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EFICIENCIA DE BACTERIAS DIAZOTRQFICAS PARA A CULTURA DO MILHO
EM DIFERENTES CONDIGCOES EDAFO-CLIMATICAS

RESUMO: O nitrogénio (N) é o elemento que causa maiores efeitos nas
caracteristicas relacionadas ao crescimento e desenvolvimento das plantas, as quais
afetam a produtividade da cultura, exigindo consequentemente elevadas doses de
fertilizantes nitrogenados. Entretanto, esses problemas podem ser amenizados com
técnicas de manejos adequados com a cultura e o uso de inoculantes, que podem
substituir o uso de fertilizante nitrogenado de forma parcial ou total no cultivo de
diversas culturas. Na cultura do milho existem diversos estudos de associacfes
simbitdticas que mesmo ndo formando ndédulos, auxiliam na assimilagdo do N
atmosférico por processos de colonizacdo da superficie e/ou interior das raizes.
Com os experimentos de inoculacdo, dentre outros parametros, espera-se alcancar
aumentos na producédo de graos, de forma a contribuir para uma agricultura mais
econdmica e sustentavel. Nesse estudo foram identificadas 15 bactérias da Colecéo
de Microrganismos de Interesse Agricola da Embrapa Semiarido (CMISA) com base
na analise de sequenciamento parcial do gene 16S rDNA com uma estirpe tipo, para
instalacdo de quatro experimentos de campo. O primeiro ensaio teve o intuito de
selecionar as bactérias que apresentaram maior produtividade comparado a
absoluta, a recomendada e nitrogenadas com 50 e 100% de N-mineral. Com a
selecédo foi realizado teste in vitro para testar as combinacfes mais promissoras para
uma mistura. A partir dai foram instalados os demais ensaios em trés diferentes
condi¢cdes edafo-climéticas utilizando trés bactérias isoladas e a mistura, sendo
identificada ao final uma bactéria com resultado promissor quanto a sua
produtividade para formulacdo de um novo inoculante. Neste contexto objetivou-se
avaliar a eficiéncia de bactérias diazotroficas isoladas de plantas de milho cultivadas
em condicbes de campo no semiarido brasileiro, visando aumentar sua
produtividade em diferentes localidades.

Palavras chave: Bactéria associativas; Fertilizante; Fixacdo de nitrogénio,
Inoculante



EFFICIENCY OF DIAZOTROPHIC BACTERIA FOR CORN CULTURE IN
DIFFERENT EDAFO-CLIMATIC CONDITIONS

Abstract: Nitrogen (N) is the element that exalts strength in properties related to the
growth and development of plants, such as nutrients and crop, requiring high doses
of nitrogen fertilizers. However, these problems can be alleviated by nitrogen
fertilization technigues and the use of inoculants, which can replace the use of
nitrogen fertilizers partially or totally by culture. In the snowy crop, they aid in the
assimilation of the atmospheric by processes of colonization of the surface and / or
interior of the roots. With the inoculation experiments, for other parameters, the
expected ones can be a factor in the production of grains, in order to contribute to an
economic and sustainable growth. This set was ligated with the following sequencing
analysis methodologies of the 16S rDNA gene with a strain type, for the installation of
four field experiments. The first experiment had the objective of selecting the bacteria
that showed the highest productivity improve compared the absolute, the controlled
and nitrogen with 50% and 100% of N-mineral. With the result it was tested in vitro to
the most promising combinations for a blend. The following were applied to the many
trials in three different cities the three age associated with the bacterium, being
identified as the final bacterium or as it is a solution for a new inoculant. This context
objectivated the efficiency of the bacterial diazotrophs isolated from plants of corn
cultivated in conditions of plant in the Brazilian semiarid, posing their multiplicity in
differentities localities.

Keywords: Associative bacteria; Fertilizer; Nitrogen fixation, Inoculant
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) possui uma grande importancia na economia e
alimentacdo mundial, o Brasil € o terceiro maior produtor, depois da China e EUA.
No Brasil é o segundo cereal mais cultivado, depois da soja. Esta cultura representa
grande potencial econémico também para pequenos e meédios agricultores, sendo
bastante utilizado na alimentagao animal e humana.

Atualmente a média nacional de produtividade é 5.409 kg ha?, sendo
considerada baixa (CONAB, 2017). O baixo desempenho da cultura pode ser
atribuido, dentre outros fatores, a baixa disponibilidade de nutrientes no solo,
principalmente nitrogénio (N) o que mais comumente limita a produgdo vegetal.
Contudo, para que o milho alcance produtividade satisfatéria, sdo necessérias
grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados. O suprimento inadequado de N
além de causar a limitagdo da produtividade do milho, pode ocasionar contaminacao
ambiental e elevar os custos de producdo (OKUMURA; MARIANO; ZACCHEO,
2011).

Porém, um seleto grupo de bactérias pode possibilitar a substituicdo do
fertilizante nitrogenado de forma parcial, por meio da inoculagdo nas gramineas. A
eficiéncia da inoculacdo, no entanto vai depender das interagbes solo-planta-
bactéria, que podem ocorrer com microrganismos benéficos como micorrizas e
outras bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), além das fixadoras de
N. As plantas podem ser colonizadas ao mesmo tempo por diversas espécies de
forma combinada o que possibilita aumentar seu efeito positivo.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é realizada por um seleto grupo de
procariotos que possuem a enzima nitrogenase, capaz de reduzir o N2 atmosférico
para a forma combinada inorganica de amdénia (NHzs), assimilavel pelas plantas e
outros organismos. Bactérias diazotroficas pertencentes a diversos géneros, tais
como, Azoarcus, Klebsiella, Serratia, Bacillus, Rhizobium, Azospirillum, Burkholderia,
Gluconacetobacter e Herbaspirillum (MONTEIRO et al., 2012; SOUZA et al., 2012) ja
foram identificadas capazes de se associar as gramineas.

No Brasil, atualmente oito bactérias estdo autorizadas para a inoculacdo de
qguatro espécies de gramineas (milho, trigo, arroz e Brachiaria) pertencentes a
espécie Azospirillum brasilense (BRASIL, 2011), além dessas ha uma estirpe de

Herbaspirillum seropedicae em fase recomendacdo pelo Ministério da Agricultura,



Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a cultura do milho. Apesar de autorizadas,
para todo o Brasil, os experimentos que subsidiaram a recomendacao das estirpes
foram realizados fora da Regido Nordeste.

Tendo em vista que a interacdo entre planta e bactéria pode ser influenciada
dentre outros fatores pelas caracteristicas gendétipos da planta, a estirpe bacteriana
e condi¢cbes edafo-climaticas (HUNGRIA, 2011), sdo necessérias avaliacbes de
campo em regibes semiaridas produtoras de milho, que subsidiem a recomendacgao
de novos inoculantes, uma vez que a eficiéncia da FBN pode ser limitada pela
competicdo entre as bactérias inoculadas e a populacdo nativa, comprometendo a
fixacdo de N. Nesse aspecto, a producdo de um inoculante contendo mais de uma
estirpe torna-se mais uma opcao para minimizar a falta de interacao positiva, sendo
necessarios testes que indiquem bactérias com maior potencial de promocédo de
crescimento competindo com as existentes no solo.

Nesse contexto, objetivou-se neste estudo avaliar a eficiéncia de novas
bactérias autéctones do Semiarido, isoladas de plantas de milho cultivadas em
condi¢cBes de campo visando aumentar sua produtividade em diferentes localidades

da Regido Nordeste do Brasil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € uma monocotiledénea pertencente a familia Poaceae.
Teve sua origem na América Central, sendo levado para Europa na época das
grandes navegacfGes no século XVI e destacou-se com grande capacidade de
adaptacao a diversos climas, permitindo que seu cultivo fosse realizado em todas as
partes do mundo (GARCIA; MATTOSO; DUARTE, 2006).

O milho estad entre as plantas de maior abrangéncia comercial no mundo,
devido sua diversidade de utilizagdo. O grdo do milho tem composicdo média de
60% de carboidratos, 10% de proteinas, 4% de lipidios, sendo o restante de
minerais e vitaminas (FORNASIERI-FILHO, 2007). Por ser um grao multifuncional,
apresenta variadas maneiras de utilizacdo, desde alimentacdo humana, como
amido, farinhas, 6leo e também alimentacdo animal, como forragem conservada
para o periodo de seca, fazendo parte das cadeias produtivas de bovinos, aves e
suinos. E usado também como matéria-prima para mais de 500 produtos nas
industrias de alta tecnologia, de cosméticos, bebidas e biocombustiveis
(PONCIANO; SOUZA; REZENDE, 2003).

A safra total de milho em 2016/17 apresentou uma producdo superior a 93
milhdes de toneladas, com a produtividade de aproximadamente 5,4 toneladas ha e
uma area com mais de 17 milhdes de hectares no Brasil (CONAB, 2017). No
entanto, a importancia do milho ndo esta relacionada apenas a producéo anual, mas
a todo o envolvimento que essa cultura tem na producdo agropecuéria brasileira,
tanto no que diz respeito a fatores econémicos, quanto aos fatores sociais. Nesse
sentido, o constante aumento nos precos dos alimentos bem como a fragilidade dos
nossos sistemas de producdo alimentar tem impulsionado a busca por solugbes
cientificas e tecnologicas para a seguranca alimentar global (GODFRAY et al.,
2010), principalmente em cultura de alta demanda mundial, a exemplo do milho.

As mais variadas situagbes de clima e solo tém influéncia direta na
produtividade do milho, garantidas também pelo melhoramento genético da cultura,
pela melhoria dos atributos quimicos, fisicos e biolégicos dos solos cultivados, além
de adocdo de praticas de manejo e utilizacdo de elevadas doses de fertilizantes
(OKUMURA; MARIANO; ZACCHEO, 2011).



As regides Sul, Sudoeste e Centro-Oeste do Brasil correspondem juntas por
89% do milho produzido (CONAB, 2017). E atualmente possuem um sistema bem
implantado, com técnicas de manejo como a rotacdo de culturas e sistema de plantio
direto, que € responsavel pela deposicdo e acumulo de residuos culturais na
superficie do solo, o que tem facilitado e aumentado a mineralizacdo microbiolégica,
diminuindo consequentemente as perdas de matéria organica ao longo do tempo
(AMADO; MIELNICZUK; AITA, 2002; BAYER et al., 2004; OKUMURA; MARIANO;
ZACCHEO, 2011).

O Nordeste possui uma grande diversidade edafo-climética e nele esta inserida
a maior parte do semiarido brasileiro, que coincidentemente ou n&o, também se
encontra o Unico bioma exclusivamente brasileiro, a Caatinga. O semiarido ocupa
cerca de um oitavo do territdrio nacional correspondendo a 1,03 milhdo de km2 (12%
da &rea do Pais), abrange 1.262 municipios brasileiros, considerando a delimitacéo
atual e congrega uma expressiva parcela da populacdo 25 milhdes de pessoas, 12%
da populacéo brasileira (BRASIL, 2017)

Entretanto, as médias de produtividade da cultura do milho na regido sdo muito
menores do que as meédias nacionais, devido as condigdes climaticas desfavoraveis,
principalmente no perimetro semiarido, consequéncia do baixo emprego de
tecnologia. A safra de 2016/17 da Regido Nordeste representou a area de 14,76%
de todo o milho plantado no Brasil, ou seja, 2,56 milhdes de ha. A producéo foi de
6,66 milhdes toneladas representando apenas 7,09% do total colhido no Brasil de
toda a producédo esperada para a safra e produtividade de 2.595 kg ha! a mais baixa
de todas as regides brasileiras (CONAB, 2017).

Dentre os fatores que afeta significativamente a produtividade esta relacionado
a seca em patrticular, associada as altas temperaturas e a deficiéncia de nutrientes,
gue tem aumentado periodicamente nestas areas, chegando até a uma perda total
de producéo (CRUZ et al., 2011).

Com os solos variando de baixa a alta fertilidade e de rasos a profundos, clima
quente, semiarido e precipitacdo de até 800 mm anuais, essa area caracteriza-se,
principalmente, por apresentar uma concentracdo de chuvas nos primeiros quatro
meses do ano, sendo assim distribuida heterogeneamente no tempo e também no
espaco (HASTENRATH, 2012; NYS E ENGLE, 2015). Isso provoca um déficit hidrico

desafiador para quem vive da agropecuaria na regido, pois as oscilagdes climaticas



ndo permitem o estabelecimento de sistemas de producdo estaveis, e essa
escassez causa consequéncia direta nos precos finais dos produtos agroindustriais
produzidos, trazendo mais prejuizos aos agricultores.

Nesse cenario foi desenvolvida pela Embrapa a variedade de milho Gorutuba
com um ciclo superprecoce adaptada ao curto periodo de chuvas do semiarido
nordestino. E semelhante a variedade BRS Caatingueiro, porém ela se destaca
guanto a sua produtividade. Neste sentido, a mesma € indicada para a agricultura de
subsisténcia, onde o risco climatico € alto, sendo uma boa opc¢édo de cultivo para
programas sociais de multiplicagdo de sementes. A variedade -caracteriza-se
também por ser considerada uma planta baixa de 1,80 a 2,0 metros de altura,
comprimento de espiga médio de 10 cm e peso médio de 1000 gréos de 252 g,
graos de coloracdo amarelo-alaranjada e alto grau de empalhamento, que é
importante para reduzir o ataque de pragas e fungos no armazenamento das
espigas (CARVALHO; GAMA; CLESO, 2010).

A agricultura irrigada, também tem sido uma aliada para varios agricultores e
tem se expandido nos ultimos anos diminuindo 0s riscos para quem pratica a
exploracdo da cultura sob area de sequeiro. Atualmente o Nordeste possui uma area
de 1.171.159 hectares irrigados. O médio desempenho econdmico da lavoura em
condi¢cbes de cultivo irrigado, ainda constitui fator importante que contribui para que
o milho continue sendo uma cultura explorada pelos pequenos e médios produtores
da regido, segundo a Agéncia Nacional de Aguas (ANA, 2017).

O Nordeste possui, portanto, um cenario promissor para o desenvolvimento da
cultura do milho, dispondo de uma série de vantagens sobre outros centros
produtores, a comecar pela disponibilidade de terras e de crédito, clima favoravel,
possibilidade de plantio no sistema de sequeiro e mao de obra voltada
principalmente para a agricultura familiar. S&o produtores que possui normalmente
pequenas areas e busca maximizar o uso da area por hectare e, elevar as
possibilidades de ter maior producao por unidade produtiva (PRODETEC, 2011).

Além de possuir uma rica diversidade biologica, as populagdes microbianas
gue habitam esses solos sédo capazes de desenvolver estratégias de sobrevivéncia
diante de condicdes de estresses bioticos e abidticos, para a manutencdo dos

sistemas ecoldgicos neste bioma (SILVA et al., 2010). Nesse aspecto essa regido



pode se beneficiar com o uso de técnicas mais econdmicas e adequadas de plantio
de acordo com suas peculiaridades.

2.2 Importancia do nitrogénio e da fixacao biolégica

O N pode ingressar no sistema solo-planta por deposi¢cdes atmosféricas,
fixacdo biologica — simbidtica ou n&o, adubacbes quimicas ou organicas. A
disponibilidade de nutrientes limita o crescimento das plantas afetando diretamente a
estrutura, a producéo e a funcédo da maior parte dos ecossistemas. Como na maioria
das culturas, os nutrientes mais requeridos pela cultura do milho sédo o N, P, K,
destacando-se o N que é exigido em maior quantidade. Além de ser um constituinte
primario dos nucleotideos, o N faz parte da molécula de clorofila, aminoacidos e de
diversas enzimas que estao ligadas ao crescimento e desenvolvimento das plantas.
Atua em processos vitais da planta, tais como, fotossintese e respiracdo
(MARSCHNER, 1995; MALAVOLTA, 2006).

O milho é uma cultura que remove grandes quantidades de N do solo e requer
o uso de grandes quantidades de adubos nitrogenados, quando se deseja elevar a
produtividade. No entanto, o alto custo, bem como os riscos de poluicdo ambiental
decorrentes de adubacado nitrogenada, sdo os principais distarbios antropogénicos
que contribuem para a lixiviacdo e volatilizacdo do N, além da emissao de gases do
efeito estufa, principalmente éxido nitroso (N20) (FORTUNA, 2012).

Dentre os fertilizantes nitrogenados existentes, o nitrato de aménia (NHsNO3) e
sulfato de amoénia [(NH4)2SO4], estdo entre os mais utilizados, porém a ureia
(CH4N20) é o mais comercializado no Brasil € no mundo, por possuir uma maior
concentracdo (45% de N) e, consequentemente menor custo (IFA, 2017). Porém,
possui elevada suscetibilidade a volatilizacdo de aménia (NHs). Aproximadamente
50% do N aplicado na forma de ureia sobre 0 solo pode ser perdido por volatilizagao
de amodnia, em quatro dias (TASCA et al., 2011), sendo ainda mais intensificado em
paises de regides tropicais, como o Brasil (ROS; AITA; GIACOMINI, 2005). Porém, a
quantidade de N volatilizada apos a aplicacdo superficial de ureia ao solo é muito
variavel e depende de inumeros fatores, incluindo condi¢des climaticas e atributos
relacionados com o solo.

Nesse sentido o manejo de N tem sido uma das praticas mais estudadas no
intuito de melhorar sua eficiéncia e uso, na area de fertilidade do solo, devido ao



potencial de resposta das culturas. A quantidade de N requerida pela cultura do
milho varia de acordo com estagio de desenvolvimento da planta, sendo menor no
inicio do desenvolvimento e tendo o auge durante o florescimento até a formacao de
graos (OKUMURA; MARIANO; ZACCHEO, 2011). Dessa forma, ha relatos na
literatura de que ele esteja relacionado também no aumento da altura, massa seca
da parte aérea, peso de 1000 de grdos (QUADROS et al., 2014), comprimento da
espiga e crescimento radicular, aumentando a absorcédo de nutrientes, incluindo N
(SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013).

Nesse aspecto, sistemas de producdo agricolas buscam formas de minimizar a
aplicacdo de fertilizantes nitrogenados para evitar a poluicdo do ambiente por
nitratos, sem perder o rendimento das culturas. Diante da necessidade de politicas
publicas voltadas para a baixa emissao do diéxido de carbono, pela primeira vez na
histéria se tem a FBN como ferramenta de compromisso governamental e 0 manejo
da adubacéo nitrogenada esta inserido dentro do plano de metas do Programa ABC
(Agricultura de Baixa Emissdo de Carbono) vinculado a Politica Nacional sobre
Mudancas Climaticas de acordo com o artigo 3° do Decreto n° 7.390/2010. Este
programa integra um compromisso brasileiro do governo federal inscrito na Lei
Nacional sobre mudanca do clima, que visa a reducdo da emissdo de gases do
efeito estufa, reduzindo a emissdo de 10 milhdes de toneladas de CO:2 equivalente
até 2020 e, consequentemente de N20 incrementando a FBN na producéo de 5,5
milhdes de hectares através do incentivo e uso de técnicas economicamente viaveis
e sustentaveis. O emprego do sistema de plantio direto na palha também esta
incluido no plano e traz grandes contribuicBes para eficiéncia da FBN, uma vez que
o minimo revolvimento do solo e a manutencdo de residuos vegetais na superficie
diminuem a oscilagcdo de temperatura e umidade do solo, o que favorece a
sobrevivéncia das bactérias diazotréficas (NOGUEIRA E HUNGRIA, 2013).

Para o sucesso da FBN a cultura de inoculacéo precisa ser estimulada, o que
gerara demanda para que as industrias passem a produzir inoculantes destinados a
outras culturas. Assim, pesquisas com bactérias diazotréficas para incremento de
produtividade e reducdo da adubac&o quimica estdo sendo incentivadas, ndo s6 na
cultura do milho, mas em diversas outras culturas como arroz, trigo, sorgo e cana-

de-acucar. Além, da ampliacdo no uso de bactérias fixadoras em forrageiras



(HUNGRIA et al., 2016), abrindo a possibilidade do uso da FBN ndo s6 em

agricultura, mas também na pecuaria.

2.3 Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)

As bactérias que colonizam a rizosfera, podem exercer diversos efeitos
benéficos as plantas. Os beneficios promovidos podem ocorrer pela fixacdo de N,
solubilizacédo de fosfato; producdo de sideréforos (quelantes de ferro); producédo de
horménios reguladores do crescimento vegetal (giberelina, auxina, etileno e
citocina); e indiretamente através do antagonismo a organismos fitopatogénicos
como fungos, virus e inducéo da resisténcia sistémica contra doencas (SOUZA et
al., 2012; ARRUDA et al., 2013; LIU et al., 2013).

Dentro dos géneros de BPCV estudados por apresentarem potencial na
agricultura estdo Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium, Herbaspirillum,
Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Gluconacetobacter, Staphylococcus,
Burkholderia e Flavobacterium (REIS et al., 2009; HUNGRIA et al., 2010).

A planta seleciona os microrganismos especificos para ocupar a rizosfera, e
esse processo de colonizagdo envolve a producdo de diversos componentes e
sinalizadores bioquimicos, que estimulam ou inibem especificamente alguns
membros da comunidade microbiana, por exemplo, flavonoides, antibibticos
(DOORNBOS et al., 2012) e genes especificos, por exemplo o nifH.

A capacidade das bactérias de produzir e secretar hormonios vegetais estimula
0 crescimento da planta, atuando na defesa do hospedeiro contra microrganismos
patogénicos, podendo influenciar diretamente o aumento da producdo de gréos
(SCHMIDT et al., 2011; BHATTACHARYYA E JHA, 2012).

No estudo desenvolvido a partir de Tripogon spicatus foram isoladas no
semiarido brasileiro bactérias dos géneros Enterobacter, Pantoea, Bacillus,
Rhizobium e Stenotrophomonas e identificados como capazes de promover o
crescimento do arroz em vaso, aumentando a biomassa da planta em taxas mais
elevadas do que as observadas para a estirpe A. brasiliense recomendada para a
cultura (FERNANDES-JUNIOR et al., 2015). Esses isolados apresentaram uma
capacidade de crescimento com a mesma taxa observada para as plantas que
receberam N, indicando que estas bactérias contam com diferentes mecanismos

para estimular o desenvolvimento de plantas.



O aumento no rendimento das plantas inoculadas com BPCYV inclusive quando
cultivadas em campo ja foi relatado por diversos autores (PEDRAZA et al., 2009;
BHATTACHARYYA E JHA, 2012; ESTRADA et al., 2012). Essas bactérias além de
reduzir estresses biodticos sem prejudicar a planta, podem promover a divisdo celular
e a extensao das raizes (OLIVEIRA et al., 2009) inclusive das raizes laterais e, em
alguns casos, aumentar a biomassa de raiz e folha (REIS et al., 2000; PEDRAZA et
al., 2009). Contra os estresses abioticos sdo capazes de metabolizar diferentes
fontes de carbono e apresentar tolerancia a outros antibiéticos que podem ser
produzidos por outros microrganismos do solo (FERNANDES JUNIOR et al., 2012).

A producdo de fitormbnios € um mecanismo de interacdo bactéria-planta,
influenciado por varios fatores, como 0 genétipo da planta e do préprio
microrganismo. A influéncia desses micro-organismos esta relacionada com o0s
estagios iniciais do desenvolvimento vegetal, estimulando o crescimento do sistema
foliar e radicular, influenciando no aumento do ndmero de pelos radiculares (SANTI;
BOGUSZ; FRANCHE, 2013).

A partir da década de 70, as bactérias do género Azospirillum ganharam
grande destague mundial com os estudos de Ddbereiner & Day (1976) e Dobereiner
et al. (1976), através da descoberta da capacidade de FBN associadas as
gramineas. Em 1996, os estudos com o género A. brasilense foram iniciadas e
selecionadas as estirpes que apresentavam maior promocdo de crescimento das
plantas, melhor adaptacdo as tecnologias nas culturas e maior sobrevivéncia no
solo. Com os resultados foram autorizadas para a cultura do milho e do trigo as
estirpes Ab-V5 e Ab-V6 seguindo os critérios estabelecidos pelo MAPA em 2010
(HUNGRIA, 2011) e para a Brachiaria em 2016 (HUNGRIA et al., 2016). Atualmente,
existe um grande numero de informacdo acerca dos mecanismos que estimulam o
crescimento vegetal com o género Azospirillum.

O género Herbaspirillum foi descrito por Baldani et al. (1986) para acomodar a
espécie Herbaspirilum seropedicae que, posteriormente, teve outras espécies
incluidas como a bactéria Herbaspirillum rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996). A
H. seropedicae € uma bactéria diazotréfica endofitica, fixadora de N e promotora de
crescimento vegetal.

Nesse aspecto, algumas plantas se beneficiam da associacdo com as bactérias

diazotroficas e/ou promotoras de crescimento, neste Ultimo caso, contribuindo para
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um aumento na superficie da raiz e de crescimento, melhorando a absorcdo de
nutrientes e &agua, aumentando a eficiéncia da adubacdo nitrogenada e
produtividade, atuando como biocontrole de patdogenos e organismos deletérios
(BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004; HUNGRIA et al., 2010; TRIPTI; USMANI;
KUMAR, 2017).

A FBN corresponde a uma entrada direta de N no sistema solo-planta-
atmosfera. Este processo consiste na conversdo de N2 atmosférico em amodnia
(NHs), forma na qual pode ser utilizada pelas plantas. Os microrganismos
responsaveis pela fixacdo de N sdo chamados diazotréficos, 0s quais possuem a
nitrogenase, complexo enzimatico que € formada por duas proteinas sensiveis ao
oxigénio. A dinitrogenase que € uma proteina ferro-molibdénio e a dinitrogenase
redutase que é uma proteina ferro-enxofre, que transfere os elétrons para a
dinitrogenase. Estas proteinas, juntamente com ATP, Mg*? e uma fonte de elétrons
s&o essenciais para a atividade de fixag&do de nitrogénio (TAIZ e ZEIGER, 2013).

As bactérias diazotréficas podem ser classificadas em trés grupos quanto a
interacdo com as plantas: 1) bactérias simbioticas, que estabelecem uma interacéo
muito estreita entre 0 macro e o microsimbionte e, em alguns casos, sdo formadas
estruturas diferenciadas denominadas nédulos; Il) bactérias assimbidticas de vida
livre, que ndo se associam a outras espécies e; lll) bactérias assimbibticas
associativas, que contribuem para o crescimento de plantas sem a formacdo de
estruturas diferenciadas, ndo estabelecendo uma simbiose (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006).

Dentre as bactérias associativas Baldani et al. (1997) também as dividiu em
trés grupos: 1) endofiticos obrigatérios, que colonizam o interior das raizes e a parte
aérea das plantas como Herbaspirillum spp.; 1) endofiticos facultativos, que sao
capazes de colonizar raizes interna e externamente de plantas ndo leguminosas
como Burkholderia spp. e; Ill) microrganismos rizosféricos, que sdo aquelas
espécies que colonizam as raizes superficialmente como Azospirillum spp. Embora a
guantidade de N fixado com as associativas ndo seja tdo grande quanto aquela
fixada pelos nodulos na simbiose rizébio com leguminosas, em plantas actinorrizicas
ou em associagdes de cianobactérias os resultados tém sido significativos.

Nesse ambiente as bactérias diazotréficas sdo responsaveis por regular o
suprimento de oxigénio para prover ATP e a0 mesmo tempo proteger a nitrogenase
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contra seu efeito deletério. Essas bactérias vdo desenvolver vérias estratégias para
limitar o acesso do oxigénio, como crescimento de microaerofilico, heterocistos,
vesiculas, barreira de difusdo ao oxigénio e até mesmo mudancas morfologicas
como 0s nédulos nas leguminosas, que protege e agrupa as bactérias (YATES et al.,
1997). Enquanto as associativas uma vez distribuidas no vegetal, ficam mais
suscetiveis as trocas com o meio externo (REIS, 2007).

Outro fator que ocorre com os diazotroficos que habitam a rizosfera é que
necessitam competir com a microflora do solo por fontes de carbono. Ja os
diazotroficos endofiticos que sdo encontrados no interior dos tecidos das plantas,
nos espacos intercelulares, encontram um ambiente mais uniforme, seguro e
favorecido pela auséncia de oxigénio. Esta estratégia microbiana pode explicar a
alta contribuicdo da FBN em cana-de-acucar e arroz associada a H. seropedicae
(BALDANI et al., 1996; GAMALERO et al., 2004).

As bactérias associativas movimentam-se no exsudato da raiz e sdo liberados
na rizosfera permitindo a colonizacdo e multiplicacdo, na rizosfera e no rizoplano
(COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010). O processo de coloniza¢cdo no milho
com H. seropedicae foi descrito por Monteiro et al., (2012) no qual a bactéria
inicialmente coloniza a superficie da raiz, nos pontos de emergéncia das raizes
secundarias. ApOs a penetracdo superficial através do exsudato a bactéria penetra
nos tecidos da planta e espalha-se rapidamente pelos tecidos internos ocupando
espacos intercelulares das células da raiz movendo-se pela raiz e parte aérea
atraves do xilema.

Populacdes de bactérias endoliticas como H. seropedicae e H. rubrisubalbicans
(OLIVARES et al., 1997) espécies do género Azospirilum e novas espécies do
género Burkholderia (REIS-JUNIOR et al., 2004; SCHULTZ et al., 2014) ja foram
encontradas colonizando plantas de cana-de-aglcar. Bactérias deste género
também ja foram isoladas das raizes de milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa),
sorgo (Sorghum bicolor) e espécies tropicais como a bananeira (Musa spp.) e
abacaxizeiro (Ananas comosus) (BALDANI et al., 1986; PIMENTEL et al., 1991;
CRUZ et al., 2001).

Diversos estudos ja mostraram a ocorréncia de Rhizobium e Bradyrhizobium
endofiticos em diversas culturas como: milho (Zea mays) (JOHNSTON-MONJE et
al., 2016); cana de acucar (Saccharum spp.) (BURBANO et al.,, 2011); capim-
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elefante (Penissetum purpureum) (VIDEIRA et al., 2013); Eucalyptus spp. (MIGUEL
et al., 2016).

Pela primeira vez Ding et al. (2005) demonstraram que a FBN ocorria em
Bacillus marisflavi e Paenibacillus massiliensis. Esses autores também encontraram
fragmentos do gene nifH em Bacillus megaterium e Bacillus cereus. Dessa forma,
ficou evidenciado a presenca do gene nifH no genoma de ambos o0s géneros
Bacillus.

Entretanto, varios fatores afetam a dinamica da rizosfera e a composicdo da
comunidade microbiana. A colonizacao vai depender, dentre os fatores, do genétipo
da planta e o tipo de solo, no qual as bactérias aumentam suas respectivas
populacdes e passam a interagir de maneira mais intensa com a espécie vegetal em
desenvolvimento de forma heterogénea. Desse modo, esses individuos colonizam a
rizosfera ou mesmo a superficie e o interior das raizes, caules e folhas em diferentes
concentragcdes (JURANDY; NOGUEIRA; ANDREOTE, 2016).

Estudos avaliando caracteristicas agronémicas e o rendimento de graos de trés
hibridos de milho inoculados ou ndo, com uma mistura de trés espécies de
Azospirillum (A. brasilense, A. lipoferum e A. oryzae) relataram que a inoculacéao foi
capaz de influenciar diretamente as respostas quanto algumas variaveis avaliadas
como o peso de 1000 gréos; a altura; rendimento da parte aérea e teor relativo de
clorofila para cada variedade (QUADROS et al., 2014). Os autores verificaram o
efeito da interacdo entre os hibridos e tratamentos sobre a produtividade, indicando
que, dependendo do gendtipo do milho, o beneficio da inoculagdo pode ser
observado em diferentes partes da planta, como gréos, parte aérea ou colmo.

Dois isolados de Burkholderia kururiensis e Azospirillum brasilense ao serem
inoculados em duas cultivares de arroz, proporcionaram aumento significativo do
namero de raizes laterais somente com a inoculacdo da A. brasilense. Tal estudo
demonstrou efeito benéfico da inoculacdo estimulando o crescimento radicular
(SOUZA et al., 2012). De fato, € relatado que o género Azospirillum possui espécies
capazes de estimular o crescimento vegetal por meio de producdo de horménios
(AMBROSINI et al., 2015).

O efeito da inoculagdo quando avaliado em 5 diferentes tipos de solo com
Bradyrhizobium e adubacéo nitrogenada na cultura do feijdo-caupi demostrou que 0s

componentes vegetativos e producdo da planta, varia com o tipo de solo cultivado.
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De modo geral entre os solos utilizados o Neossolo Flavico Eutréfico Vertissoélico
apresentou o0s maiores resultados, enquanto o Latossolo Vermelho distrofico
apresentou baixas meédias entre as variaveis analisadas. Essa influéncia ocorre
possivelmente pelos atributos do solo, em decorréncia de maior teor de matéria
organica (M.O) e o tipo argila, esses fatores justificaram os resultados positivo
mesmo sem inoculacdo (SANTOS et al., 2014).

Em ensaio avaliando o efeito da inoculacdo com uma estirpe de Burkhoderia
em dois diferentes locais, com solos classificados de Planossolo Haplico distrofico
em (Seropédica — RJ) e outro em Latossolo Vermelho distrofico (Planaltina — DF)
com dois genétipos de milho. No RJ a inoculacdo sozinha apresentou maiores
resultados do que os tratamentos acrescentados com N40 e N80 em ambos o0s
gendtipos. No DF a inoculacdo ndo indeferiu entre o0s nitrogenados, nao
apresentando diferenca entre os tratamentos e 0s genaétipos. Porém alcancou maior
média de graos, comparado ao encontrado no RJ em todos os tratamentos (ALVES,
et al., 2016).

Em estudo conduzido em casa de vegetacdao por Ferreira et al. (2013), por
exemplo, para alcancar a promocdo do crescimento de milho inoculado por A.
brasilense em solos argiloso e arenoso, foi necessaria maior dose (10! células ml™")
de in6culo nos solos argilosos. Contudo, quando o milho foi cultivado em solo
arenoso, ndo houve diferenca entre as aplicacdes de diluicdo ou concentracdo do
in6culo, mas em ambos os solos a producdo de graos aumentou em 29% no
tratamento de A. brasilense e N, em relacdo a adubacédo nitrogenada isolada. Em
ambos os testes, a resposta da produtividade foi significativamente afetada e
condicionada ao tipo de solo em teste.

Deste modo, pode-se dizer que as bactérias associativas podem empregar
uma variedade de mecanismos distintos, isolados ou em combinagéo, para colonizar
com sucesso 0 sistema radicular da planta. Esses resultados demonstram a
necessidade de estudos continuos que visem obter uma variedade de inoculantes
eficientes que possam ser aplicados de acordo com as diferencas da cultura
(variedades) e local de cultivo (solo, clima, pluviosidade, temperatura).

A assiduidade nos estudos demonstra a importancia das pesquisas em revelar

novas estirpes mais eficientes que possa suplantar o potencial fixador, a exemplo da
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estirpe recomenda BR 2001 para feijdo-caupi que foi suplantada por trés estirpes
mais eficientes que estéo disponiveis hoje para a cultura por Moreira (2005).

Estudos desenvolvidos na Embrapa Semiarido por Cavalcanti (2016) encontrou
bactérias com potencial promocédo de crescimento no milho adotando trés diferentes
metodologias para isolamento das bactérias. As bactérias foram obtidas em meio
sélido em placa, meio semissolido e/ou utilizando o feijdo-caupi como planta-isca
para a inoculacdo dos extratos de raizes do milho. A autora obteve 405 isolados de
duas cultivares (BRS Caatingueiro e BRS Gorutuba), em duas areas distintas
(Juazeiro - BA e Petrolina — PE), com material coletado de vérias partes da planta e
rizosfera. Realizou a identificacdo fenotipica; avaliou a presenca de fragmentos do
gene nifH, incluindo nodC nas leguminosas; a similaridade entre os isolados e a
variabilidade genética das bactérias por meio da técnica de Analise de Restricdo do
DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) 16S rRNA. As avaliacdes in vitro relatou ter
encontrado um total de 92% de isolados capazes de produzir acido indol acético
(AIA); 30% solubilizaram fosfato de célcio em maio solido e 19% foram produtores
de sideréforos. Quando testado em vasos com condicfes de campo essas bactérias
obteve maior crescimento na massa da parte aérea seca, massa de raiz seca e N
total, comparando-as a estirpe recomendada e nitrogenada com a metade da dose
recomendada para a cultura. Quinze isolados foram considerados com potencial,
sendo necessarios a identificacdo molecular e testes em campo.

A estirpe de bactéria isolada da prépria planta hospedeira apresenta dezenas
de vantagens (SOUZA et al.,, 2012). Entretanto, para avaliar o sucesso da
inoculacdo e a competitividade com outras estirpes autéctones ou mesmo outros
componentes da microbiota do solo devem ser considerados, pois podem ser
decisivos para a selecdo de estirpes para novos inoculantes.

O Brasil produz anualmente mais de 50 milhdes de doses de inoculantes, um
recorde mundial. Dentre as culturas que utilizam inoculantes destaca-se a soja,
sendo o segundo produtor mundial com mais de 30 milhdes de hectares plantados
com essa cultura, que utiliza unicamente o N fixado para o aporte deste nutriente
(ANPII, 2017). Na soja, o0 uso de inoculante é capaz de suprir as necessidades de N
da cultura com taxas de fixacdo de N superior a 300 kg de N ha* (HUNGRIA et al.,

2007). A substituicdo de fertilizantes quimicos pela inoculagdo com bactérias do
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género Bradyrhizobium na cultura da soja representa uma economia de
aproximadamente US$ 12 bilhdes de dolares (ANPII, 2016).

A cana-de-acucar também tem sido alvo de varios estudos devido a extensao
da area cultivada e do alto gasto com fertilizantes nitrogenados. Os estudos tém
demostrado que bactérias diazotroficas associadas naturalmente a cana-de-agucar
conseguem contribuir com até 60% das necessidades de N da cultura (SCHULTZ et
al., 2014; URQUIAGA et al., 2012).

Ao avaliarem o efeito da inoculacdo de bactérias diazotroficas e da adubacgéo
nitrogenada na producdo de grdos e no acumulo de N em plantas de arroz,
concluiram que a inoculacdo com H. seropedicae e Burkholderia sp. é capaz de
contribuir com incrementos na matéria seca e acimulo de N (GUIMARAES et al.,
2010). Ainda, segundo os autores, a producdo de grdos apresentou um melhor
resultado quando utilizando a dose de 50 kg de N ha sintético em associacdo com
as bactérias diazotréficas estudadas que culminou na producdo de grdos com
acumulo 35% de N a mais em relacdo ao controle.

Dentre os fatores importantes na obtencédo de um inoculante, a possibilidade de
variacdo entre genoétipos é uma delas, uma vez que cada inéculo pode ser mais
eficiente em determinadas cultivares, em relagdo a outros. Alves et al., (2016)
avaliando estirpes do género Burkholderia e duas variedades de milho observaram
gue inoculacdo ndo aumentou o rendimento de grdos ou o teor de N. No entanto, o
hibrido SHS505 demostrou incremento de grdos em condicdo sem N. O incremento
de producdo de grdos em ambas as variedades aumentou de 300 a 742 Kg ha*
condicionado a inoculagdo com a metade de N, chegando a acumular mais de 10 Kg
de N nos graos. Nesse estudo foi possivel observar a interacdo especifica entre a
estirpe e o gendtipo da planta.

Resposta diferente foi encontrada por Arruda et al., (2013), que ao avaliarem o
inoculo em condigdo de estufa de duas cultivares de milho obtiveram resposta
positiva em ambos. O resultado demonstrou que as estirpes bacterianas nao foram
especificas e podem estimular o crescimento no milho, independentemente do
cultivar.

O efeito da inoculacdo depende de diversos fatores, entre eles a composicao
microbiana e a eficiéncia da estirpe introduzida. Existem estirpes bacterianas
diazotréficas selecionadas e autorizadas pelo MAPA para mais de 100 espécies
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vegetais (BRASIL, 2011), indicando o grande potencial da extensédo da FBN a outras
culturas de importancia econdmica. Que na maioria dos casos resulta em aumento
de matéria seca, acumulo de N e produtividade (BARTCHECHEN et al., 2010). E
apesar da dificuldade para comprovacdo da eficiéncia desta tecnologia com as
associativas por ndo haver formacéo de nddulos e pela variedade de resultados em
condicdes de campo, ligada a fatores como condi¢cbes edafo-climéticas e interacdes
com a biota do solo, os resultados de sua eficiéncia ndo podem ser ignorados, pois
existe uma variedade de ensaios realizados no mundo, tais como: Israel, Franca,
Bélgica, Argentina, Uruguai, México e Africa do Sul, nas mais diversas culturas
comprovando sua eficacia (REIS, 2007).
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DESEMPENHO AGRONOMICO COM O USO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
NO CULTIVO DO MILHO (Zea mays) NA REGIAO NORDESTE

Resumo: O uso de inoculantes contendo bactérias diazotroficas na cultura do milho
€ uma forma promissora para diminuir o consumo de fertilizantes nitrogenados.
Contudo, o resultado da interacdo entre diazotréfico-graminea, em termos de
potencialidade agrondmica, seja como promotores de crescimento ou como
fixadores de nitrogénio atmosférico, vai depender de capacidades especificas dessa
interacdo. Neste contexto, objetivou-se a sele¢cdo de bactérias autoctones do
semiarido brasileiro isoladas no milho, para avaliacdo em diferentes localidades. O
primeiro experimento de campo foi implantado em Juazeiro/BA, com sementes do
milho (BRS Gorutuba) inoculadas com 15 isolados da Colecdo de Microrganismos
de Interesse Agricola da Embrapa Semiarido (CMISA) por meio turfoso. Os isolados
foram previamente sequenciadas pelo gene 16S rRNA e identificadas com uma
estirpe tipo como bactérias promotoras de crescimento de milho pertencentes a
géneros Bradyrhizobium, Rhizobium, Bacillus e Paenibacillus. Além dessas
bactérias, foi utilizado o inoculante autorizado para a cultura do milho contendo
Azospirillum brasilense, a testemunha absoluta (sem adi¢do de nitrogénio mineral e
inoculacdo) e as testemunhas nitrogenadas com 50 e 100% de N-ureia, em quatro
repeticdes. Sete estirpes que se destacaram foram selecionadas quanto capacidade
de induzir maior produtividade a cultura e a partir desse resultado, foi realizado uma
andlise de compatibilidade para testar a competicdo e/ou interacdo in vitro. Com
esse resultado, trés estirpes foram selecionadas para compor os tratamentos de trés
experimentos de campo instalados em diferentes condi¢cbes edafo-climaticas em
Unica safra de 2017, seguindo os protocolos da legislatura brasileira. Além disso,
houve o acréscimo de um tratamento inoculante formado pela mistura dessas
estirpes, um tratamento com a estirpe recomendada, a testemunha absoluta e as
nitrogenadas. Os dados foram avaliados pelas médias das quatro repeticées pelo
teste Scott-Knott. A estirpe DBG7 (Paenibacillus sp.) foi responsével por promover
maior rendimento para a cultura com resultados semelhantes a nitrogenada 50% e a
estirpe recomendada. O incremento nos trés locais variou entre 14 a 33%,
representando em valores um aumento de 744 a 1.313 kg hal, ou seja, de 12 a 21
sacas a mais por hectare cultivado, sugerindo a aplicabilidade da inoculacdo. Esse
resultado reforca a possibilidade de substituir pela metade a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados e revela a prospectiva de um novo inoculante comercial.

Palavras chave: Bactérias endofiticas; Fixagcéo biologica; Paenibacilllus; Semiérido
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PERFORMANCE AGRONOMIC WITH THE USE OF DIAZOTROPHIC BACTERIA
IN MAIZE CULTURE (Zea mays) IN THE NORTHEAST REGION

Abstract: The use of inoculants containing bacteria in the maize crop is a promising
way of reducing the consumption of nitrogen fertilizers. However, the principle of
diazotrophic-grass interaction in terms of agronomic potentiality is as growth
promoters or as atmospheric nitrogen fixers, it will depend on what will be called
interaction. In this context, the objective was to select the autopsies of the Brazilian
national semi-arid region for the evaluation of the different localities. The first field
experiment was carried out in Juazeiro / BA, with corn seeds (BRS Gorutuba),
inoculated with the isolate 15 of the Collection of Microorganisms of Agricultural
Interest of Embrapa Semiarid (CMISA) by means of peat moss. The were were
sequenced by the 16S rRNA gene and appear to be more unstable as growth
promoters of some genera Bradyrhizobium, Rhizobium, Bacillus and Paenibacillus. In
addition to these bacteria, the inoculant authorized for maize cultivation containing
Azospirillum brasilense, an absolute control (without addition of mineral nitrogen and
inoculation) and a nitrogen control with 50% of N-urea in four replicates. Seven cases
that have not been found to be evidence in the capacity of inducing greater analysis
to the culture and a due, was a compatibility analysis to test an in vitro competition
and / or interaction. With this occasion, were selected to compose the first three
periods of experience in 2017 edition, following the procedures of the Brazilian
legislation. In addition, the addition of an inoculant treatment was performed with the
aim of improving treatment conditions, improving the quality of the process and
improving the treatment conditions. Data were collected by averages during Scott-
Knott replicates. A strain DBG7 (Paenibacillus sp.) Was responsible for producing
higher yield for a culture with 50% nitrogen effect and the recommended strain. The
increase in the three factors varied from 14 to 33%, showing an increase from 744 to
1,313 kg hal, that is, from 12 to 21 sacks per hectare cultivated, suggesting an
applicability of the inoculation. This result reinforces the possibility of using nitrogen
fertilizers and reveals a perspective of a new commercial inoculant.

Keywords: Endophytic bacterium; Biological fixation; Paenibacilllus; Semi-arid
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3.1 INTRODUCAO

As mais variadas situagbes de clima e solo tém influéncia direta na
produtividade no milho (Zea mays), garantidas também pelo melhoramento genético,
pela melhoria dos atributos quimicos, fisicos e biolégicos dos solos cultivados, além
de adocao de praticas de manejo (OKUMURA; MARIANO; ZACCHEO, 2011).

A cultura do milho demanda elevadas quantidades de nitrogénio (N) e requer o
uso de grandes quantidades de adubos nitrogenados para um sistema agricola de
elevada produtividade. No entanto, no cenario atual os sistemas agricolas buscam
formas de minimizar a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados para evitar a poluicao
do ambiente e reduzir os custos de producdo, sem perder o rendimento.

Nesse aspecto, a inoculacdo com bactérias que possuem a capacidade de
produzir fitormdnios, que induzem o crescimento radicular e melhoram a absor¢éo
de agua e nutrientes pelas plantas (COSTA et al., 2015), além de fixar nitrogénio
(SANTI et al.,, 2013) tem demonstrado ser uma biotecnologia promissora para o
manejo mais sustentavel desta cultura (HUNGRIA et al.,, 2010; FERREIRA et al.,
2013). As bactérias promotoras de crescimento vegetal tém a capacidade de formar
associa¢des endofiticas, colonizando espacos internos da planta.

As gramineas possuem menor capacidade de formar associagdes com as
bactérias fixadores de nitrogénio, quando comparadas as leguminosas. No entanto,
tem sido demonstrado que parte consideravel do N presente nessas plantas pode
derivar da fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN) (BALDANI et al., 2014). Apesar dos
resultados promissores ja observados com as estirpes comerciais de gramineas,
bioprospecc¢éo de novas estirpes e a avaliacado de sua eficiéncia sdo importantes na
selecéao de isolados com potencial para incrementar ainda mais o sucesso da FBN
em condi¢Oes de campo (ALVES et al., 2016).

As bactérias associativas podem empregar uma variedade de mecanismos
distintos, isolados ou em combinacdo, para promover o crescimento vegetal ao
colonizar com sucesso o sistema radicular. Nesse caso, a combinacdo de mais de
uma estirpe pode aumentar o efeito positivo e a eficiéncia do inoculante (SANTOS et
al., 2017).

Uma realidade desta abordagem reside na existéncia da recomendacgéao técnica
para inoculantes comerciais na cultura da soja com a utilizagdo de ao menos duas

bactérias fixadoras de N2. Para gramineas, os inoculantes comerciais do milho
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geralmente contam com a presenca de duas estirpes de Azospirillum brasilense
(HUNGRIA et al., 2010) e o inoculante misto para a cultura da cana-de-agUcar
contém cinco estirpes de diferentes espécies de bactérias diazotréficas associativas
(SCHULTZ et al., 2015).

Em um estudo conduzido por Cavalcanti (2016), houve o isolamento de 405
bactérias utilizando diferentes metodologias em duas variedades de milho, em areas
distintas da regido semiarida, com material coletado de varias partes da planta e
rizosfera. Foram realizados a caracterizacdo fenotipica, molecular, os tracos de
promocdo de crescimento in vitro (producdo de &cido-indol-acético, sideroforos,
solubilizacdo de fosfato de célcio, determinacdo no teor de proteinas e antagonismo
a Fusarium oxysporum), além da promocdo de crescimento em vasos com
condicbes de campo, sendo selecionados ao final, 15 isolados que induziram os
melhores resultados quanto ao teor de N nessa Ultima avaliacdo. Para dar
continuidade ao trabalho de Cavalcante (2016), esse estudo teve por objetivo avaliar
a eficiéncia dessas bactérias diazotréficas oriundas de solos da regido semiarida do

Brasil para a cultura do milho em diferentes condic6es edafo-climaticas do Nordeste.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Identificagéo taxondmica

Para a realizacdo da identificacdo taxondmica foi realizada a avaliacdo de 15
isolados de bactérias promotoras de crescimento oriundas da CMISA para a cultura
do milho. O DNA das espécies bacterianas foram extraidas e identificadas por
similaridade com uma estirpe tipo na andalise da sequéncia parcial do gene 16S
rRNA.

As bactérias foram cultivadas em meio liquido Dyg’s: 2 g de glicose; 1,5 g de
peptona; 2 g de extrato de levedura; 0,5 g de KH2PO4.7H20; 0,59 de MgSQOa4.7H20
para 1 L, sendo ajustado o pH para 6,8 (RODRIGUEZ NETO et al., 1986) e mantido
sob agitacdo constante por 5 dias. O DNA foi extraido utilizando o kit de extracdo de
DNA gendmico assistente® (Promega, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante.
As reacOes de PCR foram realizadas com o0s primers universais 27F e 1492R
(WEISBURG et al., 1991) e os produtos foram verificados por eletroforese horizontal
em gel de agarose (0,8%, p/v). Para a purificacdo dos produtos do PCR, utilizou-se o
kit de purificacdo de PCR/Gel® assistente (Promega, EUA) seguindo as instrucées
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do fabricante. O sequenciamento foi realizado com um analisador genético ABI
3037xI (Applied Biosystems, EUA) por Macrogen (Seoul, Coreia do Sul). A qualidade
das sequéncias foi avaliada pela SeqScan software v 2.0 (aplicada Biosystems,

EUA) e o0 contigs foram montados com o BioEdit software v 7.0

(http://mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml). Para identificacdo bacteriana, as
sequéncias de rRNA 16S foram comparadas com o banco de dados EzBioCloud

(www.ezbiocloud.net) (YOON et al., 2017) e as sequéncias depositadas no
GenBank.

3.2.2 Locais de experimentos

Para a selecdo das bactérias diazotréficas na cultura do milho foram instalados
quatro experimentos em trés localidades da Regido Nordeste: dois em Juazeiro
(BA), um em Cruz das Almas (BA) e um Petrolina (PE), nessa respectiva ordem,
detalhados na Tabela 1. A variedade do cultivar utilizado foi BRS Gorutuba.

O primeiro experimento teve o objetivo selecionar as bactérias que
apresentaram melhor resposta quanto ao uso do inoculante e aumento da
produtividade, obtendo menor numero de bactérias para 0s proximos trés
experimentos em diferentes condi¢gfes edafo-climaticas.

Para o inicio dos experimentos foram coletadas amostras compostas, formadas
a partir de dez subamostras de solo na camada de 0 a 0,20 m de profundidade das
areas experimentais para a caracterizacao da fertilidade dos solos (Tabela 2). Antes
da instalacdo dos experimentos em todas as areas houve o preparo do solo, sendo
realizadas aracao e gradagem.

As adubagbes complementares nos experimentos de Juazeiro (BA) e Petrolina
(PE) foram realizadas de acordo com resultado da andlise de solo, e recomendacao
para a cultura, sendo aplicados 20 kg ha* de P20s usando superfosfato simples, 20
kg ha! de K20 na forma de cloreto de potassio e 90 kg ha! de ureia nas parcelas
nitrogenadas (CAVALCANTI, 2008). J& no experimento de Cruz das Almas (BA) a
area foi fertilizada com a recomendacédo de 55 Kg ha' de P20s na forma de
superfosfato simples, 10 Kg ha! de K20 como cloreto de potassio e 120 kg ha? de
ureia nas parcelas nitrogenadas (RIBEIRO et al., 1999).


https://ssl.translatoruser.net/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fmbio.ncsu.edu%2FBioEdit%2Fbioedit.html
https://ssl.translatoruser.net/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fmbio.ncsu.edu%2FBioEdit%2Fbioedit.html
https://ssl.translatoruser.net/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fmbio.ncsu.edu%2FBioEdit%2Fbioedit.html
https://ssl.translatoruser.net/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fwww.ezbiocloud.net%2F

Tabela 1. Detalhamento dos experimentos: local, periodo, classificacdo do solo, quantidade de estirpes testadas + recomendada, temperatura

minima, maxima e a média registrada no periodo, precipitacdo acumulada e suprimento hidrico.

Temp. Temp. Temp. Precipitacédo Suprimento
Experimento Local Periodo Solo Estirpes min. max. Média acumulada hidrico
(C) () Q) (mm)
1 Juazeiro - BA ago./nov.  Vertissolo Haplicode 5 | 4 18 36 27 22 Gotejamento
2016 textura argilosa
2 Juazeiro - BA jun/out.  Vertissolo Haplicode 5, 17 34 24 5 Gotejamento
2017 textura argilosa
jul./ out Latossolo Amarelo Disponibilidade
3 Cruz das Almas - BA ' ' Alico Coeso, de 3+1 16 29 22,5 417
2017 ; de chuva
textura argilosa
4 Petrolina — PE ago./nov.  Argissolo Vermelho- 5, 4 18 36 26 20 Gotejamento
2017 Amarelo
Tabela 2. Caracteristicas de fertilidade de solo na camada 0 - 20cm.
C P K* Na* Ca?* Mg?* AR+ H+AI SB! CTC? EC3 V4
Experimento Local pH
(H20) gkgt dn;]% cmolc dm-3 mScm?t %
1 Juazeiro — BA 7,0 2,1 20,3 0,25 0,02 23,1 2.7 0 0,7 26,1 26,8 0,168 97,3
2 Juazeiro — BA 7,1 8,2 29.1 051 0,16 15,6 3,6 0 0 19,9 19,9 0,33 100
3 Cruz das Almas — BA 59 7,8 4,0 0,13 - 0,9 0,4 0,1 2,0 1.4 3,4 - 41,2
4 Petrolina — PE 6,0 2,6 154 0,24 0.06 2,1 1,0 0 0,5 34 3,9 2,600 87,6

1 — Soma de base; 2 — Capacidade de troca de cations; 3 — Condutividade elétrica; 4 — Saturacao por bases.
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3.2.3 Experimento de campo para selecao das estirpes

O primeiro experimento foi instalado no Campo Experimental Mandacaru, nas
dependéncias da Embrapa Semiarido, localizado no municipio de Juazeiro, BA
(coordenadas 09°24'S, 40°26'W com altitude de 351 metros), no periodo de agosto a
novembro de 2016. O municipio estéd localizado em clima Tropical semiarido. O
ensaio foi implantado no campo em solo (Tabela 1).

O suprimento hidrico em Juazeiro, BA e Petrolina, PE foi realizado pelo
sistema de irrigacdo por gotejamento com fitas e espacamento de 0,5 m entre
gotejadores e uma profundidade de irrigacdo de 1,6 L hL.

O delineamento experimental adotado foi em blocos ao acaso com 19
tratamentos e quatro repeticdes. Cada parcela foi constituida de 5 linhas de 3 m de
comprimentos espacadas em 1 m entre linhas e 0,25 m entre plantas na mesma
linha, totalizando uma area 15 m?.

Os 19 tratamentos foram constituidos pela inoculagdo individual dos 15
isolados em teste (15 tratamentos); uma estirpe recomendada (Ab-V5) de A.
brasilense; uma testemunha absoluta (sem inoculacdo e sem adubacao
nitrogenada); o nitrogenado com 45 kg ha* de N-ureia e o controle nitrogenado com
90 kg ha! de N-ureia, aplicados de forma parcelada no plantio e floracdo (50 % em
cada fase).

Inicialmente todas as estirpes foram cultivadas em placas com meio sélido
Dyg’'s para confirmar a morfologia das colénias e a pureza do estoque. Os
inoculantes foram preparados a partir do cultivo dos isolados em meio Dyg’s liquido
sob agitacdo constante. A inoculagéo ocorreu com 250 g de inoculante turfoso para
10 kg* de sementes (108 células mL™1), inclusive a autorizada. Na inoculagdo, uma
solugédo supersaturada de sacarose (50 mL por kg de semente) foi utilizada como
agente adesivo. O processo de inoculacdo consistiu na aplicacdo da solucao
acucarada sobre as sementes, seguida do inoculante turfoso; apés a mistura, as
sementes foram deixadas para secar na sombra por 15 minutos, a semeadura foi
feita imediatamente apds a secagem, em periodo nao superior a duas horas.

As plantas espontaneas foram controladas manualmente e para as pragas
lagarta-do-cartucho (Spodoptera fugiperda) e lagarta rosca (Agrotis ipsilon), trés
aplicacbes de Lambda-cialotrina e  Clorpirifés, respectivamente em
aproximadamente 15, 45 e 65 dias, ap0s a emergéncia.
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Decorridos 45 dias (florescimento pleno), apds a semeadura, avaliaram-se o
indice relativo de clorofila a e b. Entre 60-65 dias apds a semeadura, realizaram-se
coletas das amostras para avaliacdo das variaveis biométricas na fase (V8) da
cultura retirando-se, de forma aleatéria cinco plantas da segunda linha de cada
parcela dispensando-se 1 m em cada cabeceira. A altura de plantas foi mensurada
com auxilio de trena. Em seguida, as plantas foram removidas com auxilio de uma
pa e seccionadas em diferentes partes, colmo e folhas sendo estas acondicionados
em sacos de papel, identificadas e levadas a estufa de circulacéo forcada de ar a 65
+ 2° C por 72 h, para posterior pesagem e determinacdo da massa da parte aérea
seca (MPAS). As espigas foram avaliadas nessa fase vegetativa quanto ao tamanho
(cm plantal) e peso (g planta!) sem casca, com auxilio de régua e balanca,
respectivamente.

O teor de N (mg planta') da parte aérea seca foi avaliado na terceira folha
plenamente expandida a partir do apice da haste. O material foi moido e a
concentracdo de N avaliada pelo método de combustdo seca no analisador
elementar de C e N LecoSorb (LECO, EUA) no Laboratério de Anélise de Solos e
Plantas da Embrapa Semiarido. O mesmo método foi realizado para avaliar o teor de
N no grao na segunda coleta. O resultado foi usado para determinar a relacdo C/N e
0 acumulo de N da parte aérea.

Na segunda coleta de espigas, realizada aos 90-95 apds a emergéncia na fase
(R3), selecionaram-se dez plantas da area util nas duas linhas centrais de cada
parcela dispensando-se 1 m em cada cabeceira. Apés a coleta, as amostras foram
armazenadas em camara fria a 10° C até posterior processamento. O milho foi
debulhado para o célculo do rendimento de grdos (kg ha?') com umidade
padronizada a 13% e a massa de 100 graos (g) em cada parcela. O rendimento foi
padronizado para kg ha'. O incremento relativo foi calculado sobre o valor da
produtividade em relagdo a testemunha absoluta (%).

Os resultados foram avaliados pela analise de variancia e, quando o teste “F”
foi significativo a 5%, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo o teste
Scott-knott, também ao nivel de 5% e transformados para (X + 1) %5 Os dados
foram avaliados com o software de andlise estatistica Sisvar v 5.0 (FERREIRA,
2011).



32

3.2.4 Compatibilidade das estirpes

AplOs o primeiro experimento, realizou-se o0 teste in vitro de resisténcia
intrinseca entre os sete isolados que apresentaram melhor resposta no experimento
de campo, buscando avaliar a competividade e/ou interacédo entre eles.

Os isolados foram cultivados em tubos contendo caldo Dyg’'s sob agitagcéo
orbital por trés dias a 125 rpm. Posteriormente inocularam-se separadamente trés
aliquotas de 10 pL do caldo de cultivo em pontos equidistantes de placas de Petri,
contendo meio Dyg’s sélido. As placas foram incubadas e apos 48 h, outra camada
de meio Dyg’s contendo agar nobre (baixo ponto de fusdo) e pré-inoculado com o
segundo isolado em teste foi vertida sobre a primeira camada, formando uma dupla
camada. A interacdo entre os isolados foi observada com analise visual a formacao
de halo translicido ao redor das coldnias, observando sua inibicdo, neutralidade

e/ou efeito positivo sobre o crescimento da outra (ROMEIRO, 2001).

3.2.5 Experimento de campo em diferentes condi¢cdes edafo-climaticas

Os préximos trés experimentos de campo foram realizados na safra de 2017.
O primeiro ensaio foi realizado em Juazeiro (BA), instalado no mesmo local, mas em
diferente area experimental descrita na Tabela 1, no periodo de junho a outubro. O
segundo ensaio foi realizado em Cruz das Almas (BA), no Campus da Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia (coordenadas 12°40’S e 39°06’W, com altitude de
225 metros), no periodo de julho a outubro. O municipio esta localizado em clima
Tropical Umido em solo classificado como Latossolo Amarelo Alico Coeso, de
textura argilosa. J& o terceiro ensaio foi instalado em Petrolina (PE), no Campo
Experimental de Bebedouro nas dependéncias da Embrapa em Petrolina
(coordenadas 09°09’S e 40°22’'W com altitude de 369 metros) no periodo de agosto
a novembro. O municipio esta situado no clima Tropical semiarido em solo
classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo. Os dados climatolégicos dos trés
municipios onde foram instalados os experimentos estao descritos na Tabela 1.

O delineamento experimental adotado foi em blocos ao acaso com quatro
repeticbes. As parcelas experimentais foram implantadas de forma que
possibilitasse uma area experimental suficientemente representativa de 4,0 x 6,0m e
distanciada em 1,0 m entre linhas e 0,25 m entre plantas na mesma linha. Seguindo
as normas recomendadas na RELARE (Reunido da Rede de Laboratérios para a
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Recomendacao, Padronizacéo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos
de Interesse Agricola) (BRASIL, 2011).

Nos trés ensaios testaram-se oito tratamentos: a inoculacdo Unica de trés
isolados (DBG7, DBG24 e LBG82); um MIX formado pela mistura desses trés
isolados; uma testemunha absoluta (sem inoculagdo e sem N); uma estirpe
autorizada (Ab-V5); um controle nitrogenado com 50% de N-ureia ha' e o controle
nitrogenado com 100% de N-ureia ha'. A adubacéo foi parcelada em duas etapas,
entre o plantio e floracdo. A inoculacdo seguiu a recomendacdo de 250 g de
inoculante turfoso para 10 kg de sementes.

As variaveis avaliadas foram as mesmas descritas anteriormente no primeiro
experimento. Os resultados foram avaliados pela analise de variancia e, quando o
teste “F” foi significativo a 5%, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo o
teste Scott-knott, também ao nivel de 5% e transformados para (X + 1) °5. Os dados
foram avaliados com o software de andlise estatistica Sisvar v 5.0 (FERREIRA,
2011).

4. RESULTADOS
4.1 Classificacao dos isolados com base na andlise de sequenciamento parcial
do genel6S rRNA

Dos quinze isolados testados, treze foram identificados com base na andlise de
sequenciamento parcial do gene 16S rDNA com uma estirpe tipo, trés pertencem ao
género Rhizobium, trés ao Bradyrhizobium, seis ao Bacillus, um ao Paenibacillus e
dois ndo foram identificados, decorrente a qualidade das amostras. Os isolados

demonstraram alta similaridade na sequéncia entre 98 a 100% (Tabela 3).

Todos os isolados pertencem a géneros ja conhecidos pela capacidade de
proporcionar incrementos na produtividade atuando como BPCV ou no processo de

FBN nas gramineas.
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Tabela 3. Identificacdo dos 15 isolados de bactérias promotoras do crescimento do milho
pertencentes a Colecdo de Microrganismos de Interesse da Embrapa Semiarido (CMISA) com base
na andlise de sequenciamento parcial do gene 16S rRNA com uma estirpe tipo.

- £ NUMERO DE
TRATAMENTO ESPI%EéI_E“I\ééIESTITES)XIMA SIMIL'?},/R;DADE ACESSO NO
0 GENBANK
DBG15 N&o identificada -- --
DBG23 N&o identificada -- --
Bacillus siamensis 98
PBG82 KTC 13613". KY643639.1
Bacillus megaterium 99
PBG56 (NBRC 15308") CP009920.1
Bacillus pumilus 99
PBG89 (NCTC103377) LT906438.1
Bacillus safensis 99
DBG1 (NBRC1008207) NR_113945.1
Bacillus nealsonii 99
DBG19 (DSM 150777) NR_044546.1
Bacillus subtilis 100
DBG24 (NCIB 36107 CP020102.1
Paenibacillus panacisoli 98
DBG7 (Gsoil 14117) NR_041381.1
Rhizobium calliandrae 99
LBG82 (CCGE 5247) JX855162.1
Rhizobium calliandrae
LMG32 (CCGE 5247) 99 JX855162.1
Rhizobium pusense
LMG27 (NRCPB 107) 99 FJ969841.1
Bradyrhizobium kavangense
LBC71 (14-37M) 99 KP899562.1
Bradyrhizobium kavangense
LMG31 (14-37) 99 KP899562.1
Bradyhizobium yuanmingense
LBC76 (CCBAU100717) 100 AF193818

4.2 Avaliagcéo na promocdao de crescimento e desempenho agronémico em

diferentes condi¢cdes edafo-climéticas

Experimento 1 — Em Juazeiro, BA nao foi observada diferenca significativa para as

variaveis altura das plantas, massa da parte aérea seca, teor de N da parte aérea,

teor de N no grdo e peso de 100 gréos (Tabela 4). Para o IRC oito isolados

bacterianos foram capazes de resultar plantas com IRC superior a testemunha

absoluta e iguais aos valores observados nos tratamentos com as duas doses de N.
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Tabela 4. Avaliacdo na promocao de crescimento e desempenho agrondmico nas plantas de milho
inoculadas com estirpes de bactérias diazotréficas no Campo Experimental em Mandacaru, Juazeiro
(BA).

TRAT. IRC ALT MPAS  TNPA TNG P100G PROD I.R

(cm planta?) (g planta?) (9) (kg hal) (%)
LBC71 41,3 b 183 a 455 a 23,04a 20,34a 2351a 4,407b 49
LMG27 51,0a 178 a 56,2a 23,16a 20,71a 2264a 3,703c 25
LBC76 46,1 b 162 a 93,7 a 2263a 20,65a 22,19a 4,021c 36
LBG82 48,0 a 167 a 650a 2387a 20,14a 2387a 4871b 65
LMG31 48,2 a 184 a 53,7 a 20,89a 21,23a 21,74a 3,710c 25
LMG32 42,4 b 150 a 58,3a 22,70a 20,89a 22,79a 2927c -0,6
PBG56 40,2 b 174 a 425 a 22,16a 21,14a 21,12a 3,485c 18
PBG82 457 b 137 a 616a 21,06a 2093a 2695a 2339c -20
PBG89 51,2a 169 a 83,7 a 2244a 19,75a 25,72a 4,754b 61
DBG1 54,8 a 164 a 50,0 a 23,83a 22,14a 23,70a 4,476b 51
DBG15 50,8 a 167 a 71,2 a 2282a 2051a 24,02a 3,465c 17
DBG19 36,7b 170 a 475a 22,63a 20,32a 23,02a 4,606D 56
DBG23 443 b 173 a 68,7 a 2331a 2057a 21,8la 4,026c 36
DBG24 529 a 189 a 58,7a 23,02a 20,51a 2330a 5,232b 77
DBGS7 48,4 a 171 a 46,2 a 2224a 20,78a 21,34a 4,940b 67
Ab-V5 435b 192 a 58,3a 22,02a 21,39a 20,86a 4,601b 56
T.N 90 55,7 a 165 a 63,3 a 2595a 2052a 2435a 7,810a 165
T.N 45 48,1 a 180 a 58,3 a 2395a 20,19a 2394a 4,075c 38

T.A 39,.1b 170 a 53,3 a 2153a 2066a 22,11a 2947c --

CV% 5,73 3,27 18,68 4,17 3,29 5,32 17,07

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

IRC = Indice relativo de clorofila, ALT =, MPAS = Massa Parte Aérea Seca, TNPA = Teor de N na Parte Aérea, TNG = Teor de
N no Gréo, P100G = Peso de 100 Gréos, PROD = Produtividade e I.R = Incremento relativo. Ab-V5 = estirpe recomendada;
T.N90 = testemunha nitrogenada com 90 kg ha de ureia; T.N45 = testemunha nitrogenada com 45 kg ha™ de ureia e T.A =
testemunha absoluta, sem inoculagéo e sem N.

A maioria das estirpes proporcionou incremento na produtividade do milho com
valores superiores aos encontrados no tratamento que recebeu a adubacdo com a
metade da dose recomendada N-ureia. Apenas os tratamentos que receberam as
inoculagcbes das estirpes PBG82 e LMG32 nado apresentaram aumento de
produtividade, em comparacdo a testemunha absoluta. Sete isolados induziram
produtividade das plantas de milho iguais aos valores obtidos no tratamento
inoculado com a estirpe autorizada (Ab-V5) e, também foram superiores aos
tratamentos testemunha absoluta e ao com aplicacdo de 45 kg N-ureia ha?. Isto

demonstra a capacidade destas em suplementar parcialmente o N mineral
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necessario para as plantas. Deve-se ressaltar que, com relagdo a produtividade do
milho, todos os tratamentos foram inferiores a testemunha que recebeu a adubacgéo
com 90 kg N-ureia ha. Cinco estirpes se destacaram, pois, mesmo néo se diferindo
(p<0,05), obtiveram resultado igual ou superior a Ab-V5. Tal fato demonstra a
capacidade destas de fornecer o N necesséario para as plantas, tanto quanto a

estirpe atualmente autorizada para uso comercial.

As estirpes identificadas como DBG7 = Paenibacillus panacisoli, DBG24

Bacillus subtilis, DBG1 = Bacillus safensis, PBG89 = Bacillus pumilus e LBG
Rhizobium calliandrae destacaram-se por apresentar melhor desempenho para as

variaveis IRC e produtividade.

4.3 Resultado do teste de compatibilidade in vitro

Sete estirpes de bactérias (LBC71, LBG82, PBG89, DBG1, DBG19, DBG24 e
DBG7) utilizadas no experimento anterior foram selecionados por apresentarem
melhor desempenho na produtividade igual a estirpe comercial e superiores ao
tratamento com 45 kg N ha?' e a testemunha absoluta. Essas foram avaliadas
guanto a sua eficiéncia de competividade/interacdo. Das 42 combinag¢des formadas
10 foram responsaveis por proporcionar efeito benéfico a outra bactéria, por
estimular o seu crescimento. Trés destas apresentaram interagdo negativa, que foi
observada pela formacéo de halo translicido ao redor da bactéria. As demais néo

tiveram interacao e nédo interferiram sobre crescimento da outra (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste de compatibilidade in vitro dos sete isolados com potencial efeito de promover o
rendimento em milho. Os isolados foram crescidos em duas camadas avaliando o poder de
competividade e/ou interacdo, promovendo efeito de crescimento, inibicdo ou neutralidade entre eles.

BASE COBERTURA INTERACAO BASE COBERTURA INTERACAO
PBG89 DBG7 + DBG1 DBG19 N
PBG89 LBC71 - DBG7 BG89 N
PBG89 DBG1 + DBG7 LBC71 N
PBG89 DBG24 + LBC71 DBG19 N
LBG82 DBG24 + DBG19 DBG7 N
DBG24 LBC71 - LBC71 DBG24 N
LBG82 LBC71 - LBC71 DBG1 N
DBG24 PBG89 + LBC71 LBG82 N
LBC71 PBG89 + DBG24 DBG19 N
LBG82 DBG7 + DBG24 DBG1 N
DBG7 DBG19 + LBC71 DBG7 N
DBG1 DBG7 + DBG19 LBC71 N
LBG82 DBG19 + BG89 LBG82 N
DBG24 LBG82 N DBG19 DBG1 N
DBG24 DBG7 N DBG7 DBG1 N
DBG7 DBG24 N DBG1 DBG24 N
DBG7 LBG82 N DBG19 DBG24 N
BG89 DBG19 N DBG19 BG89 N
DBG1 LBG82 N LBG82 DBG1 N
DBG1 PBG89 N DBG19 LBG82 N
DBG1 LBC713 N LBG82 BG89 N

BASE = primeiro isolado, COBERTURA = segundo isolado. INTERACAO (+) = positiva; (-)
= negativa e (N) = neutro.

As estirpes LBG82 (Rhizobium calliandrae), DBG24 (Bacillus subtilis) e DBG7
(Paenibacillus panacisoli), que foram responsaveis por apresentar maior
produtividade, apresentaram também resposta positiva e/ou neutra nessa avaliacao.
A partir desse resultado foi formulado um inoculante misto com a mistura dessas trés
bactérias para os proximos trés experimentos de campo.

Abaixo na figura 1, representadas como A, B, C e D, foram identificadas a
interacdo positiva entre as bactérias: PBG89 / DBG24; PBG89 / DBG1; PBG89 /
DBG7 e LBG82 / DBG24. Enquanto nas figuras E e F foram identificadas a falta de
interac&o entre as bactérias: DBG24 / LBC71 e PBG89 / LBC71.
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Figura 1. Avaliacé@o visual in vitro da competividade e/ou interagdo entre as bactérias em uma dupla
camada em meio solido Dyg’s, sob diferente ponto de fus&o. As figuras (A, B, C e D) representam a
interacdo positiva entre as duas bactérias. As figuras (E e F) representam a interacdo negativa
inibindo o crescimento da outra bactéria, perceptivel pela formacéo de halo transltcido ao redor.
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4.4 Avaliagéo da promocdao de crescimento em diferentes condi¢cdes edafo-
climéticas

Em Juazeiro, os tratamentos inoculados com as estirpes DBG7 e com Ab-V5
induziram maior valor para MPAS com aumento 21%, consequentemente,
proporcionaram o aumento de 3% no ANPA para as plantas de milho comparada a
testemunha absoluta. Para as demais varidveis ndo houve diferencas (p>0,05)
(Tabela 6).

Ja em Cruz das Almas o tratamento que recebeu 120 kg ha! de N apresentou
aumento de 13,6% na altura quando comparado a testemunha absoluta, seguido por
aumento de 4,5% proporcionado pelo tratamento com a adubacgdo de 60 kg ha de
N. Os demais tratamentos inoculados apresentaram médias similares (p<0,05) as
plantas que nao receberam adubacdo quimica e inoculacdo. Para as variaveis
MPAS, TNPA, C/N e ANPA né&o houve diferencas (p>0,05) entre os tratamentos,
indicando a falta de resposta da cultura aos tratamentos adubados e inoculados
(Tabela 6).

Em Petrolina (PE), as médias de MPAS variaram entre o minimo de 136 ¢
plantal para DBG7, que representou uma reducdo de 16%, comparada a
testemunha absoluta e a maxima para a estirpe DBG24 com 169,5 g planta. Para
as demais variaveis nao houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 6).
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Tabela 6. Componentes de producédo da fase vegetativa da cultura do milho inoculado com estirpes
de bactérias diazotréficas nos campos experimentais de Juazeiro, BA; Cruz das Almas, BA e
Petrolina, PE, em Unica safra de 2017.

ALT MPAS TNPA ANPA
TRATAMENTO Relacédo C/N
(cm planta?) (g planta?) (g Kg planta?) (g N planta?)
Juazeiro, BA

LBG82 192 a 102,8b 3351a 12,51 a 343b
DBG24 187 a 101,0b 30,12 a 13,74 a 3,02b
DBG7 196 a 131,0a 31,06 a 13,30 a 4,07 a
MIX 199 a 105,8 b 29,90 a 13,66 a 3,16 b
Ab-V5 183 a 1279 a 30,60 a 13,27 a 39l a
T.N 90 190 a 1132 b 30,69 a 13,33 a 347b
T.N 45 193 a 1156 b 29,57 a 13,89 a 3,42 b
T.A 193 a 108,7 b 28,19 a 14,77 a 3,02b
CV (%) 1,96 5,90 3,92 3,55 4,21

Cruz das Almas, BA
LBG82 167 c 68,5 a 21,81 a 22,43 a 151a
BG24 175¢c 67,5a 23,58 a 20,62 a 1,59 a
DBG7 177 c 86,8 a 25,23 a 19,38a 221a
MIX 174 c 84,5 a 23,70 a 20,57 a 2,00 a
Ab-V5 165c¢ 739 a 23,23 a 21,15a 1,76 a
T.N 120 200 a 118,6 a 24,70 a 19,88 a 2,97 a
T.N 60 184 b 84,5a 23,90 a 20,17 a 2,02 a
T.A 176 c 77,5 a 24,47 a 19,83 a 1,90 a
CV (%) 1.74 10,91 4,36 4,5 9,54
Petrolina, PE

LBG82 165 a 148,5 a 43,14 a 3,80 a 6,41 a
DBG24 159 a 169,5a 43,00 a 4,11 a 7,29 a
DBG7 167 a 136,0 a 42,84 a 3,74 a 5,83 a
MIX 171 a 151,0a 43,20 a 4,45 a 6,52 a
Ab-V5 160 a 161,0 a 43,49 a 3,85a 7,00 a
T.N 90 163 a 163,3a 43,13 a 3,76 a 7,06 a
T.N 45 156 a 147,3 a 4298 a 3,96 a 6,30 a
T.A 159 a 162,8 a 43,64 a 4,18 a 7,10 a

CV (%) 2,52 9,52 0,79 4,95 8,66

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade. ALT = Altura, MPAS = Massa da Parte Aérea Seca, TNPA = Teor de N
na Parte Aérea, Relacdo C/N e ANPA = Acumulo de N na Parte Aérea. MIX = Mistura das bactérias;
Ab-V5 = estirpe recomendada; T.N 90 e T.N 120 = testemunha nitrogenada com 90 e 120 kg ha! de
ureia; T.N 45 e T.N 60 = testemunha nitrogenada com 45 e 60 kg ha! de ureia; T.A = testemunha
absoluta, sem inoculagéo e sem N.
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4.5 Avaliagcdo do desempenho agrondmico em diferentes condi¢gdes edafo-
climéticas

Em Juazeiro (BA), ndo houve diferenca (p>0,05) para nenhum das variaveis
analisadas, apesar de ter sido observada a maior média geral para produtividade
10,15 kg ha?. As estirpes LBG82 e a DBG7 induziram a maior produtividade do
milho com incremento equivalente a testemunha inoculada com a estirpe autorizada
e nitrogenada com N45 (Tabela 7).

Em Cruz das Almas (BA), ndo houve resposta para as variaveis TESP, PESP e
P100G (p>0,05). Contudo, as estirpes DBG24 e o tratamento MIX proporcionaram
maior produtividade do milho, pois possibilitaram incrementos de 47% e 36%
respectivamente, ndo diferindo (p>0,05) do tratamento que recebeu 120 kg de N ha
1. A estirpe DBGY7 esta incluida nesse grupo, pois proporcionou incremento de 33%.
A média de produtividade apresentada neste ensaio foi a mais baixa dos trés locais
correspondendo a 2.76 kg ha! (Tabela 7). A estirpe LBG82 e a recomendada Ab-V5
apresentaram pior resposta, com incremento de apenas 3,8% sobre o tratamento
sem inoculacado, seguida da parcialmente nitrogenada com 50% de N representando
8,1%.

Em Petrolina (PE) as estirpes LBG82 e DBG7 induziram a maior média do peso
de 100 grdos nas plantas. As mesmas estirpes se destacaram quanto a
produtividade e ndo apresentaram diferenca (p>0,05) da recomendada e das
nitrogenadas. Ambas representaram um incremento de 15% sobre o tratamento sem
inoculagéo (Tabela 7). A média de produtividade apresentada neste ensaio foi de
7.45 kg ha.



42

Tabela 7. Componentes de producédo da fase reprodutiva da cultura do milho inoculado com estirpes
de bactérias diazotréficas nos campos experimentais de Juazeiro, BA; Cruz das Almas, BA e
Petrolina, PE, em Unica safra de 2017.

TRATAMENTO TESP PESP P100G PROD I.R
(cm planta’t) (g planta’t) (kg hat) (%)
Juazeiro, BA
LBG82 14,7 a 168,89 a 38,99 a 10,42 a 16
DBG24 151a 180,29 a 40,19 a 10,01 a 11
DBG7 15,0 a 185,76 a 38,84 a 10,29 a 14
MIX 15,0 a 186,57 a 39,33 a 9,83 a 9
Ab-V5 15,7 a 181,51 a 40,08 a 10,47 a 16
T.N 90 15,3 a 176,52 a 41,16 a 10,64 a 18
T.N 45 15,2 a 181,27 a 43,56 a 10,50 a 16
T.A 15,8 a 197,37 a 42,13 a 8,98 a -
CV (%) 2,75 5,74 3,70 5,99
Cruz das Almas, BA
LBG82 14,3 a 98,07 a 23,03 a 2,31b 4
DBG24 14,3 a 109,65 a 27,67 a 3,27 a a7
DBG7 14,3 a 109,10 a 24,43 a 2,97 a 33
MIX 15,6 a 105,37 a 26,19 a 3,03a 36
Ab-V5 14,7 a 106,67 a 25,32 a 2,31b 4
T.N 120 15,7 a 136,26 a 24,85 a 352a 58
T.N 60 14,2 a 114,56 a 26,51 a 2,41b 8
T.A 14,5 a 119,47 a 22,27 a 2,23b -
C.V (%) 5,19 7,51 5,32 11,02
Petrolina, PE
LBG82 18,5 a 212,12 a 37,87 a 7.73a 15
DBG24 18,2 a 189,43 a 34,37b 6,97 b 4
DBG7 17,8 a 181,84 a 38,23 a 7,73 a 15
MIX 16,4 a 165,40 a 34,90 b 6,69 b -0.3
Ab-V5 16,6 a 183,95 a 39,20 a 7,70 a 14
T.N 90 16,8 a 168,15 a 35,64 b 8,52 a 26
T.N 45 17,0 a 187,94 a 36,09 b 7,55 a 12
TNO 18,0 a 234,22 a 34,29 b 6,72 b -
CV (%) 4,26 9,05 2,83 5,05

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade. TESP = Tamanho Médio da Espiga, PESP = Peso Médio da Espiga,
P100G = Peso de 100 Gréos, PROD = Produtividade e |.R = incremento relativo. MIX = Mistura das
bactérias; Ab-V5 = estirpe recomendada; T.N 90 e T.N 120 = testemunha nitrogenada com 90 kg ha*
e 120 kg ha! de ureia; T.N 45 e T.N 60 = testemunha nitrogenada com 45 kg ha! e 60 kg ha! de
ureia; T.A = testemunha absoluta, sem inoculacdo e sem N.
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5. DISCUSSAO

As BPCV tem sido pesquisada em varias partes do mundo e em diferentes
culturas (BURBANO et al., 2011; VIDEIRA et al., 2013; JOHNSTON-MONJE et al.,
2016; MIGUEL et al., 2016), afim de elucidar os mecanismos de promocao de
crescimento vegetal, assim como a possibilidade de reducdo de pesticidas
(MONTESINOS E BONATERRA, 2009) e fertilizantes quimicos na agricultura,
principalmente os nitrogenados. Neste contexto, em regides semiaridas, onde o
clima desfavorece a producdo pela caréncia de chuvas e altas temperaturas, a
obtencao de estirpes de bactérias diazotroficas j4 adaptadas a estas condigbes pode
beneficiar a agricultura e 0 meio ambiente.

Estudos j& relataram a presenca de genes antibioticos e a eficiéncia de Bacillus
contra Fusarium verticillioides no milho (CAVAGLIERI, et al., 2005) e Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici no tomate (ELANCHEZHIYAN et al., 2018). O Baciilus
cereus também ja apresentou efeito promissor como potencial biocontrole de
nematdides no trigo (ZHANG et al, 2016). Os efeitos da combinacdo de
Bradyrhizobium e Paenibacillus graminis ou Bradyrhizobium e Bacillus ja foram
relados como capazes de promover melhor protecdo contra o estresse a salinidade
do solo, no semiérido brasileiro, em plantas de feijdo-caupi (SANTOS et al., 2018);
assim como na fitorremediacdo de solos com espécies de Achromobacter
inoculadas em plantas de Arabidopsis thaliana (HO et al., 2012).

Nesse estudo foram identificados quatro géneros de BPCV associados as
plantas de milho. Os géneros identificados no presente trabalho foram isolados
anteriormente por Cavalcanti (2016) a partir da metodologia de inoculacdo de
extratos de raizes de milho em feijdo-caupi como planta-isca, sendo identificados
nesse trabalho como Bradyrhizobium (3) e Rhizobium (3). Ja os isolados obtidos por
meio tradicional de cultivo solido e semissoélido diretamente do milho foram
identificados pertencendo aos géneros Bacillus (6) e Paenibacillus (1). Esses
géneros ja foram encontrados na rizosfera de gramineas em diferentes
ecossistemas (BENEDUZI et al., 2008; JOHNSTON-MONJE et al., 2016; SANTOS
et al., 2018).

Com a possibilidade de reducéo de uso de insumos quimicos nitrogenados nos
cultivos de milho em regibes semiaridas, considerando resultados obtidos no

primeiro experimento de campo (Tabela 4), foram selecionados os isolados que
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além de apresentarem melhor resultado quanto a produtividade, também
apresentaram resposta positiva e/ou neutra no teste de interacao in vitro. (Tabela 5).
Segundo Santos et al. (2017), uma mistura de estirpes compativeis e eficientes em
promocdo de crescimento das plantas, como foi utilizado no presente estudo,
aumenta a possibilidade de sucesso na formulagdo de um inoculante (Tabelas 6 e
7). A partir daqui 0os ensaios seguintes foram realizados seguindo os protocolos da
legislatura brasileira para a recomendacéo de estirpes para novos inoculantes. Trés
dos quatro ensaios exigidos foram instalados em Unica safra de sob condi¢cdes
edafo-climaticas distintas, obtendo resultados estatisticos estabelecidos, iguais e
superiores a estirpe atualmente recomendada e a testemunha absoluta.

Os dados climaticos apresentados indicaram que as conducdes do
experimento mantiveram a temperatura e disponibilidade hidrica constante e
uniforme para a execucdo do experimento, principalmente nos ensaios em
condicbes irrigadas (Tabela 1). Esses aspectos favorecem o crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois aumentam a mineralizacdo da matéria organica e
contribuem para maior disponibilidade de N para as plantas.

As areas Uutilizadas para a conducdo dos experimentos nos Campos
Experimentais de Mandacaru e Bebedouro, localizados em Juazeiro e Petrolina,
respectivamente, fazem parte das dependéncias da Embrapa Semiarido e séo
utilizados sucessivamente para a conducdo de ensaios com culturas anuais
(melancia, meldo, cebola, abobora, feijao-caupi, etc), sendo fertilizados
constantemente. Nestas areas, as plantas apresentaram valores representativos no
desenvolvimento vegetativo e produtivo, mesmo em condicdes de auséncia de
inoculacao ou fertilizagdo com ureia. Tanto em Juazeiro, quanto em Petrolina os
resultados para as variaveis de producdo na fase vegetativa e reprodutiva foram
bastante similares, possivelmente pelas condigcdes ambientais distintas. Petrolina, no
entanto, apresentou valores com uma pequena superioridade para MPAS, TNPA,
ANPA e TESP. Enquanto em Juazeiro destacou-se pela ALT, P100G e PROD.

Na pratica, apenas a producdo de grdos é de valor econdmico, sendo o
parametro mais importante refletindo a importancia econdémica da inoculagéao
(ALVES et al., 2015; SILVEIRA et al., 2016). Portanto, o incremento relativo descrito

aqui foi expressado em incremento de producéo de graos.
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As estirpes LBG82 (Rhizobium calliandrae) e DBG7 (Paenibacillus) foram
responsaveis por induzirem maior produtividade do milho, com médias de 10.294 e
10.419 kg ha'! em Juazeiro e médias de 7.734 e 7.730 kg ha! em Petrolina,
respectivamente. Ambas resultaram em incremento entre 14 a 16%, equivalente a
recomendada e a nitrogenada com 50% de N (Tabela 7). Observando a média
nacional atual de produtividade de 5.409 kg ha! (CONAB, 2017), foi notério por esse
aspecto que todos os tratamentos realizados superaram consideravelmente a média
nacional, elevando a produtividade entre 128 a 196%.

Ja em Cruz das Almas, o experimento foi conduzido em uma &rea experimental
em solos com baixos teores de nutrientes, sendo esse local, 0 mais beneficiado pela
implementacédo do experimento. Os trés tratamentos de inoculacdo (DBG24, DBG?7,
MIX) e de fertilizacdo com o total de N foram as que apresentaram maiores
respostas quanto ao incremento, elevando a média regional do Nordeste entre 114 a
135%, que atualmente é de 2.595 kg ha, denotando a produtividade mais baixa de
todas as regibes brasileiras (CONAB, 2017). Porém, as médias alcancadas por
essas estirpes foram de 3.274, 2.969 e 3.027 kg ha, respectivamente.

Estudos recentes testando o efeito do inoculante comercial, composto pela
mistura das duas estirpes de A. brasilense Ab-v5 e Ab-v6 recomendadas para a
cultura do milho apresentou incremento de médio no rendimento de grdos em
13,21%, enquanto o estudo com uma nova mistura da estirpe Ab-V5 e a estirpe
53GRML1 de Rhizobium sp., uma estirpe isolada da rizosfera de milho e sem registro
no MAPA, obteve incremento médio de 26,61% (SPOLAOR et al.,, 2016),
ressaltando a importancia de estudos continuos para formulacdo de novos
inoculantes. Nesse trabalho, no entanto o MIX s6 apresentou incremento superior a
estirpe isolada em Cruz das Almas e reducao de produtividade em Petrolina.

As respostas variam possivelmente em decorréncia as condi¢cdes edafo-
climaticas que as bactérias tiveram que se adaptar, o que pode ter interferido, a
principio, na interacdo com as plantas (MAHENTHIRALINGAM et al., 2005).

O tratamento com a estirpe autorizada de A. brasiliense (Ab-V5) apresentou
resposta positiva em todos 0s experimentos. Isto também foi relatado por Costa et
al. (2015) para os componentes de produgédo da cultura do milho. O resultado do
presente estudo também comprova a eficiéncia da estirpe em regides semiaridas,

corroborando o estudo conduzido por Sampaio (2013) que observou incrementos de
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producdo da cultura do milho inoculado com Azospirillum brasilense (Ab-V5) e
Herbaspirillum seropedicae (BR 11417) sob condi¢cbes irrigadas em Juazeiro, BA.
Também é relatado na literatura que a inoculacdo de Azospirillum proporciona
incrementos de 7 a 15% para MPAS e produtividade, respectivamente, nas duas
safras de gréos de milho, sob plantio convencional e plantio direto, mesmo sem a
adicdo de N (LANA et al., 2012). E provavel que bactérias do género Azospirillum
utilizem N oriundo da adubacé&o nitrogenada para assimilar carbono e multiplicar-se
mais rapidamente, incrementando os efeitos da inoculacéo.

Com a adubacdo nitrogenada na dose total representou as melhores
respostas nos componentes de producdo do milho, em todos os locais. Porém, 0 uso
das novas estirpes de bactérias diazotréficas demonstrou expressivos aumentos na
produtividade, pois proporcionaram médias equivalentes a testemunha
recomendada (Ab-V5) e nitrogenada com 50% do recomendado para a cultura.
Assim, os resultados encontrados nesse estudo sdo promissores quanto ao uso de
inoculantes.

Vale salientar que os valores encontrados nesse estudo foram do efeito
isolado de cada tratamento. Estudos com uso do inoculante em gramineas nao
buscam substituir o uso total do fertilizante nitrogenado, mas obter um maior
aproveitamento no manejo da cultura, de forma a agir em consércio com o N-mineral
para alcancar maior promoc¢do de crescimento e rendimento na cultura, como
relatado por Muller et al. (2016) e Repker et al. (2013).

O resultado obtido faz com que se intensifijuem as buscas por novas
alternativas que visem melhor aproveitamento do N, a fim de alcancar maior
aplicabilidade dessa tecnologia para diversos agricultores, principalmente em

regides onde o risco climatico é alto.

6. CONCLUSAO

A estirpe DBG7 (Paenibacillus sp.) isolada do semiarido brasileiro foi
responsavel por promover maior produtividade de graos para a cultura do milho, em
trés locais com diferentes condi¢Oes climaticas da Regido Nordeste, avaliados em
Unica safra de 2017 apresentando rendimentos equivalente a nitrogenada com 50%
e a recomendada (Ab-V5). O incremento proporcionado sobre a testemunha
absoluta variou entre 14 a 33%, 0 que representou em valores um aumento de 744 a



47

1.313 kg hal, ou seja, de 12 a 21 sacas a mais por hectare cultivado, sugerindo a
aplicabilidade da inoculagao.

Esse resultado revela possibilidade de exploracdo para producdo de novos
inoculantes que venham substituir pela metade a utlizacdo de fertilizantes

nitrogenados e aumentar a oferta com a comercial.
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