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Efeito da inoculacéo de bactérias endofiticas solubilizadoras de fosfato
sobre o crescimento de milheto (Pennisetum glaucum) fertilizado com
fosfato de rocha®.
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RESUMO: O uso crescente de fertilizantes quimicos
tem  ocasionado efeito direto sobre a
sustentabilidade das culturas. Isso se deve a
demanda emergente do aumento da produgdo em
culturas de gréos e diminuicdo da dependéncia de
fertilizantes quimicos, custos de producdo e
impactos ambientais. Alternativas como 0 emprego
de microrganismos capazes de liberar fosforo (P) a
partir de fontes de fésforo de baixa solubilidade,
como os fosfatos naturais, sdo viaveis. Dentre 0s
microrganismos solubilizadores de P, o grupo dos
endofitos facultativos, tem sido pouco estudado
quanto a eficiéncia de espécies deste grupo em
promover o crescimento de plantas e aumentar o
acumulo de fosforo em plantas. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
inoculacdo de bactérias endofiticas solubilizadoras
de P sobre o crescimento e acimulo de P em
milheto. Utilizou-se sete estirpes endofiticas como
inoculantes, adubac¢do com fosfato de Araxa e/ou
superfosfatotriplo em cultivo sob condi¢cdes
controladas. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Avaliaram-se massa seca e teor de
fésforo da parte aérea e raiz. Apesar de néo ter sido
observado diferenca significativa na massa seca da
parte aérea, observaram-se acréscimos
significativos de 100 % na massa seca da raiz
quando inoculados com as estirpes B2088, B1979 e
B2088, e 30% de fdsforo na planta. Conclui-se que o
crescimento do milheto pode ser estimulado pela
inoculacdo com microrganismos endofiticos, sendo
os efeitos dependentes do inoculante.

Termos de indexagdo: fésforo, microrganismos,
biossolubilizacao, fosfato de Araxa, fosfato natural.

INTRODUCAO

As atividades agricolas apresentam destaque na
economia nacional pela sua participacdo no PIB

(Produto Interno Bruto), pela geracdo de empregos
diretos e indiretos e no saldo da balanga comercial
do Pais. Contudo, o agroneg6cio brasileiro
apresenta alta dependéncia do mercado externo
para obter o suprimento dos fertilizantes utilizados
na producao de alimentos, fibras e bioenergia.

Atualmente, cerca de 50% dos fertilizantes
fosfatados utilizados s&o importados, o que
compromete a sustentabilidade da agricultura
(DNPM, 2014).

Os microrganismos solubilizadores de fosfatos,
aliados ou ndo a outros microrganismos benéficos
do solo, podem aumentar a taxa de crescimento das
plantas (Chabot et al., 1993; Kim et al., 1998;), por
apresentarem a capacidade de solubilizagdo de
fosfatos insoliveis existentes no solo (Whitelaw,
2000; Richardson, 2009) ou pelo aumento da
solubilidade de fontes de baixa solubilidade (Khan et
al., 2007).

O uso de inoculantes microbianos é considerado
uma alternativa ambientalmente correta com relacéo
as aplicagBes de fertilizantes quimicos (Khan et al.,
2010). E o uso de microrganismos associados a
uma fonte de P de baixa solubilidade, como as
rochas naturais, tem tido sucesso em varias culturas
com ganhos em producdo e crescimento, como
alfafa (Rodriguez; Fraga, 1999), trigo (Whitelaw,
2000; Khan et al., 2007), gramineas (Nahas et al.,
1994), além de milho e trigo em solos alcalinos
(Singh; Reddy, 2011). A grande vantagem deste uso
conjunto é a exploracdo de fontes renovaveis para
fertilizacdo com P (Goldstein et al., 1999; Khan et
al., 2007), diminuicdo dos custos e uso alternativo
de rochas dispensaveis para a industria de
fertilizantes, por conterem alto grau de impurezas.

Assim como 0s microrganismos de solo, muitos
enddfitos sao conhecidos por promoverem o
crescimento da planta por meio da conversao do
fésforo insoluvel nas formas solluveis (Dias et al.
2009). A principal razdo para o interesse em
enddfitos é a constatacdo de que estas bactérias
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podem estabelecer uma relacdo mais estavel com a
planta do que para as bactérias rizosféricas ou
epifitas (Bacon & Hinton, 2011, Hardoim et al.,
2012).

O potencial biotecnolégico de microrganismos
para uso como insumos bioldgicos esta relacionado
com a liberacéo de substancias que contribuem para
0 aumento do crescimento das plantas e da
aquisicdo de nutrientes de dificil acesso como o
fésforo, se tornando relevante a busca de novos
microrganismos eficazes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
inoculacdo de bactérias endofiticas solubilizadoras
em quatro diferentes fontes fosfatadas sobre o
crescimento e a absorcdo de P por milheto, adubado
com fosfato de Araxa e superfosfato triplo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo, na Embrapa Milho e Sorgo, com a
variedade BRS1501 de milheto. Foram testadas
sete estirpes de bactérias 1920; 1923 (Bacillus

pumilus); 1215 (Bacillus sp), 1979 (Pantoea
ananatis); 2014; 2084 (Bacillus subtilis) 2088
(Bacillus sp) pertencentes a Cole¢do de

Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo e da
Embrapa Meio Ambiente as quais foram
previamente selecionadas quanto a eficiéncia de
solubilizacéo de P por Oliveira et al. (2009), Abreu et
al (2014).

Tratamentos

Os tratamentos estdo descritos na Tabela 1.
Foram constituidos 32 tratamentos dispostos em
delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticoes.

Tabela 1 — Tratamentos utilizados para determinacdo do
efeito da inoculagéo de microrganismos
solubilizadores de fosforo em milheto (Pennisetum

glaucum).
Trat. Estirpes Fonte de P
1 0
2 1920
3 1923
4 1215 Sem P
5 1979
6 2014
7 2084
8 2088
9 0
10 1920
11 1923
12 1215 Fosfato de Araxa
13 1979 (FA)
14 2014
15 2084

16 2088

17 0

18 1920

19 1923 % Superfosfato
20 1215 Triplo + Y2 Fosfato
21 1979 Araxa

22 2014

23 2084

24 2088

25 0

26 1920

27 1923

28 1215 Superfosfato
29 1979 Triplo

30 2014

31 2084

32 2088

Cultivo das estirpes e preparo do inoculante

A partir de culturas preservadas, as estirpes foram
testadas quanto a pureza em &gar—batata. Col6nias
isoladas de cada estirpe foram transferidas para
erlenmeyers de 125 ml contendo 50 ml de caldo
nutritivo e incubadas a temperatura de 28 °C, sob
agitac@o durante 96 horas. Apds este periodo, as
culturas foram centrifugadas, ressuspendidas em
solucdo salina e ajustadas para DOs4onm igual a 1,0.

Posteriormente, as suspensdes foram
adicionadas ao veiculo (carvdo), na propor¢do de
10° células por grama de carvao, constituindo uma
concentracdo final proxima a 10° células por
semente. O inoculante (bactéria + carvao) foi
peletizado as sementes de milheto com goma de
fécula de mandioca (4%).

Cultivo de plantas de milheto

Para o ensaio em casa de vegetagcdo, foram
utilizados vasos contendo 4 kg de um Latossolo
Vermelho distroférrico tipico, com as seguintes
caracteristicas quimicas e fisicas, antes da
aplicacdo dos insumos: pH H,O0 =5,2, Al=0,4; Ca=
2,5 Mg =0,2; T = 11,8 (cmolc dm'3); P=22 K=
30,3 (m dm"3); V = 23,2 % e teor de argila = 74,0
dag kg~. A necessidade de calagem foi calculada
para se atingir V = 70%, com aplicacdo de reagente
p.a. 20 dias antes da instalacdo do experimento.
Cerca de 10 dias antes do plantio, foi realizada
adubacdo com solugdo nutritiva (Somasegaran &
Hoben, 1985). Para a adubacao fosfatica foram
utilizadas as rochas Araxa e superfosfato Triplo na
dose 300 mg P. cm? solo, distribuidos de acordo
com cada tratamento. Apd@s vinte dias de incubacao
do solo com adubos e corretivos, foram semeadas
20 sementes de milheto por vaso, deixando-se 10-
12 plantas/vaso apés o desbaste efetuado aos oito
dias apos a semeadura. Aos 20 dias apés o plantio,
0s nutrientes foram reaplicados com solucéo
nutritiva meia forca.
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Coleta e analise das plantas e solo

A coleta das plantas, separadas em parte aérea, raiz
e amostras do solo cultivado foram realizadas aos
50 dias ap6s o plantio para andlises quimicas e
microbiolégicas. Para determinacdo da massa seca,
as amostras foram submetidas a secagem em
estufa com circulagdo forcada de ar, sob
temperatura de 65 °C, até atingirem peso constante,
e moido em moinho tipo Willey. Analises quimicas
das plantas de milheto foram realizadas para
determinacéo dos teores e conteudos de fésforo na
parte aérea e raiz (Silva, 1999).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas utilizando-
se o0 teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, por
meio do programa SISVAR (Ferreira, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de variancia, observou-se efeito
significativo para o fator fonte de “P”, sobre o
crescimento do milheto, medido pelo acumulo de
massa seca aos 50 dias de cultivo. De maneira
geral, independente da inoculagdo das diferentes
estirpes, houve efeito em relagdo a fonte de P, da
massa seca da parte aérea (MSPA) e contelido de
fésforo na parte aérea em relacdo ao tratamento
que néo recebeu adubacéo fosfatada.

Para a massa seca da raiz (MSR), o efeito sobre o
aumento da massa seca e conteudo de fésforo na
planta de milheto foi significativo tanto para a fonte
de fésforo utilizada na adubacédo (inoculante B2088)
quanto para o tipo inoculante utilizado, em geral.
(Tabela 2).

Neste caso, a aplicacdo dos inoculantes, B2088,
B1979 e B2084 ocasionaram acréscimos de até
50% na fitomassa da raiz.

Em geral, o aumento relativo do contetdo de P na
raiz em relagdo ao tratamento controle sem
inoculacdo (BO), foi significativo para a inoculagdo

com as estirpes B2083, B1979 e B2084,
independentemente do tipo de fonte de P (Tabela
2).

O aumento da massa seca da raiz (MSR) indica
um possivel efeito hormonal sobre o crescimento
radicular do milheto. No entanto, os tratamentos
inoculados com as bactérias B2014, B2088, B1979
e B2084, este efeito pode ndo ter sido somente
hormonal, pois ocorreu diferenca significativa no
acumulo de fosforo na raiz com relagdo ao
tratamento sem inoculacdo (Tabela 2). Este
aumento de fésforo na presenca do inoculante foi de
30% com relacédo ao controle nao inoculado (Figura
1).
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Os resultados sugerem que a solubilizacao de P
pelas estirpes influenciam no acdmulo de P pela
planta e aumento de massa seca radicular e esses
efeitos dependem da combinacdo de fosfatos,
fatores ambientais e estirpes de microrganismos
utilizadas. No entanto, sdo necessarios testes de
campo para comprovacao destes efeitos, visto que o
fosforo possui maior efeito e grande importancia
sobre a producdo e maturacdo de graos (Parentoni
et al., 2000).

Houve aumento no crescimento da MSR e
conteudo de fdsforo nos tratamentos que tiveram
inoculacdo com as estirpes B2014, B2088, B1979 e
B2084.

Estes resultados corroboram com os dados de
Gomes et al. (2012) e Oliveira et al. (2013) em
estudos com milheto cultivado com Itafés e
inoculado com rizobactérias, quando ocorreu um
aumento de 43,1% e 111% na massa seca, e 27,1 e
33,5% do conteudo de P, respectivamente.

Os resultados aqui encontrados sugerem que ha
potencial na aplicacdo de bioinoculantes a partir de
microrganismos endofiticos em combinacdo com

fosfato de rocha na  substituicdo e/ou
complementacao da adubacéo fosfatada
convencional em milheto.

CONCLUSOES
Embora o mecanismo exato pelo qual

microrganismos solubilizadoras de P estimulam o
crescimento das plantas ndo sejam claro, eles
apresentam potencial para uso como biofertilizantes.

Os resultados desse trabalho demonstram que a
solubilizacéo de P depende da estirpe e do tipo de
adubacdo, ou seja, ocorreu diferenca & resposta do
tipo de inoculante dos endofiticos e tipo de rocha
utilizada na adubacéo fosfatada na raiz.
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Tabela 2- Massa seca e contetido de fésforo na raiz, em resposta a inoculacéo de bactérias endofiticas
solubilizadores de fosforo com o bioprocessamento das rochas fosfato de Araxd e Superfosfato triplo.

Fontes de P
Inoculante Sem adubagio Fosfato de Araxa (FA) Super triplo (ST) V2T V2Ep
2p 2p 2p 2p
IMS (g) (mg.vaso™®) IMS(g) (mg.vaso™) MS (g) (mg.vaso™)  MS(g) (mg.vaso™)

BO 1,97b A 393bA 227bA 590b A 1,65b A 293bA 1,37bA 2,10bA
B1215 2,17b A 501bA 2,11bA 471b A 2,19b A 548 b A 1,99b A 4,24b A
B1923 1,63bA 281bA 1,93b A 392bA 153b A 2,79b A 1,19b A 1,49b A
B1920 235bA 564bA 2,31bA 577bA 193bA 3,8lbA 1,32b A 1,87b A
B2014 3,16 aA 10,24 a A 2,44b A 6,56 b A 2,75aA 7,79b A 2,86 aA 8,74aA
B2084 3,92aA 1546 a A 3,10aA 1191aA 3,53aA 12,48 a A 3,18aA 10,44 a A
B1979 3,39aA 12,26 a A 3,11aA 9,71aA 3,23aA 10,54a A 3,49aA 12,27 a A
B2088 3,63aA 13,35a A 3,26aB 11,20a A 3,95aA 1571aA 2,64aA 1154aB

1 MS= MASSA SECA DE RAIZ

2 CONTEUDO DE FOSFORO EM mg/vaso
***\/alores seguidos por diferentes letras minlsculas entre linhas (inoculantes) e mailscula entre colunas (fonte de P) séo estatisticamente
diferentes (P< 0,05).
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Figura 1- Média do conteudo de fésforo (P) (mg/vaso de fosforo por vaso) na planta inteira de milheto aos 50
dias de cultivo sob condic¢des controladas. Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott (p<0, 05).



