotrophomonas sp.). apresentam capacidade de solubilizacdo de fosfato, como

demonstrado na figura 4.
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Figura 4. Teste de solubilizacdo de fosfato, a seta indica o halo de solubilizagdo em

torno da coldnia bacteriana.

Quando avaliado o indice de solubilizacdo, a linhagem UAGC735 (Rhizobium
sp.) apresentou diferenca estatistica em relacdo as demais, apresentando um indice de
3,171. (Figura 5).
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Figura 5. indice de solubilizacéo de fosfato por diferentes géneros bacterianos, in vitro.
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott knott a 5% de
probabilidade. (EN268 — Pseudomonas oryzihabitans, UAGC97- Pseudomonas sp.,
UAGC62-Pantoea sp., UAGC863-Bacillus sp., EN306-Pantoea sp., UAGC735-
Rhizobium sp., UAGC738- Rhizobium sp.).



As bactérias com capacidade de solubilizagdo de fosfato aumentam a
disponibilidade de fosfato labil (disponivel as plantas), promovendo o desenvolvimento
vegetal em condicdes de campo (Verma et al., 2001; Gyaneshwar et al., 2002; Compant
et al., 2010). Segundo Shiomi et al. (2009), entre os géneros de bactérias mais eficientes
na solubilizacdo de fosfatos inorgénicos destacam-se Bacillus, Pseudomonas e

Rhizobium, estando tais resultados de acordo com nosso experimento.

A literatura relata que a capacidade dos micro-organismos em realizar a
solubilizacdo de fosfato estd ligada aos ciclos biogeoquimicos (Reith et al., 2007).
Souza et al., (2007) relatam que h&a maior disponibilidade de fosfato depende da fonte
de fosfato utilizada e do aumento do pH do meio. A solubilizacdo de fosfato também ¢é
dita como uma caracteristica fenotipica bacteriana que é geralmente utilizada para a
caracterizacdo de micro-organismos correlacionados com a promog¢édo de crescimento
das plantas (Dias et al., 2009; Jha et al., 2011).

Segundo Shiomi et al,. (2009), as bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico
vém recebendo a atencdo dos pesquisadores, principalmente, pela possibilidade de seu
emprego em programas de interacdo com bactérias fixadoras de N,. Ainda segundo
estes autores, entre 0s géneros de bactérias mais eficientes na solubilizacdo de fosfatos

inorganicos destacam-se Bacillus sp., Pseudomonas sp. e Rhizobium sp..

Para avaliacdo da producdo de exopolissacarideos, apenas as linhagens
UAGC159 (Bacillus cereus), UAGC62 — (Pantoea sp.), EN306 - Pantoea sp.
produziram EPS nas condi¢es utilizadas. A figura 6 demonstra a producédo de EPS em
torno da coldnia bacteriana em placa de Petri, bem como a confirmacéo da positividade
em tubo de ensaio contendo alcool a 70,0%.

A producdo de EPS pelos micro-organismos pode auxiliar na sobrevivéncia da
planta, esses agucares acumulam em torno das células bacterianas, permitindo que a
planta suporte determinados tipos de estresses ambientais como a seca, por temperatura
e hidrico (Barreto et al., 2011; Kavamura, 2012;).
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Figura 6. Producéo de exopolissacarideos por diferentes géneros bacterianos.

A identificagéo de linhagens positivas para solubilizacdo de fosfato, producéo de
exopolissacaridios (EPS) e produtoras de &cido indol acético (AlA) com e sem adicdo

de triptofano séo apresentadas na tabela 3.

Tabela 2. Caraceristicas qualitativas de linhagens avaliadas no teste de promogéo de

crescimento vegetal

Sigla Género Fosfato  EPS* AIA/CT**  AIA/ST***

UAGC159 Bacillus cereus - + - -

EN268 P. oryzihabitans + - + -
UAGC97 Pseudomonas sp. + - + -
UAGC926  Stenotrophomonas sp. - - + -
UAGC62 Pantoea sp. + + + +

EN306 Pantoea sp. + + + +
UAGC863 Bacillus sp. + - + -
UAGCT735 Rhizobium sp. + + + +
UAGC738 Rhizobium sp. + - + -
UAGC982  Stenotrophomonas sp. + - + -

*Exopolisscaridios
**Acido Indol Acético com adicdo de triptofano
*** Acido Indol Acético sem adicao de triptofano

3.2 Inoculagéo em feijao (Phaseolus vulgaris L.)

A avaliagdo do teste de germinacdo em feijdo demonstrou que ndo houve
diferenca significativa para a porcentagem de germinagéo pelo teste de Scott Knott a



5% de probabilidade, mesmo ndo havendo diferenca significativa quando observado 0s
valores Pantoea sp. (tratamento 5) apresentou 92% de germinacdo. O indice de
velocidade de germinacdo também ndo demonstrou diferenca estatistica no teste

realizado. Os dados séo apresentados na (tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacao de
sementes de feijao,

Tratamentos % Germinacao IVG*
T1 84,00 a1l 4,191 al
T2 81,00 a1 3,921 a1l
T3 90,00 a1 4,414 al
T4 83,00 a1 4,050 al
T5 92,00 al 4,500 al
T6 88,00 al 4,300 al
T7 82,00 a1l 3,907 al
T8 84,00 a1l 4,114 al
T9 80,00 a1 3,900 a1
T10 89,00 a1 4,350 al
T11 84,00 al 4,100 al

CV% 10,41 10,14

*Indice de Velocidade de Emergéncia

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Dentre as varidveis analisadas apenas a massa fresca da raiz apresentou
diferenca estatistica a 5,0% de probabilidade (Tabela 4), com o tratamento 5 (Pantoea
sp.) apresentando o maior valor 0,222g, valendo salientar que a linhagem é positiva para
todos os testes avaliados neste trabalho, outra caracteristica que merece destaque € que a
linhagem produz AIA tanto na presenca quanto na auséncia de triptofano, sabe-se que
esse fitorménio estimula a elongacéo de raizes, além de auxiliar na diferenciacéo celular
(Taiz; Zeiger, 2004), o que pode explicar tal resultado. No entanto esta ndo diferiu
estatisticamente de T2 (Pseudomonas orizihabitans), T4 e T10 (Stenotrophomonas sp.),
T6 (Bacillus sp.) T7 e T8 (Rhizobium sp), o que demonstra que todos os géneros

influenciaram positivamente esta variavel, nas condi¢des apresentadas.

Oliveira et al. (2014) comenta o uso de linhagens de Pantoea sp. na producdo de
insumos agricolas que promovem crescimento vegetal. Costa et al. (2013) identificou

bactérias do género Pantoea sp. em nodulos de feijao caupi (Vigna unguiculata L.), o



que demonstra a relacdo entre o vegetal e esse género bacteriano. Coattia et al. (2010),
trabalhando com rizébios isolados de nodulos de feijdo encontraram 100,0%, de
producdo de AIA nas linhagens avaliadas com a adicdo do aminoacido triptofano.
Fernandes et al., (2013) observou que linhagens de rizobios quando inoculadas em
feijdo além de caracteristicas de promoc¢do de crescimento vegetal também atuam no
controle do Meloidogyne javanica um dos principais problemas fiotossanitarios na

cultura do feijoeiro.

Tabela 4. Massa fresca, seca e comprimento de raizes e parte aérea de sementes de

feijdo.

Tratamentos Massa Fresca (Q) Massa Seca (Q) Comprimento (cm)
Raiz P. Aérea Raiz Raiz P. Aérea Raiz

T1 0,159a3 0,632al 0,215a1 2,380al 12,991al 8,240al

T2 0,211al 0,741al 0,230al 2,297al 13,651al 10,741al

T3 0,187a2 0,664al 0,245al 2515al 13,762al 9,406 al

T4 0,206al 0,698al 0,257al 2,375al 13,171al 8,802al

T5 0,222al 0,725al 0,255al1 2,432al 13915al 9,743al

T6 0,206al 0691al 0,255al1 2465al 13,321al 9,200al

T7 0,198al 0,726al 0,215al 2432al 14,091al 8,646al

T8 0,204al 0,688al 0,227al 2,255al 12,290al 8,277 al

T9 0,185a2 0,720al 0,242al 2,415al 12,674al 8,193al

T10 0,210al 0,726al 0,235al1 2,430al 13,872al 8,992al

T11 0,175a2 0,705al1 0,220al 2470al 12,092al 8,186al
CV% 7,53 8,00 16,85 9,87 8,72 12,87

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
3.3 Inoculacdo em milho (Zea mays L.)

Considerando a inoculagdo em sementes de milho, ndo houve diferenca
estatistica na porcentagem de germinacdo, ficando a média em torno de 99,0% de
germinacao. Avaliando o indice de velocidade de germinagdo mais uma vez nao ocorreu

diferenca significativa pelo teste de Scott Knott a 5,0% de probabilidade (Tabela 5).

Quando avaliada massa das raizes, ndo houve diferenca estatistica para massa
fresca. Contudo, para avaliacdo da massa seca, os tratamentos 9 (Rhizobium sp.) e 10
(Stenotrophomonas sp.) apresentaram um incremento significativo, quando comparado

ao tratamento controle (T11). Foi observado também que as outras linhagens



influenciaram negativamente a massa seca da raiz (Tabela 6). Considerando a parte
aérea, a massa fresca foi influenciada positivamente pelos tratamentos 1, 4, 6, 7, 8, 9, e
10. Em relacdo ao massa seca, apenas o T2 (P. oryzihabitans) ndo estimulou ganho
nessa caracteristica e os tratamentos T3 (Pseudomonas sp.), T4 (Stenotrophomonas sp.)

e T6 (Pantoea sp.) destacaram-se.

Tabela 5. Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo de

sementes de milho

Tratamentos % Germinacéo IVG
T1 25,00 al 4,191 al
T2 24,25al 3,921al
T3 24,75 al 4,414 al
T4 24,25 al 4,050 al
T5 24,50 al 4,500 al
T6 24,75 al 4,300 al
T7 24,50 al 3,907 al
T8 24,00 a1l 4,114 al
T9 24,75 al 3,900 al
T10 24,50 al 4,350 al
T11 24,75 al 4,100 al

CV% 2,19 10,14

*Indice de Velocidade de Emergéncia
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade.
Estudos vém sendo realizados para avaliar os beneficios da inoculacdo de

bactérias promotoras de crescimento vegetal na germinacdo de semente de gramineas.
Ramamoorthy et al. (2000) constataram incremento no percentual de germinagdo em
sementes de arroz (Oryza sativa L.) de lotes com alto e baixo vigor, inoculados com
Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense.

O género Rhizobium é amplamente difundido em literatura por apresentar
capacidade de producdo de AlA tanto pela via que utiliza 0 aminoécido triptofano como

precursor quanto por vias alternativas (Coattia et al., 2010; Costa et al., 2013, )

Todas as linhagens que promoveram incremento sao produtoras de AlA. Os
micro-organismos capazes de produzir auxina podem exercer amplo efeito sobre o
desenvolvimento da planta, incluindo beneficios na germinagdo, emergéncia e

crescimento vegetal (Araujo et al., 2013; Mia et al., 2012). Com a melhoria do



desenvolvimento e arquitetura do sistema radicular, as plantas infectadas elevam sua
capacidade de absorcdo de &gua e de nutrientes do solo e por consequéncia, aumentam
seu desenvolvimento e as chances do estabelecimento da cultura (Malhotra &
Srivastava, 2009; Puente et al., 2009; Machado et al., 2013).

Tabela 6. Massa fresca, seca e comprimento de raizes e parte aérea de sementes de
milho, letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade.

Massa Fresca Massa Seca Comprimento
Tratamentos

Raiz P. Aérea Raiz P. Aérea Raiz P. Aérea
Tl 0,312 al 0,703 al 0,024 a4 0,257 a2 13,094 a2 5,523 al
T2 0,294 al 0,611 a2 0,022 a4 0,224 a3 13,179 a2 5,711 a2
T3 0,313 al 0,656 a2 0,027 a3 0,266 al 12,850 a2 5,047 a2
T4 0,339 a1 0,684 a1l 0,028 a2 0,266 al 13,783 a2 5,532 a2
T5 0,319 a1 0,640 a2 0,026 a3 0,252 a2 14,317 al 5,942 a2
T6 0,339 a1 0,724 a1l 0,024 a4 0,234 a1l 14,548 al 5,821 a2
T7 0,377 al 0,731 al 0,031 a2 0,255 a2 15,197 a2 5,920 a2
T8 0,324 a1l 0,727 al 0,030 a2 0,255 a2 13,651 a2 6,135 a2
T9 0,332 al 0,751 al 0,032 a1 0,255 a2 13,937 a2 6,915 al
T10 0,349 al 0,686 al 0,035 a1l 0,251 a2 15,129 al 7,313 al
T11 0,307 al 0,603 a2 0,029 a2 0,224 a3 12,866 a2 5,681 a2

CV% 8,88 9,15 6,61 3,32 6,30 9,86

Houve diferenca quanto a massa fresca e seca de raizes de milho. Conceicéo et
al. (2008), ao avaliar plantas de milho inoculadas com bactérias endofiticas, concluiram
que a introducdo das bactérias promoveu maior desenvolvimento da parte aérea das
plantas, sem interferir na matéria seca da mesma, fato atribuido, a acdo das mesmas
sobre o alongamento celular, pela turgescéncia vacuolar. Entretanto, resultados
divergentes foram encontrados por Kim et al. (2012), com a inoculacdo promovendo
aumento de 50,0 % na massa fresca em plantulas de P. virgatum e Kelemu et al. (2011),
observaram incremento na massa de raiz e parte aérea de B. brizantha CIAT 6294,

cultivar Marandu, inoculadas com bactérias promotoras de crescimento vegetal.



4 CONCLUSOES

Diferentes géneros bacterianos (Bacillus sp., Pantoea sp., Stenotrophomonas sp.,
Rhizobium sp. e Pseudomonas sp.) influenciaram positivamente o0 processo de
germinacdo de milho e feijdo, apresentando potencial para promog¢éo de crescimento
vegetal em experimentos de casa de vegetacdo e campo.
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CAPITULO Il

Desenvolvimento do milho (Zea mays L.) associado com diferentes géneros

bacterianos potencialmente promotores de crescimento vegetal



RESUMO

A promocdo de crescimento vegetal € um dos varios processos obtidos a partir
da interacdo bactéria-planta. As bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCPs) séo encontradas em habitats naturais, e colonizam de forma interna e externa
orgdos e tecidos vegetais. Assim sendo, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
atuacdo de diferentes géneros bacterianos em milho aos 45 e 75 dias de cultivo em casa
de vegetacdo. Para tanto, sementes foram inoculadas com diferentes linhagens
UAGC863 (Bacillus sp.), UAGC982 (Stenotrophomonas sp.), UAGC738 (Rhizobium
sp.) e UAGC62 (Pantoea sp.) e ainda um tratamento com NPK e um controle (sem
indculo). O experimento foi instalado em casa de vegetacdo em area da Unidade
Académica de Garanhuns, o semeio foi feito em vasos de plastico com volume de 10
litros contendo solo, foram adicionadas cinco sementes por vaso e feito o desbaste aos
15 dias. Durante todo o experimento a irrigacao foi feita de acordo com a capacidade de
campo e foram realizados tratos culturais para o bom funcionamento do experimento.
Foram analisadas altura, numero de folhas, diametro de colmo, massa fresca e seca de
raiz e parte aérea e comprimento de raiz e parte aérea. Foi observado que os géneros
Bacillus sp., Stenotrophomonas sp., Rhizobium sp. e Pantoea sp. possuem potencial
para promocgao de crescimento vegetal nas condi¢des analisadas incrementando altura,
comprimento e massa seca de plantas de milho. A linhagem UAGC738 (Rhizobium sp.)
foi a Unica superior ao tratamento quimico para massa seca de parte aérea aos 45 dias de
cultivo.Na comparacdo em relacdo ao controle (sem indculo) altura, massa fresca e seca
de raiz foram significativos aos 45 dias de cultivo. E que quando aos 75 dias de cultivo
o tratamento contendo o mix das quatro linhagens apresentou maior incremento em

relacdo a inoculacdo de apenas um inéculo.



ABSTRACT

The promotion of plant growth is one of several processes derived from the bacteria-
plant interaction. The bacteria that promote plant growth (BPCPs) are found in natural
habitats, and colonize internal and external organs and plant tissues form. Therefore,
this study aimed to evaluate the performance of different bacterial genera in corn after
45 days of cultivation in the greenhouse. Therefore, seeds were inoculated with
different strains UAGC863 (Bacillus sp.), UAGC982 (Stenotrophomonas sp.),
UAGC738 (Rhizobium sp.) And UAGC62 (Pantoea sp.) And even a treatment with
NPK and control (without inoculum). The experiment was conducted in a greenhouse in
the area of Academic Unit of Garanhuns, sowing was done in plastic pots with a volume
of 10 liters containing soil were added five seeds per pot and made the thinning at 15
days throughout the experiment irrigation was done according to field capacity and
were held cultural practices for the proper functioning of the experiment. Height were
analyzed, number of leaves, stem diameter, fresh and dry weight of root and shoot and
root length and shoot. It was observed that Bacillus sp., Stenotrophomonas sp.,
Rhizobium sp. and Pantoea sp. have the potential to promote plant growth under the
conditions examined increasing height, length and dry weight of maize plants. he
UAGCT738 strain (Rhizobium sp.) Was the only superior to chemical treatment for dry
weight of shoots at 45 days of cultivation.. Compared to the control (without inoculum)
height, fresh and dry weight of root were significant at 45 days of cultivo. E that when
after 45 days of cultivation treatment containing the mix of the four strains showed

higher increase compared to inoculation only one inoculum.



1 INTRODUCAO

O vegetal € um amplo e diversificado nicho para colonizagdo bacteriana
(Compant et al., 2010), podendo habitar diversos érgdos vegetais, como raizes, caules,
folhas, sementes, frutos, pdlen, e dentro de nodulos de leguminosas (Rosenblueth;
Martinez-Romero, 2006; Magnani et al., 2010). As bactérias ja foram isoladas de uma
ampla variedade de plantas, como as gramineas, cana-de-acucar (Pereira et al., 2012),
trigo (Spaepen et al., 2008), milho (Szilagyi-Zecchin et al., 2014), gramineas forrageiras
(Reis Junior et al., 2008; Dubeux et al., 2014), cactaceas, como a palma forrageira (Lyra
et al., 2013), Mammillaria fraileana (Lopez et al., 2012) e em leguminosas, como
gliricidia (Jalonen et al., 2009), soja (Kuklinsky-Sobral et al., 2004), sabia (Freitas et al.,
2010) e alfafa (Martinez et al., 2014).

O milho (Zea mays L.) é uma das gramineas mais cultivadas no mundo, sendo
considerada uma das culturas mais antigas e estudadas (Schneider et al., 2012). Pertence
a familia Poaceae, constitui-se em um dos principais cereais, por possuir alto potencial
produtivo, por sua composicdo e valor nutritivo (Fancelli; Dourado Neto, 2004). O
United States Department of Agriculture (USDA) prevé, em seu 9° levantamento da
safra mundial de milho 2014/15, uma producdo global de 988,1 milhGes de toneladas,
deste total o Brasil representa 75 milhdes de toneladas o que Ihe garante o quarto lugar
na producdo mundial. Do seu total de produgdo 19,5 toneladas sdo estimadas para
exportacdo (FIESP, 2015). Além de ser considerada uma cultura de subsisténcia do
Nordeste brasileiro (Brito et al., 2012). Muitos sdo os trabalhos que demonstram os
beneficios da interacdo desta graminea com bactérias: solubilizacdo de fosfato por
Pseudomonas fluorescens (Chaves et al., 2013) e incremento nos teores de potassio

também por Pseudomonas fluorescens (Oliveira et al., 2012).

A promocdo de crescimento vegetal € um dos varios processos obtidos a partir
da interacdo bactéria-planta, as bactérias promotoras de crescimento em plantas
(BPCPs) séo encontradas em habitats naturais, e colonizam de forma interna e externa
Orgaos e tecidos vegetais (Compant et al., 2010). Micro-organismos como bactérias que
habitam o interior dos tecidos vegetais podem acarretar efeitos positivos através da

promoc¢do de crescimento vegetal, seja por meio da disponibilizacdo de nutrientes,



producdo de reguladores de crescimento vegetal, efeito antagbnico a patdgenos ou

producdo de antibidticos (Rosenblueth; Martinez-Romero, 2006;).

Dentre estes processos 0s micro-organismos podem atuar com a fixacdo
bioldgica de nitrogénio (Moreira et al., 2010; Vitorazi Filho et al., 2012), producdo de
fitohorménios como o &acido indol acético (AlA), e solubilizacdo do fosfato inorgénico
existente no solo, de forma a deixa-lo disponivel para os vegetais(Speapen et al., 2008).
Tais caracteristicas tem por consequéncia a diminuigdo do uso de adubos quimicos, o
que representa beneficios econdmicos além de minimizar impactos de fertilizantes sobre
0 meio ambiente (Farias et al., 2012; Lira-Cadete et al., 2012; Pereira et al., 2012;
Santos et al., 2012).

Diversos sdo 0s géneros bacterianos com caracteristicas de crescimento vegetal,
Telke et al. (2011) e Ladeira et al. (2012) mostraram atuacdo de linhagens do género
Bacillus sp. na producdo de enzimas para diferentes finalidades. Li et al. (2008)
observaram que linhagens do género Pantoea sp. isoladas de plantas de soja tem
caracteristicas para fixacao bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producao
de acido indol acético. Alizadeh et al. (2013) verificou a capacidade de resisténcia a
insetos por meio de bactérias do género Pseudomonas sp. em pepino. Patil et al. (2014)
observaram bactérias do género Rhizobium sp. com caracteristicas para tolerancia a
salinidade o que pode auxiliar o desenvolvimento de plantas submetidas a tais
condicdes. Estudos de Fang-Bo et al. (2012) encontraram caracteristicas na degradacéo
de endosulfan (inseticida altamente tdxico) do solo por Stenotrophomonas sp.
demonstrando assim seu potencial para biorremediagéo.

Portanto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atuacdo de diferentes
géneros bacterianos promotores do crescimento de plantas em milho aos 45 e 75 dias de

cultivo em casa de vegetacao.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas quatro linhagens bacterianas isoladas de raizes de cana-de-agucar
de diferentes géneros: UAGC863 (Bacillus sp.), UAGC62 (Pantoea sp.), UAGC738
(Rhizobium sp.) e UAGC982 (Stenotrophomonas sp.). As mesmas pertencem a colecao
de culturas bacterianas do Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana
(LGBM) da Unidade Académica de Garanhuns (UAG/UFRPE). A tabela 1 apresenta os

tratamentos e as respectivas caracteristicas das linhagens utilizadas.

Tabela 1. Linhagens bacterianas utilizadas no teste de promoc¢éo de crescimento em

plantas de milho

Tratamento Género Codigo Referéncias Isolamento  Caracteristicas
Tratamento 1 Bacillus sp. UAGC863 Lima, 2012 FBN/AIA/P
Tratamento 2 Pantoea sp. UAGC62 Silva, 2011 FBN/EPS
Tratamento 3 Rhizobium sp. UAGC738 Costa, 2010 FBN/P/AIA
Tratamento 4 Stenotrophomonas sp. UAGC982 Ramos,2011 AIA/P
Tratamento 5* Mix

Tratamento 6 NPK

Tratamento 7 Sem indculo

*Linhagens dos tratamentos um, dois, trés e quatro.

- NPK — Nitrogénio, fosforo e potassio

- AlA=Produtora de &cido indol acético; P= Solubilizadora de Fosfato Inorganico; FBN= Fixacao
Bioldgica de Nitrogénio

2.2 Cultivo bacteriano
As linhagens bacterianas foram repicadas em placas de Petri contendo meio TSA
(Trypcase Soy Agar), para obtencéo de colonias isoladas. Em seguida, colonias isoladas

foram inoculadas em 5 mL de TSA liquido e incubadas por 24 horas sob agitacdo

constante (120 rpm).
2.3 Sementes de milho (Zea mays L..)

As sementes utilizadas sdo da variedade S&o José, cultivar rastica para o

semiarido e regides similares. E uma cultivar desenvolvida por pesquisadores do IPA



(Instituto Agrondmico de Pernambuco) e vem sendo mantida por meio de sele¢do nas
Estacbes Experimentais do IPA, visando a estabilidade de produgdo e fixacdo de

caracteristicas agrondmicas de interesse (IPA, 2014).

2.4 Inoculagdo em milho avaliado aos 45 e 75 dias de desenvolvimento da

cultura do milho

Foram estabelecidos sete tratamentos, quatro em sistema de cultivo Unico (uma
linhagem apenas), um mix (mistura das quatro linhagens em apenas um tratamento), um
controle absoluto (sem presenca de inoculo bacteriano ou de qualquer outro tratamento)
e um controle adicional (contendo nitrogénio, fosforo e potédssio com quantidades

estimadas diante da anélise de solo).

cultivadas em meio TSA liquido foram diluidas em tampdo PBS (Phosphate
Buffered Saline) (Kuklinsky-Sobral et al., 2004) para obtencdo de indculos em torno de
10° UFC mL?, com leituras realizadas em espectrofotdmetro a 630 nm (Lima, 2012).
As sementes foram colocadas na solucdo contendo o indculo e apenas em solugdo no
caso das sementes usadas nos tratamentos dos controles e mantidas sob agitacédo
constante de 120 rpm durante 30 min, passado este tempo a solucéo foi coada em papel
filtro. As sementes foram levadas para casa de vegetacdo para serem semeadas em vasos
de material plastico contendo solo oriundo da unidade Académica de Garanhuns, as

caracteristicas do mesmo séo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3. Andlise quimica do solo utilizado no experimento de inoculagdo de
bactérias potencialmente promotoras de crescimento vegetal em milho Zea mays L.

cultivar Séo José, camada de 0,0 a 0,2 m, no municipio de Garanhuns — PE.

- P K Ca Mg Ca+ Mg Al3 H + Al
P mg 15 S 71 S10) | —
6,1 5,22 0,246 4,7 2,8 7,5 0,3 0,65

Foram colocadas cinco sementes por vaso e quinze dias apos a germinacéo foi
feito desbaste permanecendo apenas uma planta por vaso, a irrigagdo foi feita

diariamente de acordo com a capacidade de campo e semanalmente era feito o controle



das plantas invasoras no solo dentro do vaso e também na area onde 0s vasos se
encontravam objetivando evitar o ataque por pragas e contaminacdo por doengas. As
analises foram feitas aos 15 e 30 dias ap6s a germinacdo. Durante o desenvolvimento da
cultura, foi realizada a estimativa do teor de clorofila foliar com a utilizacdo do
clorofildmetro portétil ClorofiLOG® (modelo CFL 1030), que por meio de sensores,
analisa trés faixas de frequéncia de luz e através de relacfes de absorcdo de diferentes
frequéncias, fornece medicgdes dos teores das clorofilas a, b e total (a+b), expressas em
unidades dimensionais chamadas indice de Clorofila Foliar (ICF). Foi avaliado também
didametro de colmo usando paquimetro no primeiro entrend acima do colo da planta,
(Hanashiro et al., 2013), altura de planta (medi¢do do colo até a insercdo da folha
“bandeira”) (Kappes et al., 2013). Foram realizadas ainda contagens de folhas

objetivando identificar o estagio fenoldgico da cultura (Weinsmann, 2008).

Quando o experimento foi retirado da casa de vegetacdo aos 45 dias apés a
emergéncia, as plantas foram levadas ao laboratério para analise de massa fresca de raiz
e parte aérea e comprimento de raiz e parte aérea. Em seguida, as plantas foram
acondicionadas em estufa de secagem sob temperatura de 65°C até obtencdo de peso
constante, para entdo ser avaliada massa seca. Em paralelo, foi realizado um segundo
experimento avaliando as mesmas caracteristicas com o tempo de cultivo diferente, 75

dias apds a emergéncia.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pela estimativa F de Fisher-
Snedecor e quando detectadas diferencas significativas, procedeu-se com o teste de
comparacdo de médias por Tukey a 5,0% de probabilidade. O teste de Tukey é usado na
analise de variancia para comparar todo e qualquer contraste entre duas meédias de
tratamentos. E o teste de comparacio de médias de tratamentos mais usado na
experimentacao agropecudria, por ser bastante rigoroso e de facil aplicacdo (Ferreira,
1991). Para as médias de comparacdo das medias de tratamentos com inoculo
bacteriano em relacdo aos controles foi aplicado Dunnett a 5,0% de probabilidade

utilizando o software SAEG® Sistema para Anélises Estatisticas, Versao 9.1.



3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Avaliacdo em milho com 45 dias de cultivo apds a inoculagio

Tabela 4. Médias de altura, nUmero de folhas, diametro do colmo, clorofila a, b e total

de plantas de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos aos 45 dias de

cultivo.
. Diametro . . .
. Altura Ndmero Clorofila  Clorofila  Clorofila
Cédigo Tratamento (cm) Folhas %(;I m)o A B Total
UAGC62 Pantoea sp. 69,45 a 5,60 a 12,40 a 28,12 a 554 a 33,66 a
UAGC 982 Stenotrophomonas
71,35 a 6,00 a 12,43 a 25,34 a 477 a 30,11a
sp.
UAGC 738 Rhizobium sp. 73,10 a 5,30 a 12,06 a  26,88a 5,30 a 32,18 a
UAGC 863 Bacillus sp. 70,100a 520a 1241a  2533a 475 a 30,08 a
- Mix* 70,800a 540a 1191a 26,20a 473 a 30,93 a
CV (%) 14,29 a 11,53 10,25 11,22 20,77 12,18

*Muistura dos demais tratamentos.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ainda na avaliacdo dos tratamentos com inoculos bacterianos, massa fresca e
comprimento de raiz e parte aérea ndo apresentaram diferenca estatistica, mas quando
avaliado massa seca de raiz e parte aérea, foi observado que os tratamentos contendo
Bacillus sp. e Stenotrophomonas sp. apresentaram maiores médias em relacdo aos
demais para massa da raiz. Para 0 massa da parte aérea, destacou-se o tratamento

contendo Rhizobium sp. Os resultados estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5. Médias de comprimento, massa fresca e seca de raiz e parte aérea de plantas

de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos aos 45 dias de cultivo.

Codigo Tratamento Me}ssa Fresca (,g) M.assa Seca (g,) Cor.nprimento (<’:m)
Raiz P. Aérea Raiz P.Aérea  Raiz P. Aérea
UAGC62 Pantoea sp. 66,83a 5590a 49,00 c 8,29¢c 4350a 12530a
UAGC 982  Stenotrophomonassp. 73,47a 50,70a 63,78b 854c 3840a 122,90a
UAGC 738 Rhizobium sp. 64,14a 59,69a 4426d 26,98a 46,10a 12590a
UAGC 863 Bacillus sp. 7720a 52,3la 67,79a 840c 39,10a 124,50a
Mix* 6591a 57,79a 44,13d 943b 3980a 122,80a

CV (%) 18,21 17,00 2,42 4,82 16,33 5,93

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



A tabela 6 apresenta a avaliacdo dos tratamentos com indculo bacteriano
comparado com a adubagdo quimica. Os parametros altura, diametro de colmo, clorofila
a, b e total ndo apresentaram diferenca estatistica, o que demonstra que as linhagens
obtiveram valores equivalentes ao NPK nas condi¢des estudadas. Ja quando avaliado
numero de folhas observou-se que o tratamento com adubacdo quimica foi superior aos

demais

Tabela 6. Meédias de altura, nimero de folhas, diametro do colmo, clorofila a, b e total
de plantas de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos comparadas com
tratamento contendo adubacdo quimica aos 45 dias de cultivo.

Altura Numero Diametro Clorofila Clorofila Clorofila

Codigo Tratamentos (cm) Folhas Colmo A B Total

- NPK 73,8 6,8 12,518 25,24 4,97 30,21
UAGC62 Pantoea sp. 69,45N  56%  12401M 2812M 554N 3366N
UAGC 982  Stenotrophomonassp. 71 35NS 6* 12,433NS  2534NS 477N 30,11MS
UAGC 738 Rhizobium sp. 731N 53*  12068N° 2688N 53N 3218NS
UAGC 863 Bacillus sp. 701N 52x  12416M 2533N 475N 30,08"
- Mix* 708N 54*  11017M 262N 473N 30,03N8
DMS 11.684 07735 1.4691  3.6104 1.3899  4.7358

(*) Significativo superior ou inferior ao NPK, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade;
(NS) N&o significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade.

Massa fresca de raiz e comprimento de raiz de milho ndo diferiram
estatisticamente entre os tratamentos com inoculacdo de BPCV e do NPK. A massa
fresca da parte aérea no tratamento com adubo quimico obteve melhor média, para a
massa seca de raiz os tratamentos com Rhizobium sp. e 0 mix de todas as linhagens se
mostraram equivalentes a0 NPK, e todos 0s outros se apresentaram superiores ao
mesmo. Na avaliacdo da massa seca da parte aérea todos os tratamentos contendo
indculo foram superiores ao controle, com destaque para o tratamento com Rhizobium
sp. que apresentou média de 26,981 g, massa quase 50% superior em relacdo ao NPK,

como mostra a tabela 7.



Tabela 7. Médias de comprimento, massa fresca e seca de raiz e parte aérea de plantas

de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos comparadas com tratamento

contendo adubacdo quimica aos 45 dias de cultivo.

Massa Fresca (g) Massa Seca (g) Comprimento (cm)
Cadigo Tratamentos . P. . P. . ,

Raiz Aérea Raiz Aérea Raiz P. Aérea

NPK 66,681 71,052 43921 13,676 389 123,9
UAGC62 Pantoea sp. 66,826"°  55901* 49,005  8,292*  435NS  1253MNS

Stenotrophomonas

UAGC 982 - 73,466 ™S 50’;975 63,782  8,549*  384NS  1229MNS
UAGC 738  Rhizobium sp. 6a,144% 596" 106N sgogix 461 12591
UAGC 863 Bacillus sp. 77,201N 52313«  67,79*  8406* 39,1  1245M
Mix* 6591N°  57,788* 44131NS  9431* 398N 122,8MNS

DMS 13.408 11498  1.4976 071  7.8346  8.694

(*) Significativo superior ou inferior ao NPK, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade;
(NS) Néo significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade.

A tabela 8 apresenta a comparacdo de altura, nimero de folhas, didmetro do

colmo e clorofila a, b e total dos tratamentos com inéculo e controle (sem indculo). A

altura do controle foi inferior a altura dos demais tratamentos, o nimero de folhas ndo

apresentou diferenca estatistica.

Tabela 8. Médias de altura, nimero de folhas, diametro do colmo, clorofila a, b e total

de plantas de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos comparados ao

tratamento sem indculo aos 45 dias de cultivo.

- Altura Namero Diametro Clorofila  Clorofila  Clorofila
Codigo Tratamentos (cm) Folhas Colmo A B Total
Sem inéculo 54 5,3 10,917 32,96 9,46 42,42

UAGC62 Pantoea sp. 69,45% 5,6\ 12,401*  28,12* 5,54* 33,66

Stenotrophomonas

UAGC 982 - 71,35* 6 NS 12,433* 2534 4,77* 30,11*
UAGC 738 Rhizobium sp. 731* 53" 12068  26,88* 5,3% 32,18*
UAGC 863 Bacillus sp. 70,1* 5,2 NS 12,416* 25,33* 4,75* 30,08*

Mix* 70,8 54N 11917N  26,2% 4,73*% 30,93*

DMS DMS 11.684  0.7735 1.4691 3.6104  1.3899 4.7358

(*) Significativo superior ou inferior a testemunha, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5% de
probabilidade; (NS) Néo significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5% de probabilidade.



Para o didametro do colmo, Rhizobium sp e 0 mix das linhagens bacterianas nao
diferiram estatisticamente do controle, mas Pantoea sp., Bacillus sp., e
Stenotrophomonas sp. foram todos superiores ao controle. Para a clorofila a, b e total o

controle se mostrou superior a todos os tratamentos com inoculos bacterianos.

A tabela 9 apresenta dados de comprimento, massa fresca e seca de raiz e parte
aérea, foi observado que todos os tratamentos com indculo apresentaram dados
superiores ao tratamento sem indculo para massa fresca e seca de raiz, para massa fresca
e comprimento de parte aérea nao houve diferenca significativa, no entanto para massa
seca de raiz o tratamento (UAGC738) Rhizobium sp. apresentou 6timos valores em

relacdo aos demais tratamentos.

Tabela 9. Médias de comprimento, massa fresca e seca de raiz e parte aérea de plantas
de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos comparadas ao tratamento sem

indculo aos 45 dias de cultivo.

Codiao Tratamentos Massa Fresca Massa Seca Comprimento

g Raiz P. Aérea Raiz P. Aérea Raiz P. Aérea

- Sem inoculo 40,605 51,836 32,276 11,671 37,5 120,6
UAGC62 Pantoea sp. 66,826*  55,901N° 49,005* 8,202* 435N 1253NS

Stenotrophomonas

UAGC 982 5 73,466* 50,709 63,782* 8,549* 384N 1229NS
UAGC 738 Rhizobium sp. 64,144* 59,696"°  44,264* 26,981*  46,1*  1259"°
UAGC 863 Bacillus sp. 77,201* 52,313 67,79% 8,406* 39,1 1245NS
- Mix* 65,91*  57,788NS 44,131* 9,431*  39,8NS 122,8NS

DMS 13.408 11.498 1.4976 0.71 7.8346 8.694

(*) Significativo superior ou inferior a testemunha, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de

probabilidade;

(NS) Néo significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade.

A altura da planta foi medida do colo até a inser¢ao da folha “bandeira” (Muller,
2013; Kappes, 2013). O tratamento 3, no qual foi usado Rhizobium sp., mesmo néo
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, contendo indculo bacteriano,
apresentou o melhor resultado em relagdo aos demais, obtendo média de altura entre as
repeticbes de até 73 cm. Diversos sdo os trabalhos que mostram a associacao entre
rizobios e o feijoeiro enfatizando principalmente o incremento deste género bacteriano

na fixagdo bioldgica de nitrogénio. Roesch et al (2008) perceberam esta associa¢do ao



aplicar a técnica de sequenciamento do nifH em linhagens encontradas em colmos e

raizes de milho.

Ao avaliar a quantidade de folhas completamente desenvolvidas, foi observado
que ndo houve diferenca estatistica independente do tratamento ou quando comparados
a ambos os controles. Segundo Weismann et al. (2008) todos os tratamentos encontram-
se num mesmo estado fenoldgico, o V3 que € caracterizado por trés folhas completas,
ou seja, totalmente desenvolvidas. Tais resultados caracterizam certo retardo no
desenvolvimento da cultura, uma vez que o estadio V3 € apresentado ja aos 15 dias apds
a emergéncia da planta, no entanto, tal resultado ndo é atribuido aos tratamentos com
linhagens bacterianas uma vez que os tratamentos sem bactéria encontram-se na mesma

situacdo, mas sim a fatores intrinsecos da variedade ou das condi¢des utilizadas.

Quando avaliado o diametro do colmo de plantas de milho aos 15 dias ap6s a
emergéncia ndo houve diferenca estatistica quando comparados os tratamentos com
inoculo bacteriano, nem quando avaliado em comparacdo ao controle quimico. Ja
quando comparados os tratamentos com indculo em relagdo ao controle sem indculo,
trés dos cinco tratamentos foram superiores ao controle (Pantoea sp.,
Stenotrophomonas sp. e Bacillus sp.). Castro et al. (2008) afirmam que esta
intimamente relacionada a capacidade de acumular e transferir carboidratos do colmo
para 0 enchimento de grdos com sua capacidade produtiva. Demonstrando a
importancia do didametro do colmo que quanto mais espesso mais carboidrato ird
transferir para o enchimento dos grdos aumentando assim a producdo da cultura e,
consequentemente, a interacdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal ird

estimular esta caracteristica.

Para avaliacdo de massa fresca das raizes do milho, ndo houve diferenca
estatistica quando realizada comparacdo dentre os tratamentos inoculados e dos
tratamentos inoculados em relagdo ao NPK, no entanto quando comparados tratamentos
inoculados com o controle (sem inoculo) todos os tratamentos com indculo bacterianos
apresentaram médias superiores, merecendo destaque o tratamento inoculado com
Bacillus sp. que obteve a maior média e 0 mesmo foi mantido na avaliacdo de massa

seca, desta vez em todos os testes aplicados. Tais resultados corroboram com os de



Araujo, (2013), que conseguiu implemento de matéria seca ao inocular Bacillus subtilis

também em milho.

Na avaliacdo de massa fresca da parte aérea das plantas de milho, quando a
comparacao foi feita entre os indculos ndo houve diferenca estatistica, na comparagédo
dos inoculos em relacdo ao NPK apenas o tratamento com Rhizobium sp. apresentou
média equivalente e quando comparados inoculos e controle ndo houve diferenca
estatistica. Para a massa seca da parte aérea, observou-se que Rhizobium sp. apresentou
os melhores resultados em todas as analises, sendo superior inclusive em relacdo ao

NPK, com incremento de quase 50% a mais que este.

A avaliacdo de comprimento de raiz ndo diferiu estatisticamente entre 0s
tratamentos inoculados, nem entre in6culos em comparacdo ao NPK, ja quando avaliado
em relacdo ao controle (sem in6culo) o tratamento Rhizobium sp. obteve média superior
que os demais. O comprimento de parte aérea ndo diferiu estatisticamente em qualquer

das situacdes apresentadas.

Foram analisados ainda os teores de clorofila a e b e clorofila total, este
parametro ndo diferiu estatisticamente dentre os indculos e dentre indculos versos NPK,
sendo que quando comparado ao controle (sem indculo) este apresentou maior producédo
de clorofila a, b e total. Tais resultados diferem de Garcia et al., (2013) e Biachet et al.,
(2013) que ao inocular diferentes linhagens bacterianas em cana-de-agucar e arroz,
respectivamente, observaram maiores teores de clorofila nas plantas com inéculo. As
clorofilas sdo pigmentos que convertem radiacdo luminosa em energia, sob a forma de
ATP e NADPH. Estando assim estreitamente relacionadas com a efic
fotossintética das plantas e, em consequéncia, ao seu crescimento e adaptabilidade a
diferentes ambientes. Estdo presentes nos vegetais superiores nas formas a e b, e sdo
constantemente sintetizadas e destruidas em processos influenciados por fatores internos
e externos as plantas. Entre os fatores externos, o N se destaca por integrar a estrutura
molecular das plantas e também por atuar em alguma etapa das reacBes que levam a

sintese desses pigmentos (Taiz & Zeiger, 2002;).

A concentracdo de clorofila das folhas correlaciona-se positivamente com a

concentracdo foliar de N uma vez que 70,0% do N contido nas folhas estdo nos



cloroplastos que participam da sintese e da estrutura das moléculas de clorofila e

influenciam o desenvolvimento e a producdo das culturas (Nogueira et al., 2013).

3.2 Avaliacédo em milho com 75 dias de cultivo apds a inoculacdo

A avaliacdo da altura, numero de folhas, clorofila a, b e total aos 75 dias de
cultivo apos a inoculagao bacteriana, os tratamentos contendo indculo bacteriano néo

apresentaram diferenca significativa ( Tabela 10).

Tabela 10. Médias de altura, nimero de folhas, diametro do colmo, clorofila a, b e total
de plantas de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos aos 75 dias de

cultivo.
, Diametr  Clorofil . .
- Altura Namero Clorofila  Clorofila
Codigo Tratamento (cm) Folhas 0 a b Total
Colmo A
29,940
UAGC62 Pantoea sp. 129,400a 8,100a 13,945a 5,140a 35,080 a
a
Stenotrophomonas 28,250
UAGC 982 121,400 a 7900a 14,927 a 4640a 32,890a
sp. a
. 113,442 28,420
UAGC 738 Rhizobium sp. 123,600a 8,100 a 4,780a 33,200 a
a a
) 28,320
UAGC 863 Bacillus sp. 120,600 a 7,800a 14,939a 4730a 33,050a
a
. 7,70750 26,460
- Mix* 124,200 a 13,726 a 4380a 30,840a
a a
CV (%) 10,84 12,20 16,24 9,99 21,61 11,34

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5,0% de probabilidade.

A massa fresca e seca das de raizes e parte aérea de plantas de milho demonstrou
que quando comparados os tratamentos com diferentes géneros bacterianos e um mix
dos géneros ndo houve diferenca estatistica para massa fresca, e para massa seca apenas
a raiz apresentou diferenca significativa apresentando a melhor meédia o tratamento

contendo o mix das linhagens.



Tabela 11. Médias de massa fresca e seca de raiz e parte aérea de plantas de milho

inoculadas com diferentes géneros bacterianos aos 75 dias de cultivo.

Massa Fresca (g) Massa Seca (g)
Cédigo Tratamento

Raiz P. Aérea Raiz P. Aérea
UAGC62 Pantoea sp. 129,643a 143,568 a 51,052 b 26,032 a
UAGC 982 Stenotrophomonas sp.  173,431a  145,690a 62,576 ab 27,822 a
UAGC 738 Rhizobium sp. 176,975a  143,423a 60,546 ab 26,315 a
UAGC 863 Bacillus sp. 125,740a 145,507 a 50,038 b 28,353 a
- Mix* 177,755a 141,759 a 78,733 a 28,353 a

CV (%) 42,908 22,362 34,675 23,414

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5,0% de probabilidade.

Quando comparados tratamentos com apenas um inoculo e mix com o
tratamento adicionado de NPK altura e nimero de folhas ndo diferiram estatisticamente
0 que demonstra que as linhagens bacterianas promoveram incremento equivalente ao
insumo quimico para estas caracteristicas nas condi¢des apresentadas. Para as varidveis
diametro de colmo, clorofila a, b e total o tratamento NPK apresentou resultados

superiores (Tabela 12).

Tabela 12. Médias de altura, nimero de folhas, didmetro do colmo, clorofila a, b e total
de plantas de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos comparadas com
tratamento contendo adubagdo quimica aos 75 dias de cultivo pelo teste de Dunnett a
5,0% de probabilidade.

Altura Numero Diametro Clorofila Clorofila Clorofila

Codigo Tratamentos (cm) Folhas Colmo A B Total
NPK 124,20 8,20 18,14 36,03 8,66 44,69

NS 8,10 13,95*% 29,94* 5,14* 35,08*

PAGE SR stenotrophomonassp. - 1510 700" 1493 2825 464*  32,89%

8,10 13,44* 28,42* 4,78* 33,20*
UAGC 863 Bacillus Sp. 128é60 NS
7,80 14,94* 28,32* 4,73* 33,05*
Mix* 124,20

7,75N8 13,73* 26,46* 4,38* 30,84*

DMS 14.668  1.1595 2.8456 3.5054 1.3723 4.6988

(*) Significativo inferior ou superior, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade;(NS)
N&o significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade.



Na avaliacdo de massa fresca e seca de raiz todos os tratamentos com indculo
bacteriano foram superiores ao NPK, para massa fresca e seca de parte aérea 0 NPK foi

superior aos demais tratamentos contendo in6culos bacterianos.

Tabela 13. Médias de massa fresca e seca de raiz e parte aérea de plantas de milho
inoculadas com diferentes géneros bacterianos comparadas ao tratamento contendo

adubacdo quimica aos 75 dias de cultivo.

Codido Tratamentos Massa Fresca Massa Seca
9 Raiz P. Aérea Raiz P. Aérea

: NPK 77.32 192.10 23.65 39.79

UAGC62 Pantoea sp. 129.64NS 143 57* 51,05* 26,03*

UAGC 982 Stenotrophomonas sp. 173,43* 145,69* 62,58+ 27 82*

UAGC 738 Rhizobium sp. 17697  14342% 60,55 26,32*

UAGC 863 Bacillus sp. 125,74N  14551% 50,04 28,35%
- 1vx

Mix 177,76 141,71 78,73* 28,35*

DMS 71.792 39.56 22.028 8.0863

(*) Significativo inferior ou superior pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade;
(NS) Néo significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade.

Quando realizada comparacdo entre tratamentos com inoculo e controle ndo
houve diferenca estatistica para os parametros altura, numero de folhas, clorofila a, b e
total (Tabela 14).

Tabela 14. Médias de altura, nimero de folhas, didmetro do colmo, clorofila a, b e total
de plantas de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos comparadas com
tratamento sem inoculo aos 75 dias de cultivo pelo teste de Dunnett a 5,0% de

probabilidade.

Cédigo Tratamentos Altura Nimero Diametro Clorofila Clorofila Clorofila

(cm) Folhas Colmo A b Total

- Sem in6culo 115,75 8,30 14,37 29,73 5,16 34,89
UAGC62 Pantoea sp. 129,40 810M 1395  2904M 514 3508

UAGC982  Stenotrophomonas

sp. 121,40™ 790N 14,93M 2825 464N 3289M
UAGC738 Rhizobium sp. 123,60 810N 13,44™ 2842 478N 3320M
UAGC863 Bacillus sp. 120,60 7,80N  14,04N  2832N 473N 3305MS
- Mix* 124,20 7,75M  1373M  26.46™ 438N 30,84N°
DMS 14668  1.1595  2.8456 3.5054 1.3723  4.6988

(*) Significativo inferior ou superior, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5% de probabilidade;
(NS) Néo significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5% de probabilidade.



Para massa fresca de raiz, os tratamentos 3 (Stenotrophomonas sp), 4
(Rhizobium sp.) e 5 (mix de linhagens) foram superiores ao controle. Na avaliacdo da
massa seca da raiz o tratamento 5 (mix de linhagens) foi superior estatisticamente a
todos os tratamentos. Para parte aérea fresca e seca ndo houve diferenca estatistica
(Tabela 13).

Tabela 15. Médias de comprimento, massa fresca e seca de raiz e parte aérea de plantas
de milho inoculadas com diferentes géneros bacterianos comparados ao tratamento sem

in6culo aos 75 dias de cultivo.

Cédigo Tratamentos Massa Fresca _Massa Seca

Raiz P. Aérea Raiz P. Aérea

- Sem in6culo 127,34 132,89 48,66 27,32
UAGC62 Pantoea sp. 129,64N°  14357™ 51,05 26,035
UAGC 982  Stenotrophomonassp.  173,43"  14569™° 62,585 27,825
UAGC 738 Rhizobium sp. 176,97  143.42"° 60,55"° 26,325
UAGC 863 Bacillus sp. 125,74N° 14551 50,04 NS 28,355
- Mix* 177,767 141,718 78,73* 28,355

DMS 21.792 39.56 22.028 8.0863

(*) Significativo inferior ou superior, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade;
(NS) Néo significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5,0% de probabilidade.

A utilizagdo de apenas uma linhagem bacteriana como indculo é feita a critério
experimental como forma de selecionar bactérias que além de apresentar caracteristicas
de promocdo de crescimento de planta em ambiente de laboratério, possa colonizar o
vegetal e expressar tais caracteristicas, como observado no trabalho de Kim et al.,
(2012) ao inocularem bactérias Burkholderia phyfirmans em sementes de Panicum
virgatum cultivar Alamo, e Chagas Junior et al., (2014) ao inoculando rizobios em

diferentes variedades de feijao caupi.

Por outro lado a co-inoculagdo (in6culos com mais de uma linhagem bacteriana),
visa aumentar as possibilidades de sucesso na inoculagcdo, como demostrado por
Kelemu et al. (2011), ao inocularem BPCV em plantas de B. brizantha CIAT 6294,
cultivar Marandu, observando incremento na massa de raiz e parte aérea e Bécquer et al.
(2013), investigando a inoculagdo de diferentes bactérias promotoras de crescimento
vegetal sob a germinagdo e o crescimento inicial da graminea forrageira Sporobolus
cryptandrus (Torr.) cultivar Gray, observaram aumento na germinacdo, além do
incremento de 40,0% no comprimento de raiz. Além disso, é¢ a formulagcdo mais comum

encontrado nos inoculantes comerciais (Oliveira et al.,, 2014). Tais resultados



corroboram com este trabalho, uma vez que o tratamento 5, contendo o mix de quatro
linhagens de diferentes géneros, foi 0 que apresentou maior incremento de massa seca

para raizes de milho quando comparado com os tratamentos contendo apenas uma
linhagem.



4 CONCLUSOES

Linhagens bacterianas oriundas de cana — de - agucar pertencentes a diferentes
géneros bacterianos podem atuar na promoc¢do de crescimento vegetal de plantas de
milho, apresentando melhores resultados quando utilizado o mix de géneros

bacterianos.
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