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RESUMO

MARTINS FILHO, Argemiro Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Isolamento e caracterizacio de bactérias promotoras de crescimento vegetal da rizosfera
de eucalipto. Orientador: Mauricio Dutra Costa. Coorientadores: Julio César Lima Neves, Ivo
Ribeiro da Silva e Carlos Renato dos Santos.

O eucalipto necessita de adequada adubagao para obtencao de melhor produtividade e qualidade
da madeira. Em geral, os plantios de eucalipto sdo estabelecidos em solos de baixa fertilidade,
onde as populagdes microbianas do solo podem contribuir significativamente para a
disponibilizagdo de nutrientes para as plantas. A associagdo com bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP) pode contribuir para o crescimento e desenvolvimento do
eucalipto por meio de mecanismos promotores do crescimento vegetal. O objetivo deste
trabalho foi isolar BPCP da rizosfera de eucalipto, estudar a expressdo dos mecanismos de
promocao de crescimento in vitro e testar o efeito da inoculagdo bacteriana no crescimento de
Eucalyptus grandis em condi¢des de casa de vegetacao. O isolamento das potenciais BPCP foi
realizado em meios proprios para o isolamento de procariotos diazotréficos (LGIL, JNFB, IMV,
LGIP e NFB) usando amostras de solo rizosférico de eucalipto. Apds o isolamento em cultura
pura, 51 isolados foram caracterizados pela técnica de coloracdo de Gram e identificados pelo
método MIDI. Os isolados capazes de solubilizar Caz(PO4)2 € AI(PO4) foram testados quanto a
solubilizacao de fosfatos de rocha (FR) de Patos, Cataldao, Araxa, Crandalita, Itafés Abaeté,
Gafsa e Aipe. Todos os isolados foram testados quanto a capacidade de promocdo de
crescimento de E. grandis em casa de vegetacdo por 120 dias. Apos o cultivo, foram avaliadas
as seguintes varidveis: altura, nimero de folhas, matéria seca das raizes (MSR), matéria seca
foliar (MSF), matéria seca do caule (MSC), matéria seca total (MST), bem com o contetido de
N, P, K, Ca e Mg e a eficiéncia de uso de nutrientes (EUN). Os isolados obtidos pertencem aos
géneros Ralstonia, Bacillus, Stenotrophomonas, Paenebacillus, Staphylococcus, Virgibacillus,
Burkholderia, Pseudomonas e Xanthomonas. Os valores de solubilizacao de fosfato de calcio
variaram de 24,84 a 178,48 mg L™!. Para o fosfato de aluminio, os valores obtidos variaram de
7,68 229,68 mg L. O isolado mais eficiente solubilizou 17,86% do P do fosfato tricalcico. Os
isolados LEM 10 e LEM 36 apresentaram capacidades distintas de solubilizar os diferentes
tipos de FR testados. A susceptilidade a solubilizagdo microbiana decresceu na seguinte ordem:
Gafsa > Araxa > Abaeté > Cataldo > Aipe > Patos > Itafés > Crandalita. As porcentagens

médias de P solubilizado variaram de 0,25%, para a Crandalita, a 25% para Gafsa. A inoculacao



com alguns isolados bacterianos promoveram ganhos maximos de MSR e MST de 1.137 e
695%, respectivamente, em relagdo ao tratamento controle ndo inoculado. A inoculagdo com
os isolados de BPCP aumentou o contetido e a EUN de todos os macronutrientes avaliados. No
caso do P e N, na MST, os contetdos desses nutrientes apresentaram aumentos maximos
decorrentes da inoculacdo bacteriana de 644 e 505%, respectivamente. Ja para o célcio, os
ganhos maximos corresponderam a 572,8% na MST. As andlises de agrupamento e
componentes principais revelaram trés grupos de BPCP, sendo o isolado de melhor desempenho
o Bacillus cereus GC subgroup B (LEM 29). Além da atividade diazotrofica, as culturas obtidas
apresentaram a capacidade de solubilizar fontes de fosforo pouco reativas, constituindo

ferramenta com potencial de aplicagdo em viveiros florestais.

Palavras-chave: Acidez titulavel. Macronutrientes. Nutrigdo vegetal. pH. Solubilizacdo de

fosfato.



ABSTRACT

MARTINS FILHO, Argemiro Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021.
Isolation and characterization of plant growth promoting bacteria from the eucalyptus
rhizosphere. Advisor: Mauricio Dutra Costa. Co-Advisors: Julio César Lima Neves, Ivo
Ribeiro da Silva and Carlos Renato dos Santos.

Eucalyptus plants require adequate fertilization to achieve better productivity and wood quality.
In general, eucalyptus plantations are established in soils with low fertility, where soil microbial
populations can significantly contribute to nutrient availability to plants. The association with
plant growth-promoting bacteria (PGPB) can contribute to the growth and development of
eucalyptus through plant growth-promoting mechanisms. The objective of this work was to
isolate PGPB from the eucalyptus rhizosphere, taxonomically characterize them, study the
expression of its growth promotion mechanisms in vitro and to test their effect on the growth
of Eucalyptus grandis under greenhouse conditions. The isolation of potential PGPB was
carried out in media suitable for cultures of diazotrophic prokaryotes (LGI, JNFB, JMV, LGIP
and NFB) using rhizospheric soil samples from E. grandis. After isolation in pure culture, 51
isolates were characterized by the Gram stain technique and identified by MIDI. Isolates
capable of solubilizing Ca3(POs)> and Al(PO4) were used for the solubilization of rock
phosphates (RP): Patos, Cataldo, Araxa, Crandalita, Itafos Abaeté, Gafsa, and Aipe. All isolates
were tested as to their capacity to promote E. grandis growth in the greenhouse for 120 days.
After cultivation, the following variables were evaluated: height, number of leaves, root dry
matter content (RDMC), leaf dry matter content (LDMC), stem dry matter (SDM), total dry
matter (TDM), as well as N, P, K, Ca, and Mg content and the nutrient use efficiency (NUE).
The isolates obtained belong to the genera Ralstonia, Bacillus, Stenotrophomonas,
Paenebacillus, Staphylococcus, Virgibacillus, Burkholderia, Pseudomonas and Xanthomonas.
Calcium phosphate solubilization values ranged from 24.84 to 178.48 mg L. For aluminum
phosphate, the values obtained ranged from 7.68 to 29.68 mg L. The most efficient isolate
solubilized 17.86% of the P in the tricalcium phosphate. The isolates LEM 10 and LEM 36
presented distinct capacities to solubilize the different types of RP tested. The susceptibility to
microbial solubilization decreased in the following order: Gafsa > Araxa > Abaeté > Catalao >
Aipe > Patos > Itaf6s > Crandalita. The average percentages of solubilized P ranged from 0.25%
for Crandalita to 25% for Gafsa. Inoculation with some bacterial isolates promoted maximum

gains in RDMC and TDM of 1,137 and 695%, respectively, compared to the uninoculated



control treatment. Inoculation with PGPB isolates increased the content and NUE of all
macronutrients evaluated. Concerning P and N, in RDMC, the contents of these nutrients
showed maximum increases due to bacterial inoculation of 644 and 505%, respectively. As for
calcium, the maximum gains corresponded to 572.8% in RDMC. The cluster and principal
component analyzes revealed three groups of PGPB, with the isolate with the best performance
being Bacillus cereus GC subgroup B (LEM 29). In addition to the diazotrophic activity, the
cultures obtained showed the ability to solubilize less reactive phosphorus sources, constituting

a tool with potential application in forest nurseries.

Keywords: Titratable acidity. Macronutrients. Plant nutrition. pH. Phosphate solubilization.
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INTRODUCAO GERAL

O eucalipto ¢ planta lenhosa com mais de 700 espécies, amplamente distribuido em
regides tropicais, subtropicais e temperadas, cuja area de plantio mundial chega a 18 milhdes
de hectares (Cherubini e Stromman, 2011).

O eucalipto ¢ originario da Australia e outras ilhas da Oceania, sendo caracterizado por
ser espécie com elevada plasticidade, o que a permite adaptar-se a diversas condi¢des climaticas
e tipos de solo (Bellé er al., 2018).

A introducdo das espécies de eucalipto na América do Sul ocorreu primeiriamente no
Chile em 1823, e, em 1868, chegou ao Brasil, no Rio Grande do Sul, por Frederico de
Albuquerque (Vital, 2007). As plantacdes de espécies de eucalipto de interesse comercial
podem ser conduzidas a baixo custo, representando suprimento sustentdvel de matéria-prima
para a industria (Cherubini e Stremman, 2011). A ampla difusdo dessa cultura deve-se ao seu
potencial econdmico, sendo utilizada em diversos setores produtivos, a exemplo das industrias
da celulose, madeireira, sidertrgica, entre outras. O eucalipto apresenta destacada importancia
econdmica, constituindo fonte de renda para os setores primarios da economia (Souza et al.,
2016; Hsing et al., 2016).

Dentre as diversas espécies de eucaliptos, nove tém-se destacado, E. camaldulensis, E.
grandis, E. tereticornis, E. globulus, E. nitens, E. urophylla, E. saligna, E. dunnii e E. pellitae
e seus hibridos, que juntos representam mais de 90% das florestas plantadas com essa florestal.
Os hibridos de E. grandis e E. urograndis sao particularmente os mais bem-sucedidos (Rezende
etal., 2014).

O Brasil possui extensas areas de plantacdo de eucalipto no Parana, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo e, sobretudo, em Minas Gerais,
em areas com solos de baixa fertilidade (Embrapa, 2003; Melloni et al., 2008; Mais Floresta,
2015).

O nitrogénio ¢ elemento essencial para as plantas e a sua deficiéncia pode afetar o
crescimento, o desenvolvimento e a produtividade das espécies vegetais (Thilakarathna et al.,
2016). A entrada de nitrogénio nos ecossistemas naturais pode ocorrer por deposicao
atmosférica, por deposi¢do de serapilheira, pela aplicacdo de fertilizantes e pela fixacao
biologica de N. A entrada pela deposi¢do de serapilheira envolve a queda de componentes
senescentes do vegetal e posterior decomposi¢ao (Caldeira et al., 2008; Vieira et al., 2009;

Lewis et al., 2011). O processo de fixagdo biologica de nitrogénio € realizado por
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microrganismos procarioticos, sendo essencial para o fornecimento desse elemento para as
plantas. A fixagdo bioldgica de nitrogénio pode ser realizada por microrganismos de vida livre
ou por aqueles que mantém simbioses associativas ou obrigatorias com as raizes das plantas. A
fixacdo bioldgica de nitrogénio associativa ocorre principalmente na rizosfera (Johnston-
Monje, 2011; Berg et al., 2013; Bragina et al., 2013).

Os microrganismos promotores de crescimento sdo definidos como aqueles que se
encontram em interagdo com plantas em suas diversas estruturas e, como resultado dessa
interacao bidirecional, sdo observados ganhos na producao de biomassa vegetal (Glick, 2012;
Orozco-Mosqueda et al., 2018). Dentre os microrganismos promotores de crescimento,
encontram-se as bactérias fixadoras de nitrogénio e as solubilizadoras de fosfato.

O fosforo (P) ¢ nutriente essencial para todas as formas de vida, sendo, por conseguinte,
importante componente de fertilizantes comerciais. Mais de 80 % das rochas fosfatadas (FR)
extraidas sdo usados em fertilizante para a producdo de alimentos (Elser et al., 2013; Scholz e
Wellmer, 2018). A previsdo de crescimento populacional ¢ de 9,7 bilhdes de pessoas até 2050,
que corresponde a aumento de 33 % da populacdo atual. Esse crescimento populacional
implicara em aumento consideravel na demanda por fertilizantes visando a producdo de
alimentos (Desa, 2015). Estima-se que até 2050, a minera¢do de FR atinja o valor de 425
milhdes de toneladas por ano (Desa, 2015).

Os fertilizantes fosfatados soluveis sdo fabricados a partir de FR pouco reativos. Em
face do processo de fixacdo de P ao solo, nem todo o P presente nos fertilizantes soliveis serdo
aproveitados pelas plantas, diminuindo a eficiéncia agrondmica desses insumos (Sharma et al.,
2013). As plantas absorvem o P unicamente na forma de ortofosfato (H2PO4™, HPO42) [Novais
et al., 2007; Sharma et al., 2013]. A capacidade dos microrganismos do solo de liberar o P
fixado ou de solubilizar FR pouco reativos constitui atividades microbianas importantes para o
suprimento de P para as plantas. Além desses processos, os microganimos do solo podem
promover a mineralizacao dos reservatérios de P organicos, melhorando a disponibilidade do
elemento para as plantas (Walpola e Yoon, 2012). O uso de microrganismos especificos que
tém a capacidade de solubilizar P insolivel no solo (Jha et al.,2018) ¢ uma alternativa
sustentavel que pode melhorar a eficiéncia de utilizacdo de FR (Walpola e Yoon, 2012).

O nitrogénio (N) e o foésforo (P) sdo os elementos mais importantes para o
desenvolvimento das culturas. A deficiéncia destes nutrientes acarreta grandes prejuizos para a
agricultura (Hii et al.,2020; Robles et al.,2020). Dessa forma, a busca de isolados bacterianos

que possam melhorar o acesso das plantas a esses nutrientes ¢ primordial. Diante disso, o
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objetivo deste trabalho foi o de isolar bactérias fixadoras de nitrogénico do solo rizosférico de
eucalipto e caracteriza-las quanto a capacidade de promocgao de crescimento do hospedeiro e os

mecanismos envolvidos como o de solubilizacao de fosfato e produgdo de sideroforos.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

16



1. Microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCYV)

Os MPCYV sao aqueles que se encontram em interagdo com plantas em suas diversas
estruturas e que, como resultado desta interagdo bidirecional, promovem ganhos de biomassa
vegetal em comparacdo as plantas controle ndo inoculadas (Berg, 2009; Mayer et al., 2010;
GliCK, 2012; Orozco-Mosqueda et al., 2018). Dentre os MPCV, os mais estudados e mais
utilizados na agricultura sdo as bactérias fixadoras de nitrogénio (Rascio e Rocca, 2013;
Masson-Boivin e SachS, 2017; Gopalakrishnan et al., 2018).

Os MPCP tém a capacidade de induzir a promogao de crescimento mediante diferentes
mecanismos, os quais sdo agrupados em mecanismos diretos e indiretos (Glick, 2012; Ahemad
e Kibret, 2014). Os mecanismos diretos sdo todos aqueles que envolvem a obtengdo de
nutrientes, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfatos e potéssio, a
produgdo de siderdforos e a producdo de fitohormonios, tais como as giberelinas, auxinas,
citocininas, entre outros ((Dufty et al., 2005; Orozco-Mosqueda et al., 2018).

Dentre os mecanismos diretos de promog¢do de crescimento, encontra-se a fixagao
bioldgica de nitrogénio, a qual ¢ mecanismo importante para a planta e os ecossistemas, haja
vista que o nitrogénio ¢ um dos nutrientes encontrados em maiores concentragdes nos tecidos
vegetais (Kant, 2017; Mitchell et al., 2018). Apesar de a atmosfera constituir um dos maiores
reservatorios de nitrogénio disponives a vida, com concentragdo de nitrogénio gasoso de 78%,
esse reservatorio ndao pode ser utilizado diretamente pelas plantas, necessitando da
intermediagdo de microrganismos procaridticos que, em associacao ou em vida livre, consigam
transformar o N2 em formas utilizaveis pela microbiota e pelas plantas (Garcia-Fraile et al.,
2015; Stiieken et al., 2016; Masson-Boivin e Sachs, 2017).

Os MPCP capazes de realizar a fixacao bioldgica de nitrogénio sao um dos grupos mais
estudados e, na atualidade, sio amplamente utilizados, gerando ganhos positivos na nutri¢ao
nitrogenada das culturas e diminuicdo da utilizagao de fertilizantes, principalmente em plantas
da familia Fabaceae, a exemplo da soja e do feijoeiro (Maikhuri et al., 2016; Zimmer et al.,
2016; Machiani, et al., 2018; Gopalakrishnan et al., 2018).

A produgdo de sideréforos pelos MPCP permite a assimilagao nao redutiva do ferro, via
formacdo de complexo quelante-metal com a fungdo de transportar ferro até as células das
raizes, onde o ferro ¢ liberado do cmplexo por reducdo (Raza e Shen, 2010; Kumar et al.,
2018Db). Os sideroforos sao divididos em hidroxamatos, catecolatos e carboxilatos. Além disso,
0os MPCP produtores de sidero6foros, por competirem pelo ferro, sdo capazes de inibir o

crescimento de patogenos radiculares (Kumar et al., 2018a).
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As principais moléculas reguladoras do crescimento produzidas por microrganismo sao
o acido indol-3-acético, o acido abscisico, a giberelina, as citocininas e o etileno. A sintese
dessas moléculas tem importante papel na comunicacao da microbiota rizosférica com a planta.
Alguns géneros de MPCP, tais como Alcaligenes, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Bradyrhizobium, Brevibacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Mycobacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, e Serratia, sao produtores de fitormonios (Mahmood et al., 2014;
Spence e Bais, 2015).

A auxina ¢ um hormodnio vegetal que tem como principal efeito o alongamento celular.
O principal local de produgdo da auxina ¢ no meristema caulinar. A auxina pode ser encontrada
em suas formas naturais, a exemplo do acido indol-3-acético (AIA), como em formas sintéticas,
tais como o 2,4-D e 4-Cl-AIA (Kasahara, 2016). O AIA ¢ a auxina de ocorréncia natural mais
estudada e seu mecanismo regulador nas plantas ja foi bem elucidado, desempenhando papéis
importantes na regula¢do do desenvolvimento das plantas e nas respostas as condi¢cdes do meio,
incluindo a embriogénese, a formagdo de 6rgdos, a dominancia apical, o fototropismo, o
alongamento e a diferenciacdo celular (Ljung, 2013). Essas fun¢des dependem da concentracao
celular de auxina em tecidos especificos, a qual ¢ determinada pela biossintese, inativagao e
transporte da molécula (Kasahara, 2016).

O 4cido abscisico (ABA) ¢ fitormdnio amplamente conhecido por exibir uma série de
fungdes na planta, incluindo a germinagdo de sementes, o balanco hidrico e sinalizagdo de
estresses abioticos (Sah et al., 2016). Durante os estresses hidrico e osmotico, o ABA
desempenha papel importante na regulagdo do fechamento estomdtico, necessario para limitar
a perda de agua pela transpiracdo nas folhas, na regulacdo da degradacdo do amido foliar,
modulagdo e arquitetura da raiz e indu¢do de enzimas responsaveis pela sintese de
osmoprotetores (Villalobos-Gonzdlez et al., 2016; Vighi et al., 2019).

As giberelinas (GAs) constituem outro grupo de fitormdnios que afetam varios aspectos
do crescimento e desenvolvimento das plantas. Os GAs, frequentemente, trabalham
sinergicamente com auxinas para promover o alongamento de 6rgaos, incluindo o caule e o
hipocétilo em plantas sombreadas (Du ef al., 2018). A giberelina desempenha papel vital na
germinagdo de sementes, crescimento, floracdo e frutificagcdo de plantas (Radhakrishnan e Lee,
2016).

Um outro hormdnio que controla o crescimento vegetal ¢ a citonicina, que atua na
citocinese/divisdo celular. Trabalhos recentes, revelam crescente papel da citocinina na
regulacdo das respostas a estresses abioticos e bidticos em plantas (Zwack et al.,2013). Em

estudos anteriores com a utilizagdo da citocinina, verificou-se que os componentes de
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sinalizacdo atuam como reguladores negativos na planta para tolerancia ao sal e a seca (Huang
etal.,2018), e desempenham papel positivo nas interagdes de frio, estresse térmico e interagdes
planta-microrganismo (Jeon e Kim, 2013).

O etileno, um dos hormonios mais bem caracterizados em termos de biossintese e
sinalizacdo, vem chamando a aten¢do dos pesquisadores por sua capacidade de promover a
senescéncia e abscisdo das folhas. Esse hormonio gasoso também ¢ capaz de promover ou inibir
o crescimento das plantas, dependendo da espécie e do tipo de célula, e sua producgdo ¢
aumentada sob estresses ambientais (Wang et al., 2013). O etileno foi encontrado em uma
ampla gama de plantas até agora, incluindo angiospermas, gimnospermas, samambaias e até
musgos, agindo como agente regulador do crescimento e do desenvolvimento, além de estar
relacionado com uma série de processos biologicos, a exemplo da germinagdo, da inibi¢ao do
alongamento das raizes, da senescéncia de flores e folhas e do amadurecimento de frutos
(Mattoo e White, 2018).

Depois do nitrogénio, outro importante macronutriente para as plantas ¢ o fésforo, que
corresponde ao segundo nutriente mais acumulado nos tecidos vegetais (Nesme et al., 2018).
Alguns MPCP possuem a capacidade de promover o crescimento vegetal mediante mecanismos
de disponibilizagdo de P no solo, com a transformagao de formas pouco reativas do elemento
em formas soluveis aproveitaveis pelas culturas (Sharma et al., 2013). Do ponto de vista da
sustentabilidade, estes mecanismos utilizados pelos microrganismos podem ter importante
impacto na diminuicao da utilizagdo de fertilizantes fosfatado no setor agricola e florestal, onde
grandes quantidades desse nutriente sdo utilizadas para garantir a produtividade (Koppelaar e
Weikard, 2013; Pearce e Chertow, 2017; Nesme et al., 2018).

Os mecanismos utilizados pelos MPCP para a solubilizagdo de fosforo variam
dependendo da forma em que o P é encontrado no solo. As formas inorganicas podem ser
solubilizadas mediante a liberagdo de substancias com a capacidade de dissolver minerais,
como 4cidos organicos, sideroforos, protons ou ions hidroxila. Estas sustncias tém a
capacidade de alterar o equilibrio quimico de solubilizacdo dos minerais fosfatados, liberando
o ortofosfato em solugdo (Oliveira et al., 2009; Ahemad ¢ Kibret, 2014; Alorl et al., 2017).

A solubilizacdo do fosforo organico € processo principalmente bioldgico, onde os
microrganismos tém papel chave, ja que sdo os responsaveis pela producao e liberagao de
enzimas extracelulares com a capacidade de mineralizar o fosforo, a exemplo das fosfatasses e
fitases (Mcgill e Cole, 1981; Orozco-Mosqueda et al., 2018).

As fosfatasses sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ampla variedade de compostos

ésteres de fosfato, liberando fosfato inorganico (P1) no meio. Dependendo do pH ideal para o
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mecanismo catalitico, as fosfatasses sdo classificadas em duas categorias distintas: fosfatases
alcalinas (ALP) e fosfatase acidas (ACP) (Dick et al., 2011). Nas plantas, as ACP estao
envolvidas em varias fases de germinagdo, crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia,
dentre outras atividades (Tran et al.,2010).

A produgdo de fosfatases acidas por plantas, bactérias e fungos estd bem estabelecida,
enquanto as fosfatases alcalinas originam-se, principalmente, de microrganismos do solo,
particularmente de bactérias (Spohn e Kuzyakov, 2013). As fosfatases alcalinas sao hidrolases
que desempenha papéis importantes no metabolismo do fosfato. Sao ncontradas em abundancia
em solos alcalinos (Pabis e Kamerlin, 2016). As fosfatase alcalinas microbianas estio presentes
no espago periplasmico das células. As populagdes bacterianas presentes na rizosfera vegetal
convertem o fosfato orginico na forma inorganica prontamente disponivel, solubilizando
compostos organicos complexos com a ajuda das fosfatases (Chen et al., 2006).

O papel das fosfatases na mobilizagdo de P ¢ significativo para melhorar a
disponibilidade de P para plantas em solos de 4reas umidas. As fosfatases podem aumentar a
hidrolise dos ésteres anidridos de acido fosforico promovendo a liberagao de P para as plantas
(Chen et al., 2012). Em geral, as atividades das fosfatases da rizosfera sdo mais elevadas do que
as enzimas fosfatases do solo ndo rizosférico (Chen et al., 2012). Alguns estudos sugerem que
as fosfatases regulam a renovacao do P organico, melhorando a disponibilidade de P no solo
(Zhu et al., 2017).

As fitases sdo amplamente distribuidas na natureza. S3o também denominadas
fosfomonoesterases, com capacidade de hidrolisar o fitato em fosfatos e fosfatos inorganicos
(Tiirk et al., 2000). As fitases t€ém papel potencial na melhoria da biodisponibilidade de fosforo
no solo. Alguns grupos microbianos podem produzir diferentes classes de fitases, tais como
bactérias, leveduras e fungos (Coban e Demirci, 2014).

Os mecanismos indiretos ndo estdo diretamente envolvidos no crescimento das plantas,
mas reduzem o estresse das plantas causado por fatores bidticos e abioticos (Manoj et al., 2020).
A sintese de compostos antimicrobianos e a inducdo de resisténcia sistémica por
microrganismos da rizosfera sdo considerados mecanismos indiretos de promogdo do
crescimento usados no controle biologico de fitopatdégenos (Figueiredo et al., 2016). Também,
sao considerados mecanismos indiretos todos aqueles que conferem tolerancia frente ao
estresse, como a atividade da enzima ACC desaminase, a sintese de polissacarideos e enzimas
anticongelantes, entre outros (Arzanesh et al., 2011; Etesami e Maheshwari, 2018; Kumar e

Verma, 2018).
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Existem diversas evidéncias sobre o potentcial de microrganismos na rizosfera de
efetuarem o controle de microrganismos fitopatdogenos, protegendo as plantas dos dans
causados pela doenga (Glick, 2012). O controle de fitopatogenos pode ser efetuado pela
competi¢ao por recursos do meio, pela sintese de sustancias antimicrobianas ou enzimas, tais
como as quitinases, as glucanases e as proteases (Liu et al., 2017; Sharma et al., 2018; Wang
et al., 2018). Existem evidéncias de que a presenga de MPCP nas raizes pode induzir a
resisténcia sist€émica na planta a fitopatogenos por meio da indugao de genes relacionados a
defesas morfoldgicas e metabolicas da planta (GHazalibiglar et al., 2016; Gustavo et al., 2016).

Alguns mecanismos sao menos estudados e correspondem aqueles nos quais os MPCP
entregam vantagens adaptativas as culturas frente a condi¢des de estresse. Por exemplo, a
formagdo de biofilmes microbianos nas raizes permite melhor desempenho ou menos danos
frente ao estresse hidrico (Liu er al., 2018; Xie et al., 2019). A sintese de proteinas
anticongelantes pelos MPCP constitui ouro mecanismo de protecdo dos tecidos vegetais contra
contra baixas temperaturas (Liu et al., 2018; Xie et al., 2019).

2. Microrganismos fixadores de N associativos em eucalipto

Virios processos importantes para ciclagem de nutrientes sdo conduzidos por
microrganismos do solo, a exemplo da fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico, realizado
por microrganismos diazotréficos (Marchetti e Barp, 2016). A fixagdo bioldgica de nitrogénio
¢ de grande importancia por ser o Unico processo bioldgico que permite a obtencdo desse
nutriente a partir do N2 atmosférico, transformando o elemento em N-amoniacal utilizavel pela
planta (NIU et al., 2016).

Os microrganismos diazotroficos podem ser de vida livre, com ampla ocorréncia em
todos os tipos de solo e nas aguas doces e salgadas; associativos, sendo encontrados na
rizosfera, no interior dos tecidos das plantas; ou ainda simbioticos, vivendo em intima
associagdo com plantas leguminosas e ndo-leguminosas (Marchetti e Barp, 2016; Pajares e
Bohannan, 2016). As bactérias diazotroficas de plantas nao leguminosas podem ser divididas
em dois grupos: organismos endofiticos obrigatorios e endofiticos facultativos (Barbaro-
Torneli et al., 2018). No grupo dos endofiticos obrigatérios encontram-se as espécies
Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans (Parihar et al.,
2018). Entre os endofiticos facultativos, estdo microrganismos do género Azospirillum, sendo
eles: A. lipoferum, A. brasiliense, A. halopraeferans e A. irakense (Reinhold et al., 1987,

Khammas et al., 1989; Bulegon et al., 2016).
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Em sintese, os microrganismos fixadores de nitrogénio sendo eles de vida livre ou
associados a espécies vegetais, auxiliam na fixacdo de nitrogénio na qual o nitrogénio
atmosférico ¢ transformado em amonia, contribuindo para o crescimento e desenvolvimento de
plantas e podendo afetar direta ou indiretamente a produtividade das culturas (Bourscheidt et
al., 2019). Além de apresentar importancia econdmica e ecologica, a fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN), dispensa a adubacdo nitrogenada sem causar perda de produtividade
(Bulegon et al., 2016). Diante disso, a associacdo de bactérias diazotroficas e as plantas,
contribuem para o seu crescimento e desenvolvimento das mesmas. O eucalipto apresenta
rapido crescimento necessitando de altas disponibilidades de nutrientes do solo, principalmente
o nitrogénio, que ¢ absorvido e acumulado em grandes quantidades (Miguel et al., 2016). O
eucalipto, por estar presente geralmente em solos acidos e que possuem baixo potencial de
nitrificagdo, depende de microrganismos que atuem como reservatorios ativos de nitrogénio,
controlando a disponibilidade de N por meio de processos de imobilizacdo e mineralizagdo
(Gama-Rodrigues et al., 2005; Silva et al., 2014). O N que ¢ absorvido pelas plantas no processo
de fixacdo bioldgica de nitrogénio, sofre varias transformacdes para que se torne disponivel.

O complexo da nitrogenase consiste em duas enzimas distintas: a dinitrogenase redutase
e a dinitrogenase. A dinitrogenase redutase contém grupos 4Fe — 4S que se ligam ao ATP e
doam elétrons para a dinitrogenase. A dinitrogenase ¢ uma proteina FeMo tetramérica, formada
por dois agrupamentos, Mo — Fe — S e Fe — S, que se ligam ao N> (Rascio e Rocca, 2013). Essas
enzimas sdo sensiveis ao Oy, ocorrendo a inibi¢do da catdlise da redugdo do dinitrogénio (N2)
em amonio (NH4 ") rapidamente (Ritchie e Raina, 2016). A nitrogenase requer o molibdénio
(Mo) para formacao do complexo Mo-Nrase. Duas nitrogenases alternativas ja foram
identificadas em bactérias dos géneros Azotobacter € Rhodopseudomonas e em algumas
cianobactérias. Esses microganismos também sintetizam nitrogenase com vanadio (V-N»ase) e
nitrogenase que requer apenas Fe (Fe-Naase) (Newton, 2007). As nitrogenases alternativas
podem servir como vias para fixagdo de N2 em condi¢des deficientes em Mo.

Na reducao de nitrogénio pela Mo-Nrase, a dinitrogenase redutase oxidada recebe
elétron da ferredoxina ou flavodoxina reduzidas, e se liga a dois ATP (Song et al., 2019). A
proteina Fe reduzida doa elétron para dinitrogenase oxidada com hidrolise de ambas as
moléculas de ATP, e a proteina FeMo (dinitrogenase) doa elétrons para o N> ligado ao MoFe
(HU e RIBBE, 2013; EINSLE, 2014). Nesse processo, ocorrem seis eventos sequenciais para
reduzir o N> a 2NHj3, com a hidrdlise de 2ATP para cada elétron fluindo para a dinitrogenase.
No entanto, a dinitrogenase também reduz protons na célula. Para cada N> reduzido a 2NH3s,

dois H" sdo reduzidos a Hz, com adi¢do de dois elétrons e hidrolise de 4ATP (Rascio e Rocca,
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2013). Assim, a reagdo geral catalisada pelo complexo da nitrogenase nos organismos
diazotroficos é N, + 8¢+ 8H' + 16ATP — 2NH; + Hy + 16ADP + 16Pi.

Muitos microrganismos fixadores de N> possuem uma hidrogenase que reoxida H» a
2H" e 2¢". Assim, a enzima aumenta significativamente a eficiéncia da fixagdo de N2, pois leva
a recuperagdo do ATP pelo fluxo de elétrons, a protecdo da nitrogenase pela redugdo do O; a
H>0 e a manutencao de atividade da nitrogenase pela remocao de Ho, inibitdrio a atividade do
complexo (Rascio e Rocca, 2013).

O ATP para a reducao do N> ¢ obtido de diferentes estratégias metabolicas, a depender
do tipo de microganismo diazotrofico. Nas bactérias fototroficas anaerobias, o ATP provém da
fotossintese; em organismos heterotroficos anaerdbicos, o ATP ¢é obtido a partir das
fermentagdes que, devido a baixa eficiéncia oxidativa, leva ao maior consumo de substratos
organicos (Rascio e Rocca, 2013). Os microrganismos aerdbicos obtém ATP de processos
respiratorios mais eficientes. No entanto, nesse caso, ¢ necessario que haja mecanismos de

protecdo da nitrogenase contra os efeitos deletérios do O» (Rascio e Rocca, 2013).

3. Microrganismos solubilizadores de fosfatos

O P ¢ nutriente essencial para as plantas, desempenhando papel importante nas
atividades fisioldgicas, tais como a fotossintese, as reagdes de transferéncia de energia, a sintese
macromolecular, a respiragdo, o crescimento, a produtividade e o desenvolvimento do sistema
radicular. A deficiéncia desse macronutriente inibe significativamente o crescimento,
resultanda em plantas atrofiadas e nanicas (Sharma et al., 2011; Sharma et al., 2013; Hii et
al.,2020).

Mais de 80% das rochas fosfatadas (FR) extraidas no mundo sao utilizados na fabricagao
de fertilizantes fosfatados soliiveis para a producdo de alimentos (Elser et al., 2013; Scholz e
Wellmer, 2018). Dos 80% de FR extraidos, apenas 5% a 10% sdo absorvidos pelos seres
humanos por meio da alimentacdo. O restante ¢ perdido ao longo da cadeia de suprimentos,
desde o FR extraido até os alimentos para consumo (Jacobs et al., 2017). Grande parte da perda
de P no ciclo do fésforo termina nos corpos d'dgua naturais, causando a eutrofizacdo em fungao
de aporte de estrume animal e a aplicagdo excessiva de fertilizantes (Alvarez et al., 2018). A
eutrofizagdo causa sérios danos ambientais e diminui¢do da biodiversidade nos corpos d'dgua
impactados. Além disso, este P ¢ perdido para os oceanos, sendo impossivel recupera-lo
economicamente (Mayer et al., 2016; Mew et al., 2018). Portanto, o P ¢ constantemente
substituido por FR recém-extraido, o que aumenta ainda mais a polui¢do ambiental através dos

processos de mineragao.
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Com o aumento da popula¢do mundial, ha também crescente demanda por fertilizantes
fosfatados para a produgdo de alimentos. De 1913 a 2014, a populagdo mundial aumentou de
1,79 bilhao para 7,27 bilhdes enquanto a extracdo de FR aumentou, no mesmo periodo, de 3,4
para 245 milhoes de toneladas (Mew ef al., 2018). As estimativas da populagdo mundial para
2050 preveem o total de 9,7 bilhdes de individuos, implicando em projecdo anual de mineragao
de FR de 425 milhdes de toneladas (Desa, 2015). Em face da baixa eficiéncia dos adubos
fosfatados, a previsdo ¢ de que as rochas fosfaticas, usadas como matéria prima para fabricagao
desses insumos, se esgotardo nos proximos 50 a 200 anos (Li et al., 2018).

Frente a crescente demanda por fertilizantes soltiveis na agricultura e o custo elevado
desses insumos, a alternativa de utilizagcdo direta de fosfatos de rocha tem sido aventada
(Goenadi e Sugiarto, 2000; Kumari e Phogat, 2008; Shen et al., 2011; Sharma et al., 2013; Jha
et al.,2018). Os FRs apresentam baixa reatividade, sendo pouco eficientes agronomicamente
quando aplicados ao solo (Sharma er al., 2013). As plantas absorvem o P unicamente na forma
de ortofosfato (HoPO4 , HPO42), (Novais et al., 2007; Sharma et al., 2013). Para que haja a
solubilizacdo dos FR em formas de P absorviveis pelas plantas, o uso de microrganismos
solubilizadores de fosfatos tem emergido como tecnologia promissora (Walpola e Yoon, 2012;
Massenssini et al. 2016; Jha et al., 2018)

Os microrganismos sdo parte integrante do ciclo de fosforo no solo, participando dos
processos de transformagado nutriente. Muitos microrganismos do solo sdo capazes de promover
a liberacdo de ortofosfato a partir de fontes orginicas e inorganicas do elemento por meio dos
processos de mineraliza¢do e solubilizacdo, respectivamente (Hameed et al., 2008; Jha et
al.,2018).

O primeiro estudo sobre a solubilizagdo microbiana de fosfatos inorganicos pouco
reativos foi publicado por Pikovskaya em 1948, iniciando progressao significativa do
conhecimento sobre a solubilizacdo de FR (Pikovskaya,1948; Prabhu er al., 2019). Os
microrganismos solubilizadores de fosfato amplamanete distribuidos na natureza, englobando
bactérias, actinobactérias e fungos. Os géneros mais comuns de bactérias solubilizadores de
fosfato incluem Bacillus e Pseudomonas. Entre os fungos solubilizadores de fosfato, os géneros
Aspergillus e Penicillium sdao os mais comuns, seguidos por Trichoderma e Rhizoctonia (Zaidi
et al.,2009; Awais et al.,2017; Prabhu et al., 2019). Diferentes géneros de fungos, tais como
Aspergillus e Colletotrichum, e de bactérias, a exemplo de Enterobacter, Klebsiella € Pochonia,
tém sido estudados como solubilizadores de fosfato e, na atualidade, isolados eficientes no
processo sdo utilizados na producdo agricola e florestal. (Oliveira et al., 2009; Sharma et al.,

2013; Hiruma et al., 2016; Sarabia et al., 2017; Suelen et al., 2018).
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Entre os microrganismos solubilizadores de fosfato, as bactérias gram-negativas sdo as
mais comuns e eficientes em solubilizar fosfatos por meio da oxidagao extracelular de glicose
a acido gluconico via a quinoproteina glicose desidrogenase. Entretanto, os fungos tém maior
capacidade de solubilizacdo do que bactérias em funcdo de serem eficientes produtores de
acidos organicos. Muitas espécies fungicas, a exemplo daquelas pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium, t€m se destacado na solubilizagdo de FR por meio da abundante
producao de acidos organicos (Nahas, 1996; Goldstein et al., 1999; Silva Filho et al., 2002;
Mendes et al., 2014; Massenssini et al. 2015).

Nos microrganismos do solo, existem varias bactérias que possuem o potencial de
solubilizacdo de P, sendo representadas pelos géneros e espécies diversas, tais como
Alcaligenes sp., Aerobactor aerogenes, Achromobacter sp., Actinomadura oligospora,
Agrobacterium sp., Azospirillum brasilense, Bacillus sp., Bacillus circulans, B. cereus, B.
fusiformis, B. pumilus, B. megaterium, B. mycoides, B. polymyxa, B. coagulans, B.
chitinolyticus, B. subtilis, Bradyrhizobium sp., Brevibacterium sp., Citrobacter sp.,
Pseudomonas sp., P putida, P. striata, P. fluorescens, P. calcis, Flavobacterium sp.,
Nitrosomonas sp., Erwinia sp., Micrococcus sp., Escherichia intermedia, Enterobacter
asburiae, Serratia phosphoticum, Nitrobacter sp., Thiobacillus ferrooxidans, T. thiooxidans,
Rhizobium meliloti, Xanthomonas sp. (Shrivastava et al., 2018).

O uso de microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) eficientes abre novo
horizonte para a melhor produtividade das culturas, além de manter a saude do solo. A
viabilidade e a sustentabilidade da tecnologia de MSF dependem em grande parte do
desenvolvimento e distribui¢do de inoculantes de boa qualidade para as comunidades agricolas
(Sharma et al., 2013).

A solubilizagdo de P pode ser aprimorada ainda mais com a otimizagdo de variaveis,
tais como periodo de incubagao, temperatura, pH, concentragao de glicose e sulfato de amonio
onde foram considerados os fatores mais significativos que afetam a atividade de solubilizagao
do fosforo (Jha et al.,2018).

Os fosfatos de Fe e Al sdo as formas menos reativas do que o fosfato de Ca. Por sua vez,
o fosfato de Araxa ¢ menos reativo do que o fosfato de Cataldo. Logo, subentende-se que os
microrganismos presentes no solo sdo capazes de disponibilizar P a partir de fontes pouco
reativas de fosfato (Mendes et al., 2014; Massenssini et al. 2015).

Segundo os estudos realizados por Massenssini et al. (2015), a solubiliza¢do de fosfatos
inorganicos naturais pela microbiota do solo varia em relagdo a posicdo topografica, sendo

positivamente influenciada pelo teor de matéria organica. A microbiota do solo ¢ capaz de
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utilizar diferentes mecanismos na solubilizagdo de fontes insoluveis de fosfato, sendo a redugao
do pH a principal estratégia para solubilizar os fosfatos de célcio e aluminio (Massenssini et
al., 2015).

Segundo Mendes et al. (2014), os mecanismos de solubiliza¢ao de P ndo apenas diferem
entre microrganismo, mas, também, dependem das fontes de P adicionadas, sendo a
acidificacdo mecanismo eficaz para a solubilizacdo de Caz(PO4)>. Ja para o AIPO4 ¢ FePOs e
FRs, a producao de acidos organicos €, provavelmente, o principal mecanismo de solubilizagao

de P (Mendes et al., 2014).

4. Fixacdo de N na rizosfera em sistemas agricolas e florestais

A producdo agricola e florestal vem enfrentando grandes desafios nas décadas inciais
do século XXI em face do crescente aumento da populagao mundial, estimada em 7,2 bilhdes
de individuos em 2018 (Pimentel e Burgess, 2018). Com o aumento da populagdo, surge a
necessidade premente de obten¢do de aumentos na produgdo de alimentos, madeira, biodiesel,
entre outros produtos (Ibarrola-Rivas et al., 2017). A maioria dos solos agricolas e florestais
apresenta baixa fertilidade, tornando necessario o aporte de quantidades significativas de
fertilizantes para mitigar as deficiéncias nutricionais decorrentes (Lima e Souza, 2014). Dentre
os nutrientes requeridos pelas plantas para o desenvolvimento e o crescimento, o nitrogénio €
aquele demandado em maiores quantidades. Esse elemento faz parte da estrutura quimica de
proteinas importantes no processo fotossintético tendo, assim, relagdo direta com a sintese de
clorofila e com a producdo de biomassa (Marchetti e Barp, 2016). As bactérias diazotréficas
penetram nas raizes das plantas por entre as células epidérmicas, através dos pelos radiculares
ou por vetores, a exemplo dos fungos micorrizicos arbusculares (Guimaraes et al., 2017). A
rizosferacorresponde a regido do solo que sofre a influéncia direta das raizes das plantas em
suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas (Chequer et al., 2011; Philippot et al., 2013).
Nela, as raizes das plantas estabelecem relagdes com microrganismos do solo, a exemplo das
bactérias diazotroficas que sdo consideradas microrganismos promotores do crescimento
vegetal. As bactérias diazotréficas sdo consideradas promotoras de crescimento vegetal por
melhorarem a nutricdo mineral da planta, contribuirem com fitormdnios, acelerarem os
processos de mineralizagdo de nutrientes, solubilizarem P e aturem no controle de
fitopatdgenos, dentre outras atividades (Brasil et al., 2016) que res.

O processo de fixagao biologica de nitrogénio ¢ de grande relevancia para a maioria das
plantasuma vez que ndo conseguem usar nitrogénio na forma gasosa de N». Porém, quando

associadas a bactérias diazotroficas, as plantas hospedeiras passam a receber desses
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microrganismos fixadores o nitrogénio de que necessitam, tendo atendida a demanda por
quantidades satisfatorias do nutriente (Okumura et al., 2011; Barbaro-Torneli et al., 2017).

O fornecimento de nitrogénio garante o bom desenvolvimento da planta, com sistema
radicular que permite buscar agua e nutrientes em pontos mais distantes no solo (Pedro
Junior,2015). Diante disso, o estudo das interagdes entre as raizes das plantas e bactérias
associativas fixadoras de nitrogénio tem sido alvo de muitas pesquisas visando elucidar a
ocorréncia de fixagdo de N2, a promog¢ao de crescimento vegetal, bem como os efeitos dessa
atividade sobre outras propriedades do solo (Moreira et al., 2010).

As bactérias endofiticas estdo presentes em menores densidades populacionais no
espaco interno dos tecidos vegetais. Além de contribuirem para o desenvolvimento radicular e
a fixa¢do bioldgica de nitrogénio em cultura agricolas e florestais, esses microrganismos
promovem aumentos de produtividade pela producao de fitohormonios, a exemplo das auxinas,
giberilinas, citocininas, acido abscisico e etileno (Moreira et al., 2010). A fixacao de nitrogénio
por bactérias endofiticas em gramineas ¢ da ordem de 25 a 40 kg ha! ano™!, equivalendo a 17%
do total da demanda da planta. Levando-se em consideracdo as quantidades significativas de
carboidratos supridas pelas gramineas, como o milho e a cana-de-agucar, para bactérias
diazotroficas, a FBN realizada em associagdo com essas plantas pode ser considerada baixa. No
entanto, ainda assim o processo contribuird para a diminuicdo consideravel dos gastos com
manejo cultural (Moreira et al., 2010).

A contribui¢ao da FBN realizada por bactérias diazotroficas endofiticas em comparacdo
com bactérias simbidticas ¢ a mesma, haja vista a area plantada com cereais e gramineas no
mundo. Pastagens e cana-de-aglcar apresentam alta produtividade mesmo sem o uso de
fertilizantes nitrogenados, evidenciando o papel da FBN realizada por microrganismos
endofiticos (Moreira et al., 2010).

A FBN em cana-de-agtcar alavancou as pesquisas sobre a producdo em larga escala de
inoculantes de bactérias diazotroficas. No entanto, resultados de ensaios conduzidos em
diversas regioes do pais evidenciaram poucos beneficios da FBN em relacdo a produtividade
dessa cultura (Pereira et al., 2013). Algumas pesquisas relatam a ocorréncia de aumentos
significativos na producdo de biomassa, bem como na produtividade dos colmos, atribuidos aos
efeitos pela inoculagdo com bactérias diazotroficas (Schultz et al., 2014; Girio et al., 2015).

A cana-de-agucar ¢ exigente quanto a fertilidade do solo, mas apresenta intolerancia a
salinidade. Isolados de bactérias diazotréficas sdo utilizados tanto para realizar a FBN como

também para conferir a cana-de-agucar maior tolerancia a salinidade (Mishra et al., 2011).
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As gramineas como milho (Zea mays), trigo (Triticum aestivum L.), arroz (Oriza sativa)
e braquidrias (Brachiaria spp.) também s3o beneficiadas pela associacdo com as bactérias
fixadoras de nitrogénio. A inoculagdo dessas plantas tem por finalidade suprir ndo somente a
necessidade nutricional da planta, mas conjuntamente, reduzir as doses e aplicagdes de
fertilizantes nitrogenados, levando diretamente a redug¢do de gastos € a promog¢do do
desenvolvimento e do crescimento dessas gramineas (Moreira et al., 2014).

As gramineas apresentam produtividade limitada em fungdo da deficiéncia de N, sendo
este nutriente o responsavel pela determinacao do numero de afilhos ou perfilhos, formagao dos
noés e alongamento do colmo. A FBN ¢ vista como alternativa para suplementar os aportes de
N exigidos pela planta e contribuir para a reduc¢ao dos gastos até ao ponto em que os fertilizantes
nitrogenados sejam dispensados (Bergamaschi et al., 2007, Hungria et al., 2010).

Culturas como a oliveira (Olea europaea L.) e o eucalipto (Eucalyptus spp.), por terem
alto valor econdmico, t€m sido recentemente estudadas em relagdo a FBN (Vitorazi-Filho et
al., 2012). O uso de bactérias promotoras de crescimento em espécies silvicolas tem por
finalidade promover a FBN, uma vez que tais espécies apresentam poucas respostas a adubagao.

5. Balanco de N nas florestas de eucalipto

O nitrogénio ¢ elemento essencial para as plantas e sua deficiéncia pode afetar o
crescimento, o desenvolvimento e a produtividade das espécies vegetais. A falta deste elemento
limita a produtividade primaria, afetando toda a cadeia produtiva e contribuindo para a reducao
da diversidade das populagdes vegetais (Thilakarathna er al., 2016). A entrada de nitrogénio
nos ecossistemas naturais pode ocorrer por deposicdo atmosférica, por deposicao de
serapilheira, pela aplicagdo de fertilizantes e pela fixacdo biologica de N. A entrada pela
deposi¢do de serapilheira envolve a queda de componentes senescentes do vegetal e sua
posterior decomposi¢do (Caldeira et al., 2008; Vieira et al., 2009; Lewis et al., 2011). O
processo de fixacdo biologica de nitrogénio € realizado por microrganismos procarioticos. A
fixacdo biologica de nitrogénio pode ser realizada por microrganismos de vida livre ou por
aqueles que mantém simbioses associativas ou obrigatdrias com as raizes das plantas. A fixagao
bioldgica de nitrogénio associativa ocorre principalmente na rizosfera, sendo essencial para o
fornecimento desse elemento para as plantas (Johnston-MonjE, 2011; Berg et al., 2013; Bragina
etal., 2013).

O fluxo de nitrogénio e outros nutrientes nas florestas sdo importantes para conservagao
de todo ecossistema (Pegoraro et al., 2016). A ciclagem de nutrientes ¢ essencial para o

funcionamento do ecossistema florestal e se da por meio da producao de serapilheira, que € o
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meio mais importante de transferéncia de nutrientes essenciais, como o nitrogénio, da vegetagao
para o solo (Barbosa er al., 2017). Esse processo ocorre pela queda dos componentes
senescentes de partes do vegetal e sua posterior decomposi¢ao (Carvalho et al., 2017). Outra
forma de entrada de N no ecossistema florestal da-se pela adicdo de fertilizantes nitrogenados
durante o plantio (Carvalho et al., 2017).

O balango de nutrientes nos ecossistemas florestais corresponde a diferenga entre as
quantidades dos nutrientes que entram no sistema menos as quantidades que sao perdidas por
diversos processos, tais como erosao, lixiviagao ou volatilizagao, dentre outros (Zuliani et al.,
2016; Johnson e Turner, 2019). Nas florestas plantadas com eucalipto, a quantidade de
nutrientes presentes no solo e a extraida durante a exploragao florestal ¢ importante na defini¢ao
do balango de nutrientes (Souza et al., 2016). Em geral, os plantios de eucalipto sdo
estabelecidos em solos de baixa fertilidade, onde as populagdes microbianas serdo responsaveis
por disponibilizar o N a partir de minerais primarios e secundarios do solo ou da matéria
organica. Em geral, nessas condi¢des, os microrganismos atuam na ciclagem do nutriente,
promovendo o crescimento e o desenvolvimento das plantas por meio da fixagdo biologica
(Silva et al., 2015).

A eficiéncia de utilizacao de nutrientes depende da espécie vegetal, da idade, do manejo
e das condigdes edafoclimaticas (Versini et al., 2016). De modo geral, as plantacdes de
eucalipto devolvem nutrientes ao solo por meio da serapilheira (Johnson e Turner, 2019). Para
cada tonelada de madeira gerada, 0,3 a 0,35 tonelada de serapilheira ¢ depositada, devolvendo
a maior parte dos nutrientes contidos nas arvores. O retorno do nitrogénio ao solo € estimado
em cerca de 60 a 70% do total do elemento absorvido pela planta (Vital, 2007). O acimulo de
nitrogénio na planta ocorre nas raizes, galhos, cascas e folhas, sendo estas ultimas os maiores
reservatorios de nitrogénio da serapilheira (Embrapa, 2016).

6. Importdncia econémica da cultura do eucalipto

O eucalipto pertence a familia Myrtaceae e ao género FEucalyptus, o qual inclui,
aproximadamente, 730 espécies catalogadas botanicamente (Santarosa et al., 2014). Apesar do
elevado nlimero de espécies conhecidas, apenas 20 sao utilizadas para fins comerciais em todo
o mundo (Santarosa et al., 2014). O eucalipto tem como centro de origem a Australia e outras
ilhas da Oceania, sendo caracterizado por ser espécie amplamente difundida no globo terrestre
e com elevada plasticidade, o que o capacita a adaptar-se a diversas condi¢des climaticas e tipos

de solo (Bell¢ ef al., 2018).
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A ampla difusdo dessa cultura no mundo deve-se ao fato de possuir inimeras aplicacdes
na industria moveleira e de carvao, na construgdo civil, na produgdo de mel, 6leos essenciais,
mourdes de cerca, postes, quebra ventos e, principalmente, na industria de celulose para
confec¢do de papel (Bacha e Barros, 2004; Brito, 2007; Hsing et al., 2016). A cultura também
tem sido muito estudada com o objetivo de se identificar e caracterizar metabdlitos da planta
que apresentem propriedades antifingicas, antibacterianas e antioxidantes (Bhuyan et al., 2017;
Gonzalez et al., 2017; Espana et al., 2017). O eucalipto tem sido usado também na
fitorremediacdo de solos contaminados por metais pesados (Luo et al., 2017).

O Brasil possui extensas areas plantadas com eucalipto nos Estados do Parana, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo e, sobretudo, no Estado
de Minas Gerais, em areas com solos de baixa fertilidade (Embrapa, 2003; Melloni et al., 2008;
Mais Floresta, 2015). As florestas plantadas tém como objetivo garantir matéria-prima para as
industrias de papel e celulose e siderurgicas e para a fabricacdo de compensados e laminas, bem
como chapas de fibra e MDF (Embrapa, 2016; Mendes et al., 2019). Aliado ao fato de
apresentar rapido crescimento, outras caracteristicas favorecem o cultivo do eucalipto, a saber,
a sua elevada capacidade produtiva e adaptabilidade em diversos ambientes, a grande
diversidade de espécies e hibridos, tornando possivel a sua utilizacdo em diversos segmentos
do setor florestal, e o fato de representar matriz energética renovavel segura (Santos et al., 2016;
Garlet et al., 2016).

Em face dessas caracteristicas, os plantios de eucalipto estio em expansdo no Brasil,
principalmente em solos intemperizados e lixiviados, tornando-se alternativa vidvel para se
diminuir a pressao sobre biomas nacionais e viabilizando a produ¢do de madeira para atender
as necessidades da sociedade em bases sustentaveis (Schumacher e Vieira, 2016; Ribaski,
2017). Em estudo realizado por Rovedder et al., (2008), evidenciou-se que o plantio de
eucalipto em 4reas degradadas e com solos de baixa fertilidade, produz impactos positivos na
qualidade do solo, acarretando melhorias na fertilidade em virtude do aporte de matéria
organica na forma de serapilheira.

No ano de 2016, a area plantada com espécies arboreas no Brasil totalizou 7,84 milhdes
de hectares, sendo que os plantios de eucalipto ocupam 5,7 milhdes de hectares desse total. As
plantacdes de eucalipto concentram-se, principalmente, na regido Sudeste, em Minas Gerais
(24%) e em Sao Paulo (17%) (Iba, 2017). Os biomas onde as plantagdes de eucalipto foram
melhor estabelecidas sao a Mata Atlantica (60%), o Cerrado (21%) ¢ a Amazonia (10%). Ja o

bioma Caatinga contém apenas 1% das planta¢des de eucalipto (Abraf, 2013).

30



A importancia econdmica do eucalipto estd relacionada a sua utilizagdo em diversos
setores produtivos, a exemplo das industrias de celulose, madeireira, siderirgica, entre outras.
O eucalipto apresenta destacada importancia econdmica, constituindo fonte de renda para os
setores primarios da economia (Souza et al., 2016; Hsing et al., 2016).

Além das vantagens econdmicas, as plantagdes de eucalipto trazem outros beneficios
sociais, promovendo a geracdo de empregos e renda na area rural, evitando, desse modo, o
€xodo rural e o desemprego (Abraf, 2013). Os plantios além de serem economica e socialmente
importantes, t€ém papel fundamental na qualidade de vida, proporcionando melhoria na
qualidade do ar, reducdo da intensidade da erosdo, recuperagdo de areas degradadas, aumento
da biodiversidade, dentre outros.

O plantio de eucalipto necessita de adequada adubacdo para garantir a manutengdo ou
obter-se aumentos na produtividade ¢ na qualidade da madeira (Abreu-Junior et al., 2017,
Bordron et al., 2019). No entanto, a eficiéncia dos adubos aplicados depende de varios fatores,
a exemplo da idade da arvore, da época de aplicacdo, da dose, da frequéncia de aplicagdo e do
tipo de fertilizante. Os principais nutrientes bésicos para o crescimento do eucalipto sdo o
potéssio, calcio, magnésio, fosforo e nitrogénio, sendo o Gltimo o mais importante (Andrade et

al., 1994; Sette et al., 2014).
7. Conclusaoes e perspectivas

Os plantios de eucalipto sdo estabelecidos em solos de baixa fertilidade, onde as
populacdes microbianas participam ativamente da disponibilizagdo de nutrientes. Nessas
condi¢des de baixa fertilidade, os microrganismos atuam na ciclagem dos nutrientes,
promovendo o desenvolvimento das plantas. A cultura do eucalipto depende de microrganismos
que atuem como reservatorios ativos de nitrogénio, controlando a disponibilidade do elemento
por meio de processos de imobilizagdo, mineralizagdo e fixa¢do biologica. Igualmente, as
transformagodes do P envolvem a participagdo da microbiota por meio de processos-chave que
aumentam a disponibilidade do elemento as plantas. Fungos e bactérias do solo atuam na
mobilizagao de reservatdrios pouco reativos do elemento por meio de processos de solubiizagao
e mineralizagdo. Atualmente, tem-se aventado a possibilidade de que alguns microrganismos
do solo sejam capazes de reverter o processo de fixacdo de P as argilas. Em geral, os
microrganismos solubilizadores de fosfato, por desempenharem essas funcdes, contribuem para
o aumento da eficiéncia do uso de fertilizantes fosfatados, levando a redugao dos custos de

producao.
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A utilizagdo de microrganismos fixadores de nitrogénio e solubilizadores de fosfato
propicia alternativas viaveis aos produtores, diminuindo a demanda por fertilizantes fosfatados

e nitrogenados e contribuindo para a maior conservagao do solo.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO VEGETAL DA RIZOSFERA DE EUCALIPTO

RESUMO

O eucalipto necessita de adequada adubacao para obtencdo de melhor produtividade e
qualidade da madeira. Em geral, os plantios de eucalipto sdo estabelecidos em solos de baixa
fertilidade, onde as populagdes microbianas do solo podem contribuir significativamente para
a disponibilizagdo de nutrientes para as plantas, especialmente aqueles de maior demanda, a
exemplo do N e do P. A associagdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal com o
eucalipto pode contribuir para o crescimento ¢ o desenvolvimento da planta por meio de
distintos mecanismos de promogao do crescimento vegetal. O objetivo deste trabalho foi o de
isolar bactérias potencialmente promotoras de crescimento vegetal (BPCV) da rizosfera de
eucalipto, caracterizar taxonomicamente os isolados obtidos e estudar a expressdo de
mecanismos de promog¢ado de crescimento vegetal in vitro. O isolamento das BPCV potenciais
foi realizado usando-se solo rizosférico de plantas de Eucalyptus grandis nos meios de cultura
desenhados para procariotos diazotroficos (LGI, INFB, JMV, LGIP e NFB) visando a obten¢ao
de isolados com a capacidade de expressio de um ou mais mecanismos bioquimicos de
promog¢do do crescimento vegetal. Apos o isolamento em cultura pura, 51 isolados foram
caracterizados pela técnica de coloragdo de Gram e identificados pelo método MIDI. No meio
LGP isolaram-se 24 % das culturas obtidas; no JNFB, 24 %; nos meios JMV, LGIP ¢ NFB
foram isoladas, respectivamente, 30, 8 ¢ 14 % das culturas. Os isolados obtidos pertencem aos
géneros Ralstonia, Bacillus, Stenotrophomonas, Paenebacillus, Staphylococcus, Virgibacillus,
Burkholderia, Pseudomonas e Xanthomonas. Setenta e oito porcento dos isolados foram
capazes de solubilizar fosfato de célcio e de aluminio. Ja para a producdo de sideroforos 96 %
produziram resultado positivo. Os valores de solubilizagao de fosfato de calcio em meio NBRIP
variaram de 24,84 a 178,48 mg L!. O isolado mais eficiente solubilizou 17,86 % do do P
contido no fosfato tricalcio. Para o fosfato de aluminio, os valores de solubiliza¢do obtidos
variaram de 7,68 a 29,68 mg L!. O isolado mais eficiente solubilizou 2,38 % do fosfato de
aluminio. Além da atividade diazotrofica, confirmada por relatos de literatura, as culturas
obtidas apresentaram a capacidade de solubilizar fontes de fosforo pouco reativas, constituindo
ferramentas com potencial de aplicacdo em viveiros florestais para a promog¢ao do crescimento
de mudas.

Palavras-chave: Solubilizagdo de fosfato, sider6foro, pH, acidez titulavel.

49



ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PLANT GROWTH PROMOTING
BACTERIA FROM THE EUCALYPTUS RHIZOSPHERE

ABSTRACT

Eucalyptus plants need adequate fertilization to achieve better productivity and wood quality.
In general, eucalyptus plantations are established in soils of low fertility, where soil microbial
populations can significantly contribute to the availability of nutrients to plants, especially those
with greater demand, such as N and P. Plant growth-promoting bacteria can contribute to plant
growth and development through different mechanisms that promote growth. The objective of
this work was to isolate potentially plant growth promoting bacteria (PGPB) from the
eucalyptus rhizosphere, to taxonomically characterize the isolates obtained and to study the
expression of mechanisms for promoting plant growth in vitro. The isolation of potential PGPB
was carried out using rhizospheric soil of Eucalyptus grandis plants in culture media designed
for diazotrophic prokaryotes (LGI, JNFB, JMV, LGIP and NFB) aiming at obtaining isolates
with the capacity to express one or more biochemical mechanisms of plant growth promotion.
After isolation in pure culture, 51 isolates were characterized by the Gram stainning technique
and identified by the MIDI method. 24% of the obtained cultures were isolated in LGP medium;
in JNFB, 24%; in the media JMV, LGIP and NFB were isolated, respectively, 30, 8 and 14%
of the cultures. The isolates obtained belong to the genera Ralstonia, Bacillus,
Stenotrophomonas, Paenebacillus, Staphylococcus, Virgibacillus, Burkholderia, Pseudomonas
and Xanthomonas. Seventy-eight percent of the isolates were able to solubilize calcium and
aluminum phosphate. For the production of siderophores, 96% produced a positive result.
Calcium phosphate solubilization values in NBRIP medium ranged from 24.84 to 178.48 mg
L', The most efficient isolate solubilised 17.86 % of the P tricalcium phosphate. For aluminum
phosphate, the solubilization values obtained ranged from 7.68 to 29.68 mg L-1. The most
efficient isolate solubilized 2.38% of the aluminum phosphate. In addition to the diazotrophic
activity, confirmed by literature reports, the cultures obtained showed the ability to solubilize
low reactive phosphorus sources, constituting tools with potential application in forest nurseries
to promote the growth of seedlings.

Keywords: Phosphate solubilization, siderophore, pH, titratable acidity.
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1. INTRODUCAO

Os plantios de eucalipto necessitam de adequada adubacgao para garantir a produtividade
e a qualidade da madeira (Abreu-Junior et al., 2017; Bordron et al., 2019). No entanto, a
eficiéncia dos adubos aplicados ao solo depende de varios fatores, a exemplo da idade das
arvores, da época de aplicacdo, da dose, da frequéncia de aplicacdo e do tipo de fertilizante. Os
principais nutrientes basicos para o crescimento do eucalipto sdo o potassio, calcio, magnésio,
fosforo e nitrogénio, sendo o ultimo um dos mais importantes (Andrade ef al., 1994; Sette et
al.,2014).

Os microrganismos promotores de crescimento (MPCP) sdo definidos como aqueles que
se encontram em interacdo com plantas em suas diversas estruturas, promovendo ganhos na
producdo de biomassa vegetal (Glick, 2012; OROZCO-Mosqueda et al., 2018). Dentre os
microrganismos promotores de crescimento, encontram-se as bactérias fixadoras de nitrogénio
e as solubilizadoras de fosfato.

O nitrogénio ¢ elemento essencial para as plantas. A deficiéncia desse nutriente pode
afetar o crescimento, o desenvolvimento e a produtividade das espécies vegetais (Thilakarathna
et al., 2016). A entrada de nitrogénio nos ecossistemas naturais pode ocorrer por deposi¢ao
atmosférica, por deposicao de serapilheira, pela aplicagdo de fertilizantes e pela fixagdo
biologica de N. A entrada pela deposi¢do de serapilheira envolve a queda de componentes
senescentes do vegetal e posterior decomposicao desses residuos (Caldeira et al., 2008; Vieira
et al., 2009; Lewis et al., 2011). A fixa¢do bioldgica de nitrogénio pode ser realizada por
microrganismos de vida livre ou por aqueles que mantém simbioses associativas ou obrigatorias
com as raizes das plantas. A fixagdo biologica de nitrogénio associativa ocorre principalmente
na rizosfera (Johnston-Monje, 2011; Berg et al., 2013; Bragina et al., 2013).

A fixagdo bioldgica de nitrogénio ¢ realizada somente por microrganismos procariotos,
denominados diazotréoficos (Mitchell et al., 2018). Para realizacdo do processo, hé a atuagao do
complexo enzimatico da nitrogenase, o qual consiste em duas enzimas diferentes, a
dinitrogenase redutase e a dinitrogenase (Igarashi e Seefeldt, 2003). O processo de fixagao
biologica de nitrogénio ¢ importante, haja vista que as plantas ndo conseguem acessar o
nitrogénio na forma gasosa (N2) para a nutricdo. Por outro lado, as bactérias diazotroficas
associadas as plantas fixam nitrogénio atmosférico e transferem esse nutriente para o
hospedeiro, suprindo-o com quantidades satisfatorias do nutriente (OkumurA et al., 2011;
Barbaro-Torneli et al., 2017). Diante disso, as interacdes entre as raizes das plantas e as

bactérias associativas fixadoras de nitrogénio tem sido alvo de muitas pesquisas visando
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elucidar a ocorréncia de fixagdo de Ny, a promogao de crescimento vegetal, bem como os efeitos
dessa atividade sobre outras propriedades do solo (Moreira et al., 2010).

Os mecanismos de solubilizagdo de fésforo dependem do tipo de material que ¢
encontrado no solo, sejam formas organicas ou inorganicas do nuitrinte. A solubiliza¢ao de
fosfato € processo principalmente biolodgico, onde os microrganismos tém papel chave, ja que
sdo os responsaveis pela produgdo e liberacdo dos agentes que atuam no processo (Alori et al.,
2017; Orozco-Mosqueda et al., 2018). O mecanismo de produgao de sideroforos sintetizados
pelos MPCP permitem a assimilagao nao redutiva do ferro, formando complexo quelante-metal
que transporta o ferro até as células das raizes, onde, uma vez incorporado, o elemento ¢
liberado por redugdo. Os sidero6foros dividem-se em hidroxamatos, catecolatos e carboxilatos
(Raza e Shen, 2010; Kumar et al., 2018).

A utilizagcdo de BPCV na cultura do eucalipto pode aportar benefifios direstos e indiretos
para a produtividade dos plantios. Idealmente, os isolados bacterianos com potencial de uso no
setor produtivo devem agregar um ou mais de um mecanismo de promogao de crescimento com
vistas a se obter o maximo de ganhos em produtividade com a utilizagdo desses microgansimos
(Miguel et al., 2016). Assim o objetivo deste trabalho foi o de isolar bactérias potencialmente
promotoras de crescimento vegetal (BPCV) da rizosfera de eucalipto, caracterizar
taxonomicamente os isolados obtidos e estudar a expressdo de diferentes mecanismos de

promocao de crescimento vegetal in vitro.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Localizacao do experimento, coleta de solo e isolamento de bactérias rizosféricas

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecologia Microbiana do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vigosa, Minas
Gerais, localizado no prédio do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria da UFV.

Para o isolamento de bactérias promotoras de crescimento vegetal com o mecanismo de
fixacdo biologica de nitrogénio, o solo rizosférico foi coletado em &reas distintas, cultivadas
com Eucalyptus grandis, com diferentes idades: a) Setor de Silvicultura da UFV, com plantas
com oito anos de idade (S 21° 01 741°; W 042° 34 258"); b) Distrito de Santo Antonio do Rio
Preto, Mirai, MG, com rebrota de um ano (S 21° 01 638’; W 042° 34 156’) e ¢) no mesmo
distrito, com arvores de oito anos de idade (S 21° 01 698; W 042° 33 842"). O tamanho de
cada parcela amostral foi de 36 x 36 m, com espagamento entre as arvores de 3 x 3 m. Em cada
parcela, foram escolhidas aleatoriamente trés arvores ao redor das quais foram realizadas as

amostragens do solo até a profundidade de 10 cm. Quatro pontos equidistantes de um metro do
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tronco de cada arvore foram marcados e as raizes coletadas com auxilio de uma pa de
jardinagem. Definiu-se como solo rizosférico aquele que permanece aderido as raizes apos forte
agitacdo das raizes. O solo rizosférico foi coletado com espatula esterilizada. As por¢des de
solo rizosférico coletadas nos quatro pontos foram misturadas constituindo uma amostra
composta. As amostras compostas foram acondicionadas em sacos plasticos e transportadas
para o laboratério em caixa de isopor com gelo. No laboratério, as amostras foram mantidas
sob refrigeracdo a 10 °C. Uma amostra composta de solo de cada area das coletas foram também
realizadas para a caracterizacao fisico-quimica do solo conforme método descrito pela Embrapa

(2009) [Tabela 1].

2.2. Isolamento de bactérias rizosféricas diazotroficas

Dez gramas de solo rizosférico foram acondicionados em frascos Erlenmeyer de 250
mL seguido da adi¢ao de 90 mL de solugdo salina (NaCl a 0,85%). Os frascos foram mantidos
sob agitagdo de 150 rpm, a temperatura ambiente, por 1 h (Ddbereiner et al., 1995; Kuklinsky-
Sobral et al., 2004). Apos o periodo de agitagdo, uma aliquota de 1 mL da suspensdo do solo
foi diluida em 9 mL de solugdo salina e, em seguida, os tubos foram agitados vigorosamente.
Posteriormente, foram realizadas dilui¢cdes seriadas decimais até 10, em solucdo salina, e
aliquotas de 100 pL das dilui¢des foram inoculadas, em triplicata, em tubos de rosca contendo
15 mL dos meios semi-especificos INFb [5 g L' de 4cido malico; 0,6 g L' de K;HPO4;1,8g L
'de KH2PO4; 0,2 g L' de MgS04.7H,0; 0,1 g L' de NaCl; 0,02 g L! de CaCl,.2H,0; 4 mL L~
!'de Fe.EDTA (solucdo 1,64%); 2 mL L' de azul de bromotimol (0,5%); 2 mL L' de solugdo
de micronutrientes (0,2 g L' de Na;M004.2H>0; 0,235 g L' de MnSO4.H,0; 0,28 g L' de
H3BOs; 0,008 g L' de CuS04.5H20); 4,5g L de KOH; 1,9 g L! da 4gar; pH 5,8] , NFB[5 g L~
!'de 4acido malico; 0,6 g L' de K;HPO4; 0,2 g L' de MgS04.7H,0; 0,1 g L' de NaCl; 0,02 g
L' de CaCl2.2H20; 4 mL L' de Fe. EDTA (solugdo 1,64%); 2 mL L' de azul de bromotimol
(0,5%); 2 mL L de solu¢do de micronutrientes (0,2 g L' de NaxMo0O4.2H,0; 0,235 g L de
MnSO04.H20; 0,28 g L' de H3BOs; 0,008 g L! de CuSO4.5H20); ImL Solugdo de vitaminas
(10mg de biotina e 20mg de pirodoxol-HCI); 4,5g L- de KOH; 1,8 g L! da 4gar; pH 6,8], LGI
[5 g L'! de sacarose; 0,6 g L' de KxHPO4;1,8g L™ de KH2PO4; 0,2 g L' de MgS04.7H>0; 0,02
g L' de CaCl2.2H,0; 1 mL L de Fecls.6H20; 2 mL L' de azul de bromotimol (0,5%); 1,8 g
L' da 4gar; pH 6,2], LGI-P [5 g L! de sacarose; 0,6 g L' de KxHPO4;1,8g L' de KH2POys; 0,2
g L't de MgS04.7H,0; 0,02 g L' de CaCl,.2H,0; 1 mL L™! de Fecl3.6H,0; 2 mL L™ de azul de
bromotimol (0,5%); ImL Solu¢do de vitaminas (10mg de biotina e 20mg de pirodoxol-HCI);
1,6 g L' da 4gar; pH 5,5], IMV [5 g L'! de manitol; 0,6 g L' de K;HPO4;1,8g L' de KH2POu;
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0,2 g L'! de MgS04.7H,0; 0,1 g L' de NaCl; 0,02 g L™! de CaCl,.2H,0; 4 mL L' de Fe.EDTA
(solugdo 1,64%); 2 mL L' de azul de bromotimol (0,5%); 2 mL L' de solu¢io de
micronutrientes (0,2 g L™! de NaxMo004.2H,0; 0,235 g L ™! de MnSO4.H20; 0,28 g L' de H3BOs;
0,008 g L' de CuS0O4.5H20); ImL Solucdo de vitaminas (10mg de biotina e 20mg de pirodoxol-
HCI); 4,5g L  de KOH; 3,5 g L' de 4gar; pH 4,2]. Os tubos foram incubados a 28 °C em BOD
por 7 dias. Ap6s a confirmagdo positiva da presenga de bactéria fixadora de nitrogénio no tubo
de rosca, observado por meio da formagao de pelicula microbiana fina da metade para cima do
meio, uma al¢ada desse material foi retirada e transferida para placas de Petri contendo o mesmo
meio, porém com a consisténcia solida. Nesse momento, foram realizadas estrias simples para
a obten¢do de coldnias isoladas. As placas foram incubadas em BOD a 28 °C até o
aparecimento das colonias (cerca de 48 h). Uma colonia isolada foi usada para retirada de
material com o auxilio de uma agulha para a inoculagdo em picada de tubos com meio semi-
solido. Os tubos foram incubados nas mesmas condigdes anteriores € a formagao da pelicula
microbiana confimada pela segunda vez. Ap6s o aparecimento da pelicula, os microrganismos
foram reisolados novamente, por meio de estrias simples, em placas de Petri com os meios
solidos BDA e BDA + Vemelho Congo com o intuito de confirmar o isolamento de culturas
puras e a auséncia de contaminantes. A similaridade das colonias e a producdo de
exopolissacarideos foram observadas. Apds esse passo, quando houve a observacao de colonias
dissimilares, o procedimento de isolamento foi repetido, averiguando-se a formacao de pelicula
e o estriamento das culturas em meio s6lido. Em seguida, as culturas puras foram inoculadas
em 50 ml de caldo batata-dextrose em frasco de Erlemeyer de 125 mL e cultivadas overnight,
a 28 °C e com agitagdo de 150 rpm. Posteriormente, 1,7 mL das culturas foi acrescido de 0,3
mL de glicerol em microtubos, sendo congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em

ultrafreezer a -80 °C.

2.3. Caracterizacao fenotipica
2.3.1.1dentificacao de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogénio

A identificacdo de bactérias rizosféricas potencialmente fixadoras de nitrogénio foi
realizada segundo Dobereiner et al. (1995). Para tanto, as bactérias isoladas foram inoculadas
em meio semi-solido JNFb, NFB, LGI, LGI-P e IMV, sem a presenca de nitrogénio, e incubadas
a 28 °C por 8 dias. O resultado positivo foi determinado pela formac¢do de halo horizontal de

crescimento bacteriano no interior do meio de cultura.
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2.3.2. Coloracao de Gram

A coloragdo de Gram foi realizada de acordo com o método descrito por Cappuccino e
Sheman (1987) com modificagdes. Este método consiste no tratamento sucessivo de um
esfregaco bacteriano, fixado pelo calor, com os reagentes cristal violeta por um minuto e em
seguida, utilizando-se uma piseta, o excesso de corante foi lavado com agua destilada;
posteriormente, foi adicionada a soluc¢ao de lugol sobre o esfregaco, com tempo de contato de
um minuto; o excessso de lugo foi lavado com agua destilada, seguido do tratamento com etanol
a 95%. Em seguida, o esfregaco foi corado com fucsina por 30 segundos. As ldminas foram
entdo lavadas com agua destilada, secas ao ar ¢ observadas ao microscopio para averiguagao do

resultado da coloragdo de Gram.

2.3.3.Identificacao das bactérias rizosféricas pelos perfis de ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME - MIDI)

Os perfis FAME foram obtidos por saponificacdo, metilagdo e extracdo seguindo o
protocolo do sistema MIDI (Microbial Sistema de Identificagdo, Newark, NJ) (SASSER, 2006).
Os isolados foram cultivados em placas de meio TSB-agar por 24 h a 28 °C por duas vezes
sequenciais a fim de garantir a homogeneidade de crescimento das células. Aproximadamente
40 mg da cultura foi colhida com auxilio de uma alca de inoculacado e transferida para tubo de
ensaio de 13 x 100 mm seguido da adi¢do de 1 ml de reagente de saponificacdo. Os tubos foram
selados firmemente com tampa de rosca forrada de teflon e agitados por 5 a 10 s. Os tubos
foram incubados em banho-maria a 100 °C durante 5 min e, entdo, resfriados ligeiramente,
agitados em vortex por 10 s e incubados a 100 °C por mais 25 min em banho-maria. Em seguida,
cada tubo recebeu 2 ml do reagente de metilagdo, sendo tampados firmemente e agitados em
vortex por 10 s. Posteriormente, foram colocados em banho-maria a 80 °C por 10 min. Em
seguida, 1,25 ml de reagente de extragcdo foi adicionado aos tubos resfriados seguidos por
movimentos suaves em mesa agitadora por 10 min. A fase inferior foi removida e descartada
usando-se pipeta de Pasteur de vidro. Finalmente, 3 ml de reagente de base foram adicionados
a fase superior remanescente nos tubos, seguido de homogeneizagdo em mesa agitadora por 5
min. A fase superior do solvente foi transferida para frascos de 2 mL para analise de acidos
graxos. A analise foi conduzida em sistema de cromatografia gasosa Agilent 6890, utilizando
coluna capilar (50 m x 0.2 mm) de (5%-fenil)-metilpolisiloxano, acoplada a detector de
ioniza¢gdo em chama. Antes da inje¢do de amostras, um padrao de calibra¢do (Rapid Calibration
Standard, contendo metil-éster de acidos graxos de 9 a 20 carbonos de extensao) foi analisado

pelo sistema, a fim de padronizar o tempo de retencdo dos 4cidos graxos. Posteriormente, as
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amostras foram injetadas utilizando-se o método RTSBA6 do sistema, que identifica e
quantifica de forma relativa a composicdo de FAMEs obtidos no preparo da amostra e
comparando os resultados ao banco de dados Sherlock. Os isolados foram identificados com
base no valor do indice de similaridade: quanto mais préximo de 1,0, maior ¢ a probabilidade

de que o organismo isolado seja similar ao organismo identificado no banco de dados.

2.3.4.Caracterizacao de bactérias solubilizadoras de fosfato

Incialmente, testou-se a capacidade dos isolados bacterianos em solubilizar fosfato de
acordo com o método descrito por Rodriguez et al., (2000) e Verma et al., (2001). Para tal, as
culturas bacterianas foram ativadas em caldo dextrose-batata a 28 °C por 24 h. Com o auxilio
de uma alga de repicagem, foram feitas trés picadas de cada cultura em placas de Petri contendo
25 mL de meio NBRIP (10 g L' de glicose; 5 g L'! de NH4Cl; 1 g L' de NaCl; 1 g L! de
MgS04.7H20; 15 g L! de 4gar; pH 7) contendo 4 g L' de CaHPO4 ou Al(PO4). As placas
foram incubadas a 28 °C por 72 h e, em seguida, verificou-se o aparecimento de halo de

solubiliza¢do no entorno das coldnias, indicativo da capacidade de solubilizag¢ao de fosfatos.

2.3.5. Caracterizacao da producao de sideréforos

A produgdo de sideroforos foi verificada por meio da utilizagdo de placas de Petri
contendo o meio Chromeazurol Agar Assay (CAS), de acordo com o método descrito por
Caballero-Mellato et al., (2007). Os isolados foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 125
mL, contendo 50 ml de meio liquido CAA, suplementado com trés gramas de 4cido succinico,
seguido da incubagdo a 28°C e 150 rpm por 5 dias. Posteriormente, os isolados foram inoculados
com auxilio de uma laca de repicagem em trés picadas equidistantes em placa de Petri contendo
25 mL de meio s6lido CAS-CAA, e incubados a 28 °C por 5 dias. A presenca de halos de cor

laranja ao redor das picadas indica a producao de sideroforos.

2.3.6.Solubilizaciao de fosfato de calcio [Ca3(PO4)2] e fosfato de aluminio [Al(PO4)] em
meio NBRIP

A avaliagdo da capacidade dos isolados bacterianos obtidos em solubilizar fosfato de
calcio [Ca3(PO4):] e fosfato de aluminio [Al(PO4)] foi realizada pela inoculagdo dos mesmos
em tubos Falcon, de capacidade de 50 mL, com 25 mL de meio NBRIP (Nautiyal, 1999),
contenho 4 g L' de fosfato de célcio ou fosfato de aluminio. Apds a inoculagio, os tubos foram
incubados a 28 °C e 150 rpm, por cinco dias. O tratamento controle correspondeu a frascos
contendo apenas meio NBRIP, com as respectivas fontes de P, mas sem a inoculagao bacteriana.
Apos a incubagdo, os tubos Falcon foram centrifugados a 10.000 rpm por 3 min e, em seguida,
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o sobrenadante foi filtrado em papel-filtro analitico com poros de 8 um (Quanty — JP42). No
sobrenadante filtrado foi avaliado o P soluvel utilizando-se o método descrito por Braga e
Defelipo, (1974), pH e a acidez tituldvel foram determinados de acordo com Aroucha et al.
(2010). O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 39
bactérias e 3 repeticdes de cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) e as médias agrupadas pelo teste Scott knott a 5 %.

2.3.7 Solubilizacao de FR por Ralstonia pickettii LEM 10 e Stenotrophomonas
maltophilia LEM 36

Frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999)
modificado, sem a fonte de P original, suplementado com 3g L' dos FRs Gafsa, Itafos,
Crandalita, Aipe, Abaeté, Patos, Cataldo e Araxa, foram inoculados com 200 uL de culturas de
Ralstonia pickettii LEM 10 e Stenotrophomonas maltophilia LEM a D.O de 0,6 e incubados a
a 28 °C e 150 rpm, por cinco dias em agitador horizontal. O tratamento controle corresponde a
frascos contendo apenas meio NBRIP e o FRs, sem o in6culo. Controles sem a inoculacao
bacteriana foram também incluidos visando a determinacdo do P solubilizado por processos
abidticos. Apos o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi coletado e centrifugado em tubos
Falcon de 50 mL a 10.000 rpm por 3 min. Em seguida o sobrenadante foi filtrado em papel-
filtro analitico com poros de 8 um (Quanty — JP42) e utilizado para determinagdo de P soluvel
(Braga e Defelipo, 1974), pH e acidez titulavel (Aroucha et al. 2010). O experimento foi
montado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial duplo 2 x 8, com 2
1solados bacterianos e 8 tipos de FRs, com 3 repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a

analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 %.

2.4 Métodos Analiticos

O P soluvel no sobrenadante foi determinado por meio da leitura em espectrofotometro
pelo método do acido ascorbico (Braga e Defelipo, 1974). O pH foi medido em potencidmetro
de bancada. A acidez titulavel foi determinada pelo método titulométrico: 1mL da amostra de
sobrenadante foi titulada com NaOH)0,1 mol L' na presenca de fenolftaleina a 1 % como
indicador de pH. Esse método mede o niimero de moles de H' de todas as formas dissociadas e

ndo dissociadas presentes na solugdo (Aroucha et al., 2010).

O calculo de concentracdo de H', expresso em mmol L', é descrito na Equagdo 1:
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Vi iy, M £ - 1000

(1) Acidez Titulavel (mmol L")=
Vamostra(mL)

Onde, Vii: € o volume de titulante gasto na titulacao, M;i; ¢ a concentracao da solugao de
NaOH, f: ¢ o fator de correcao da solucdo de NaOH € Vunosira € 0 volume de amostra utilizado

na titulagdo.

3. RESULTADOS
3.1. Isolamento e identificacio de bactérias diazotroéficas da rizosfera de E. grandis

Foram obtidos o total de 270 isolados, dos quais 50 foram confirmados como fixadores
de nitrogénio pelas caracteristicas culturais apresentadas nos meios de cultura semi-especificos
(Tabela 2; Tabela 3). Nos meios LPG, JNFB, JMV, LGIP ¢ NFB foram obtidos,
respectivamente, 24, 24, 30, 8 e 14% dos isolados. A técnica de coloragao de Gram revelou que
68,6 % dos isolados eram gram-negativos e 31.4%, gram-positivos (Tabela 2). Os principais
géneros identificados pela técnica do perfil de ésteres metilicos de acidos graxos foram
Ralstonia, Bacillus, Stenotrophomonas, Paenebacillus, Staphylococcus, Virgibacillus,

Burkholderia, Pseudomonas, Xanthomonas (Tabela 2).

3.2. Teste de solubilizacio de fosfato tricalcico e de fosfato de aluminio em meio NBRIP
Dos 50 isolados obtidos, 39 (78 %) foram capazes de solubilizar tanto fosfato tricalcio
quanto o fosfato de aluminio no meio NBRIP, fato evidenciado pelo aparecimento de halo de
solubilizacdo ao redor das colonias (Figura 1; Tabela 3). Os isolados que ndo solubilizaram

nenhuma das fontes de P corresponderam a 22 % do total (Tabela 3).

Figura 1. Teste de solubilizac¢ao de fosfato tricalcico em meio NBRIP por isolado bacteriano.
(A) Placa controle, sem inoculagdo. (B); Colonias de isolado nao solubilizador de fosfato. Notar
a auséncia de halo ao redor das colonias. (C) Colonias de isolado solubilizador de fosfato,
mostrando o halo de solubilizagao.
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3.3. Teste de producao de sideroforos
Quarenta e nove isolados foram capazes de produzir sider6foros, valor correspondente
a 96 % das culturas avaliadas (Tabela 3). A produgdo de sider6foros foi constata no meio CAS

pelo aparecimento de halo amarelo ao redor da colonia (Figura 2).

Figura 2. Teste de producao de sideroféfors em meio CAS. (A) Placa controle ndo inoculada.
(B) Ausencia de crescimento de isolado ndo produtor de siderdforos (setas) em meio CAS.
Notar a auséncia de halo ao redor da picada de inoculacdo (C) Coldnias de isolado produtor de
sideroforos. Notar o halo de clareamento ao redor das colonias formadas no meio CAS.

3.4. Solubilizacao de fosfato de calcio (Ca3(PO4)2) por bactérias fixadoras de nitrogénio
em caldo NBRIP

A solubilizagdo de fosfato tricalcio em caldo NBRIP variou de 24,84 a 178,48 mg L'
de P, valores que correspondem a solubilizagdo de 2,48 a 17,86 % do P total contido na fonte
(Tabela 4). O valor mais alto de P soltvel foi obtido no tratamento com Stenotrophomonas
maltophilia LEM 36. Os valores de pH variaram de 4,46 a 5.66 e os de acidez titulavel de 5,12
a 17.08 mmol H" L'! (Tabela 4). Observou-se correlagio simples de Pearson negativa entre os

valores de P soluvel e pH (-0,65) e positiva entre os valores de P soluvel e acidez titulavel

(0,716).

3.5. Solubilizacio de fosfato de aluminio AI(PO4) por bactérias fixadoras de nitrogénio
em caldo NBRIP

A solubilizacdo de fosfato de aluminio em caldo NBRIP variou de 7,68 a 29,68 mg L!
de P, ou seja, 0,18 a 2,38 % do P total contido nessa fonte (Tabela 5). O valor mais alto de P
soluvel foi obtido no tratamento com Ralstonia pickettii LEM 10. Os valores de pH variaram
de 3,0 a 5,56 e os de acidez titulavel de 5,12 a 15.37 mmol H" L"! (Tabela 5). Observaram-se
correlagdes simples de Pearson positivas entre os valores de P soluvel e pH (0,23) e entre os

valores de P soluvel e acidez titulavel (0,58).
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3.6 Solubilizacao de FRs por Stenotrophomonas maltophilia LEM 10 e Ralstonia pickettiie
LEM 36

Ambos os isolados foram capazes de solubilizar as fontes de fosfato testadas. Em geral,
os FR mais susceptiveis ao processo de solubilizagdo foram: Itafés > Gafsa > Araxa > Abaeté
> Aipe > Catalao > Patos > Crandalita (Tabela 6). Na média geral, ndo foram observadas
diferencas significativas entre a capacidade de solubilizagao dos isolados LEM 10 e LEM 36
(Tabela 6). Os valores de P solivel variaram para cada tido de FR e isolado bacteriano (Tabela
1). Para o sioslado LEM 10, os maiores valores de P soltvel foram encontrados para o FR de
Abaeté, enquantoo para o isolado LEM 36, o FR de Araxa foi o mais solubilizado (Tabela 6).

As médias gerais observadas para acidez titulavel foram maiores para LEM 10 do que
para o LEM 36, enquanto os valores de pH final no sobrenadante dos meios de cultura foram
semelhantes entre si (Tabela 6). Observamos que para o tipo de fosfatos de rocha houve
diferenga significativa para o isolado LEM 10 para todos os fosfatos de rocha (Tabela 6). Em
relacdo as bactérias comparadas com os fosfatos observamos uma diferenca significativa para
o fosfato de rocha Itafos e Aipe para LEM 10 e 36 respectivamente apresentando as seguintes
médias: 15,37 e 8,20 mmol L' sendo apresentado para esta varidvel analisada, no entanto

apresentando diferencas significativas entre os isolados e os tipos de fosfatos avaliados.

4. DISCUSSAO
4.1. Isolamento e caracterizaciao de bactérias diazotroficas da rizosfera de eucalipto

Neste estudo, foi possivel obter isolados bacterianos diazotréficos a partir do solo
rizosférico de plantas de E. grandis de sistemas de plantio de implantacdo e rebrota, com
diferentes idades e provenientes de diferentes localidades. A capacidade diazotrofica dos
isolados obtidos foi confirmada em meios especificos (Tabela 3). Os 51 isolados obtidos com
a utilizacdo dos meios semi-especificos LGI, INFB, NFB, LGI-P e JMV representam nove
géneros e 13 espécies distintas. Os principais géneros identificados pela técnica do perfil de
ésteres metilicos de dacidos graxos (FAME-MIDI) foram Ralstonia, Bacillus,
Stenotrophomonas,  Paenebacillus,  Staphylococcus, Virgibacillus, = Burkholderia,
Pseudomonas, Xanthomonas. (Tabela 2). Os géneros Bacillus, Stenotrophomonas,
Paenebacillus, Burkholderia e Pseudomonas foram também isolados por Islam et al. (2012)
em solo rizosférico de arroz utilizando meios semi-especificos de isolamento de bactérias
diazotroficas. Observou-se que 68,4% dos isolados obtidos eram gram-negativos e 31,4%,

gram-positivos. Esses dados corroboram estudos anteriores que indicam a predominancia de
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bactérias diazotréficas gram-negativas na rizosfera. Gaviria-Giraldo et al. (2018), isolando
bactérias diazotroficas nos meios NFB, JNFB e LGI- P, obteve 32 isolados de bactérias
diazotroficas, dos quais 18,75% eram gram-positivos e 81,25%, gram-negativos.

Do total de 51 isolados bacterianos diazotroficos obtidos, 78% apresentaram halo de
solubilizacdo de fosfato no agar NBRIP contendo fosfato de calcio e fosfato de aluminio (Figura
1; Tabela 3), confirmando a presenca deste mecanismo de promogdo de crescimento vegetal
em grande parte das culturas (Tabela 3). Nos achados de Lima et al. (2018), foi constatado,
também, que a presenca do mecanismo de solubilizacdo de P estava presente em 66% dos
isolados bacterianos cultivados em meios contendo glicose como fonte de carbono. Oliveira et
al. (2018) estudando isolamento de bactérias diazotrdficas, constataram que 70% das estirpes
de bactérias possuiam capacidade de solubilizacdo inorganica de fosforo (P). Esses dados
confirmam a presen¢a de microrganismos que exercem papéis importantes na ciclagem do P no
solo rizosférico, solubilizando fosfatos inorganicos e dispobilizando o P para as plantas
(VERMA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2018). Bactérias solubilizadoras de fosfato sdo
eficientes na disponibilizacao de P no solo, aumentando efetivamente o crescimento da planta
e proporcionando melhor produtividade (Jayakumar et al. 2019).

Do total de isolados obtidos, 48 testaram positivo para a producdo de sideroforos,
apresentando halo amarelo ao redor das colonias no meio de teste. Dos isolados com resutado
positivo, 96 % foram considerados eficientes na expressdo desse mecanismo in vitro (Tabela
3). Os siderdforos sdo agentes quelantes de baixo peso molecular, capazes de complexar o ferro
férrico, formando complexo de hidroxido férrico. Microrganismos produtores de siderdforos
podem ser eficientes na promogao do crescimento de plantas e na atividade de biocontrole de
fitopatdgenos do solo (Kumar et al., 2017). A produgdo de sider6foros ¢ induzida quando ha
baixas concentracdes de ferro no solo. Quando a disponibilidade do elemento ¢ satisfatoria, o
ferro pode ser absorvido por outras vias, independentes da a¢do de sider6foros (Sandy e Butler,
2010; Schalk e Braud, 2011; Sinha e Parli, 2020). Kumar et al. (2017), estudando bactérias
isoladas de solo rizosférico, também observou espécies com a capacidade de producdo de
sider6foros. No entanto, as percentagens de microrganismos que apresentam tal mecanismo de
promocdo do crescimento vegetal podem variar. No trabalho de Sinha e Parli (2020) foram
obtidos isolados produtores de sideroforos em proporgdes que variaram de 45 a 53%, sugerindo
que o tipo de solo, nivel de fertilidade, a espécie vegetal, dentre outras caracteristicas,
influenciam as densidades populacionais desses microganismos. Os resultados deste trabalho

foram superiores aos citados.
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4.2. Solubilizacao de fosfato de calcio [Ca3(POa4)2] por bactérias fixadoras de nitrogénio
em meio NBRIP

Trinta e nove isolados mostraram-se capazes de solubilizar fosfatos in vitro (Tabelas 3,
4 e 5). Quando testados em meio NBRIP liquido suplementado com Ca3(POs), foram
observadas diferencas significativas entre os isolados para as médias de P soluvel, % de P
solubilizado, acidez titulavel e pH (Tabela 4 e¢ 5). O isolado bacteriano mais eficiente em
solubilizar fosfatos foi o Stenotrophomonas maltophilia LEM 36, com 178,48 de P soluvel. A
eficiéncia na solubilizagdo de fosfatos esté relacionada com a quantidade e qualidade dos acidos
organicos produzidos pelos microrganismos (Mendes etal, 2014; Ghosh e Mandal, 2020;
Mendes et al., 2020). Os valores de P soluvel obtidos em nosso trabalho sdo superiores aos
obtidos por Emami et al. (2020) em experimentos de solubilizacdo de fosfato tricalcio, com
valores de somente 3,61 a 6,44 mg L', Son et al. (2006) obtiveram valores de P soltvel
variaveis com a utilizacdo de diferentes fontes de carbono, sendo a glicose a mais favoravel,
resultando em valores de 136 mg L. Ajustes na temperatura de incubagdo de 20 a 35°C
aumentaram o P soltivel de 201 a 215 mg L (Son et al., 2006). Aumento de temperatura
elevada parece favorecer o processo de solubilizagdo fosfato atingindo valores de P soluvel de
261,3 mg L' (Mundra et al., 2011). Assim, esse conjunto de dados, associado a diversidade de
isolados obtidos neste trabalho, permite inferir a possibilidade de otimizagdo das condi¢des de
cultivo e incubagdo no sentido de se melhorar a eficiéncia de solubilizagdao de fosfatos dos

isolados bacterianos obtidos.

Os valores de pH, medidos no sobrenadante do meio de cultura, variaram entre os grupos
de isolados testados. Foram observadas correlacdes negativas entre o pH do meio e a
solubilizagdo de P, indicando que a acidificagdo do meio constitui um dos principais mecanismo
de solubilizacao de fosfato de célcio, além da quelatacdo de cations por acidos organicos
(Collavino et al., 2010). Os nossos valores de pH foram semelhantes aos encontrados por
Collavino et al. (2010) e Spagnoletti et al. (2017), ambos estudando isolados bacterianos

solubilizadores de fosfato de calcio.

Os isolados bacterianos avaliados apresentaram médias de acidez titualve diferentes
entre si. O valor mais alto de acidez tituldvel obtido foi de 17,08 mmol L! (Tabela 4). O pH do
meio depende da concentragdo de ions de hidrogénio livre, enquanto a acidez titulavel indica a
quantidade total de protons disponiveis no meio de cultura e se relaciona com a quantidade de
acidos organicos secretados pelo microrganismo (Panda et al., 2016). Em geral, os valores de

P solavel sdo diretamente proporcionais a acidez titulavel. Bactérias tendem a ser menos
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eficientes do que fungos na producdo de acidos organicos (Panda et al., 2016; Mendes et al.,
2014; Mendes et al., 2020). No entanto, os valores de acidez titulavel encontrados neste trabalho
sdo semelhantes a faixa de 11,6 a 26,9 mmol L' encontrada por Mendes et al. (2014) em

trabalhos com fungos filamentosos.

4.3. Solubilizacao de fosfato de aluminio [Al(PO4)] por bactérias fixadoras de
nitrogénio em meio NBRIP

Os isolados bacterianos testados apresentaram diferengas significativas na capacidade
de solubiliza¢ao de Al(PO.), com grupos distintos definidos pelo teste Skott-Knott a 5 % para
as varidveis P soluvel, % de P solubilizado, pH e acidez titulavel (Tabela 5). O valor mais alto
de P soluvel obtido correspondeu a 29,68 mgL™! (Tabela 5), sendo inferiores aos valores de P
soluvel obtidos em meio com fosfato tricalcico. O processo de solubilizacdo de fosfatos esta
relacionado com a capacidade do microrganismo de produzir acidos organicos que diminuem
o pH do meio e quelatam os cations acompanhantes do fosfato com a concomitante liberagao
de ortofosfato no meio (Kalayu, 2019). Diferentemente dos resultados encontrados por
Acevedo et al. (2014), fracao consideravel do conjunto de bactérias aqui obtidos foram capazes
de solubilizar Al(POs). Outros trabalhos (Panda et al., 2016) também confirmaram a capacidade
de isolados bacterianos em solubilizar Al(POs), com valores de P soltivel (36,8 a 62,3 mg L)
superiores aos aqui registrados. No trabalho de Hii et al (2020), observou-se que bactérias
isoladas de solos acidos também tinham a capacidade de solubilizar AI(PO4), com valores finais
de P soltivel na faixa de 27 e 40 mg L. Os valores de P solavel aqui registrados sdo superiores
aos encontrado por Collavino et al. (2010) de 20 pg ml™.

Os isolados bacterianos testados reduziram o pH do meio e aumentaram a acidez
titulavel durante o periodo de incubacdo. Em alguns casos, o pH incial do meio tem efeito
significativo na solubilizagcdo do fosfato e no crescimento microbiano (Mundra et al.; 2011),
sendo que os mais altos valores de P soluvel foram obtidos quando o pH incial do meio foi de
7,0. Segundo Hii et al. (2020) em seu estudo com diferentes isolados solubilizadores de fosfato,
houve redu¢do no pH do meio de cultura de 5,54 para 3,48 € 3,71. No presente trabalho, o valor
de pH mais baixo obtido ao final da incubacao foi de 4,266, correlacionando-se negativamente
com o P solavel. Observou-se correlagda positiva entre o P soluvel e a acidez tituldvel,
indicando que, para o Al(PO.), a acidificagdo do meio e producdo de acidos organicos sdao
também mecanismos importantes para a solubiliza¢do dessa fonte de P. Os valores de acidez
titulavel medidos encontram-se proximos aos registrados para fungos filamentodos por Mendes

etal. (2014).
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A edetec¢do de mecanismos de promocdo de crescimento in vitro € essencial para
entender as interagdes entre a planta hospedeira e microrganismos rizosféricos. No entanto, a
expressao de um ou mais mecanismos nessas condigdes nao € garantia que estes sejam
operacionais in planta. Assim, estudos adicionais deverao ser conduzidos para a confirmagao
da capacidade de promogao de crescimento dos isolados obtidos na presenga da planta
hospedeira.

No conjunto, as bactérias diazotroficas aqui isoladas constituem elementos importantes
para o entendimento das interagdes planta-microrganismo que operam em nivel de rizosfera,
podendo gerar produtos biotecnologicos que contribuam para o melhor aproveitamento dos

adubos aplicados ao solo e maior produtividade dos plantios de eucalipto.

4.4 Solubilizacao de FRs por Stenotrophomonas maltophilia LEM 10 e Ralstonia pickettiie
LEM 36

Os isolados ¢ os tipos de fosfatos que foram avaliados para a solubilizacdo os que
obtiveram resposta significava para a variavel P-soltivel, tento uma variacdo de 36,30 a
86,85mg L! e apresentado também um resultado de % de solubilizagdo de 10,99 a 35,84% e
uma acidez titulavel, sendo para ambos os isolados de 15,37 e 8,20 mmol L! respectivamente
e para os dados de pH foi observado uma queda em relagao ao controle que foi de 6,90 ¢ o
isolados bacterianos apresentaram uma variacdo de pH de 2,87 a 4,44 (Tabela 1). Estudos
relatam que os microrganismos solubilizadores de fosfatos aumentam a disponibilidade de P-
solivel, por produzir acidos organicos que diminuem o pH tendo um maior potencial de
solubilizacao fosfatos (Satyaprakash et al., 2017; Kalayu, 2019). Segundo achados de Xu et al.
(2019) utilizando meios para inocular com bactérias solubilizadora de fosfato de rocha, obteve
um aumento significativo na concentragio de P-soluvel de 99,57 mg L™ e 139,10 mg L!. Nos
achados de Jha ef al. (2018) em seus estudos com bactérias solubilizadora de fosfato de rocha,
obteve um resultado significativo para um dos seus isolados de rizobactérias que apresentou
uma alta atividade de solubilizacio de P de 386,25 ug ml!. Os nossos resultados foram
inferiores aos encontrados por estas pesquisas citadas acima. Esta variacdo de pH em relagao
ao controle e os isolados bacterianos ¢ uma resposta eficaz para a solubilizagdao de fosfato, ¢
normal em muitas das vezes apresentar uma reducdo em relacao ao controle, nessa condi¢ao de
pH 4cido que ¢ um dos principais mecanismo de solubilizagdo de fosfato, devido a produgao
microbiana de acidos organicos ou pela liberacao de protons (Selvi et al., 2017; Kalayu, 2019).
Os resultados encontrados por Xu et al. (2019) estudando isolados bacterianos solubilizadores

de fosfato de rocha, observando em dois isolados uma queda significativa no pH, apresentando
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os seguintes achados de 2,61 e 2,51. Os resultados encontrados nesta pesquisa sdo inferiores
aos encontros neste estudo. Nos achados de Mendes et al. (2014b) estudando a solubilizagao de
diferentes fosfatos por microrganismo, obteve uma resposta significativa para os fosfatos de
rocha Araxa e Cataldo que apresentaram uma queda no pH de 2,7 a 3.4 ¢ 2,4 a 3,0,
respectivamente. Corroborando com os nossos achados que também foi observado uma queda
nos resultados de pH. A acidez titulavel indica a quantidade total de prétons disponiveis no
meio de cultura devido a secrecao de acido organico pelas bactérias (Panda er al., 2016).
Segundo Wei et al. (2018), os aumentos notaveis da acidez estao relacionados ao fato de ocorrer
intensa atividade produtora de acido organicos microbiano através do processo de solubilizagao
que pode acelerar a solubilizacdo de P-insolivel. Nos achados de Zeng er al. (2016),
trabalhando com identificacao e caracteriza¢ao de bactérias solubilizadora de fosfato isolados
da rizosfera, obteve um aumento da acidez titulavel maxima de 41,03 mmol L'!. Neste estudo
obtivemos resultados inferiores aos encontrado por este citado. Nos achados de Wei et al.
(2018), em seu estudo de processo de compostagem utilizando bactérias solubilizadoras de
fosfato observou em seus valores de acidez uma variacdo de 1,2 mmol L™ a 6,9 mmol L. Os
nossos resultados apresentaram também uma variagao, sendo superiores aos encontrados por

este estudo.

5. CONCLUSAO

O solo rizosférico da cultura do eucalipto contém bactérias diazotroficas cultivaveis.
Além de possuirem a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, expressam in vitro
mecanismos de producdo de siderofo e de solubilizagcdo de fosfato. Os isolados bacterianos
obtidos sdo diversos e compreendem 9 géneros e 13 espécies distintas, sendo na maioria
bactérias gram-negativas. Alguns isolados tém a capacidade de solublizar tanto o Ca3(POs)2 e
quanto AIPOs. Os isolados LEM 10 e LEM 36, de Ralstonia pickettii e Stenotrophomonas
maltophilia apresentam capacidades distintas de solubilizar os FR de Patos, Cataldao, Araxa,
Itafos Abaeté, Gafsa e Aipe a Crandalita. Os isolados obtidos tem o potencial de promover o
crescimento do eucalipto pela expressdo dos mecanismos de promocdo de crescimento
avaliados in planta. Estudo adicionais deverdo ser realizados para avaliar a capacidade de

promocao do crescimento vegetal dos isolados obtidos em casa de vegetacao.
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TABELAS

Tabela 1. Anélise fisico-quimica do solo de areas plantadas com Eucalyptus grandis

. 2+ 2+ 3+ B & 3 2
ARIAS pH (H20) P K Ca Mg Al H+ Al SB CTC@¢t) CTC(T) V M.O N P-rem Argila Silte Areia

mg dm? cmolc dm™ % dagkg! mgL’! Kg /kg
Euc P 4.62 2.7 20 0.28 0.08 0.95 11.7 0.41 1,36 12,11 34 69.9 0.183 12.0 0.581 0.147 0.272
Euc G 4.38 33 22 0.26 0.10 1.23 12.0 0,42 1.65 12.42 34 74.5 0.176 12.1 0.628 0.102 0.270
Euc Sil 4.10 2.3 22 0.19 0.11 1.80 8.70 0.36 2.16 9.06 4.0 83.3 0.131 21.5 0.421 0.056 0.523

EUC P = Distrito de Santo Antdnio do Rio Preto, Mirai, MG, com rebrota de um ano (S 21° 01 638’; W 042° 34 156°); EUC G = Distrito de Santo Anténio do
Rio Preto, Mirai, MG, com arvores de oito anos de idade (S 21° 01 698"; W 042° 33 842"); Euc Sil = Setor de Silvicultura da UFV, com plantas com oito anos de
idade (S 21°01 741°; W 042° 34 258"). pH em H20 - relagdo 1: 2,5; Extrator P, K - Mehlich-1; Extrator de Ca?"Mg?"e Al**- KCI (Imol/L); Al**¢é chamado
de acidez trocavel e é quantificado por titulagdo; H + Al ¢é a acidez potencial extraida por uma solugio de acetato de célcio (0,5 mol /L) a pH 7; SB - Soma das
bases trocaveis; CTC (t) = capacidade de troca catidnica no pH real do solo; CTC (T) = capacidade de troca cationica a pH 7,0; V = Indice de Saturagdo de
Bases; m = Indice de Saturagdo de Aluminio; M.O - Matéria Organica — C.org* 1.724 — Walkley-Black; P-rem = Fésforo restante;N - N total - Digestdo sulfarica
— Destilagdo Kjeldhal.



Tabela 2. Gram, meio de isolamento e espécie de isolados de bactérias diazotroficas obtidos da

rizosfera de Eucalyptus grandis

Isolados Gram Meio de cultura Espécie

LEM 01 - LGI Ralstonia pickettii (Burkholderia, Pseudomonas pickettii)
LEM 02 - LGI Ralstonia pickettii (Burkholderia, Pseudomonas pickettii)
LEM 03 - JNFB Bacillus alcalophilus

LEM 04%* - LGI Ndo correspondido

LEM 05%* - JNFB Nao correspondido

LEM 06 - LGI Ralstonia pickettii (Burkholderia, Pseudomonas pickettii)
LEM 07%* - JNFB Nao correspondido

LEM 08 LGI Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 09 - LGI Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 10 - LGI Ralstonia pickettii (Burkholderia, Pseudomonaspickettii)
LEM 11 + LGI Paenibacillus validus (Bacillusgordonae)

LEM 12 - JNFB Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 13 + LGI Staphylococcus kloosii

LEM 14 - LGI Ralstonia pickettii (Burkholderia, Pseudomonaspickettii)
LEM 15 + LGI Virgibacillus pantothenticus (Bacillus)

LEM 16* - LGI Ndo correspondido

LEM 17 - JNFB Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 18 - JNFB Ralstonia pickettii (Burkholderia, Pseudomonaspickettii)
LEM 19 + JNFB Virgibacillus pantothenticus (Bacillus)

LEM 20 + IMV Virgibacillus pantothenticus (Bacillus)

LEM 21 + IMV Virgibacillus pantothenticus (Bacillus)

LEM 22 + JNFB Bacillus cereus GCsubgroupB

LEM 23 + IMV Bacillus cereus GesubgroupA

LEM 24 IMV Burkholderia-cenocepacia/ambifaria/anthina/stabilis
LEM 25 - IMV Ralstonia-pickettii (Burkholderia, Pseudomonaspickettii)
LEM 26 - LGIP Burkholderia cenocepacia GCsubgroupB

LEM 27 + JNFB Bacillus cereus GCsubgroupB

LEM 28 + JNFB Virgibacillus pantothenticus (Bacillus)

LEM 29 + JNFB Bacillus cereus GCsubgroupB

LEM 30%* - IMV Nao correspondido

LEM 31 - NFB Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 32 + NFB Staphylococcus cohnii cohnii

LEM 33%* - IMV Nao correspondido

LEM 34 - LGIP Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 35 - NFB Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 36 - JNFB Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 37 - IMV Burkholderia gladioli GCsubgroupB (Pseudomonas gladioli)
LEM 38 + LGIP Bacillus cereus GCsubgroupB

LEM 39 - IMV Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 40 - IMV Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 41 - NFB Burkholderia cenocepacia/ambifaria/anthina/stabili
LEM 42 - NFB Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 43 + NFB Virgibacillus pantothenticus (Bacillus)

LEM 44 - NFB Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 45 - IMV Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 46 - IMV Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
LEM 47 + IMV Bacillus cereus GCsubgroupB

LEM 48%* LGIP Ndo correspondido

LEM 49 + IMV Virgibacillus pantothenticus (Bacillus)

LEM 50 - LGI Ralstonia pickettii (Burkholderia, Pseudomonaspickettii)

*Isolados ndo identificados pelo sistema FAME que podem representar espécies novas.
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Tabela 3. Capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfato
tricalcico (Caz(PO,), e fosfato de aluminio [Al(PO4)] e producao de siderodforos
por isolados bacterianos obtidos da rizosfera de Eucalyptus grandis.

Testes qualitativos dos mecanismos de promocio de crescimento

Isolados
FBN Solubilizacio de Caz(PO,), Solubilizacio de AI(PO,) Sideréforos

LEM1 + + + +
LEM 2 + + + +
LEM 3 + + + +
LEM 4 + + + +
LEM 5 + - - +
LEM 6 + + + +
LEM 7 + + + +
LEM 8 + + + +
LEM 9 + + + +
LEM 10 + + + +
LEM 11 + + + +
LEM 12 + + + +
LEM 13 + + + +
LEM 14 + + + +
LEM 15 + + + +
LEM 16 + + + +
LEM 17 + + + +
LEM 18 + + + +
LEM 19 + - - +
LEM 20 + + + +
LEM 21 + + + +
LEM 22 + + + +
LEM 23 + + + +
LEM 24 + + + +
LEM 25 + + + +
LEM 26 + + + +
LEM 27 + - - +
LEM 28 + + + +
LEM 29 + + + +
LEM 30 + + + +
LEM 31 + + + +
LEM 32 + + + +
LEM 33 + + + +
LEM 34 + + + +
LEM 35 + - - +
LEM 36 + + + +
LEM 37 + + + +
LEM 38 + + + +
LEM 39 + + + -
LEM 40 + + + +
LEM 41 + + + +
LEM 42 + - - -
LEM 43 + - - +
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Tabela 3. Continuacao.
Testes qualitativos dos mecanismos de promocio de crescimento

Isolados
FBN Solubilizacdo deCaz(PQ,), Solubilizacdo deAl(PO,) Siderdéforos

LEM 44 + - _ T
LEM 45 + - - +
LEM 46 + + + +
LEM 47 + + + +
LEM 48 + - ; 4
LEM 49 + - - +
LEM 50 + + + +

Tabela 4. P soluvel, porcentagem de solubilizacdo (P%), pH e acidez titulavel em meio NBRIP
contendo fosfato tricalcio e inoculado com isolados de bactérias diazotroficas obtidas
da rizosfera de Eucalyptus grandis, apds 5 dias de cultivo a 28 °C e 150 rpm

Solubilizacdo de Cas(POa)2

Isolados P solavel Acidez titulavel
P% pH
(mg L) (mmol H * L 1)
LEM36 178.48a 17.86 a 4.466 ¢ 17.08 a
LEM 41 127.95b 12.81b 4.366 ¢ 10.25b
LEM 16 87.187¢ 8.725¢ 4.766 ¢ 10.25b
LEM 38 86.641c¢ 8.671¢ 4533 ¢ 10.25b
LEM 22 77.112¢ 7.717 ¢ 5.300b 8.538b
LEM 33 72.511c¢ 7.256 ¢ 4833 ¢ 6.830 ¢
LEM 14 71.564c¢ 7.162 ¢ 5.233b 5.123 ¢
LEM 26 68.824c¢ 6.887 ¢ 5.133b 10.25b
LEM 1 66.308¢ 6.636 ¢ 4.266 ¢ 10.25b
LEM 25 63.225¢ 6.327 ¢ 5.033b 8.538b
LEM 2 61.928¢ 6.197 ¢ 4433 ¢ 10.25b
LEM 15 60.467¢ 6.051 ¢ 5.166 b 6.830 ¢
LEM 10 59.883¢ 5.993 ¢ 5.166 b 10.25b
LEM 11 59.299¢ 5.934 ¢ 5.100b 10.25b
LEM 24 58.719d 5.876 ¢ 5.233b 10.25b
LEM 9 57.401d 5.745 ¢ 5.200b 10.25b
LEM 46 56.261d 5.630¢ 5.433b 5.123 ¢
LEM 6 55.065d 5.511¢ 4933 ¢ 10.25b
LEM 4 53.897d 5.39%4 ¢ 4.866 ¢ 10.25b
LEM 8 49.517d 4955d 5.066 b 10.25b
LEM 12 47911d 4.794 d 5.366 b 5.123 ¢
LEM 23 47.385d 4742 d 5.033b 5.123 ¢
LEM 30 46.975d 4.701d 5.333b 5.123 ¢
LEM 13 46.889d 4.692d 5.400b 5.123 ¢
LEM 31 46.292d 4.632d 5.100b 5.123 ¢
LEM 34 45.609d 4.564d 5.366 b 5.123 ¢
LEM 37 44.927d 4.496d 5.266 b 5.123 ¢
LEM 28 43.288d 4332d 5.566 a 10.25b
LEM 40 42.742d 4277d 4933 ¢ 5.123 ¢
LEM 39 41.513d 4.154d 5.133b 5.123 ¢
LEM 47 41.103d 4.496 d 5.800 a 5.123 ¢
LEM 32 40.284d 4.031d 5.300b 5.123 ¢
LEM 3 39.005d 3.903d 5.300b 5.125¢
LEM 29 37.143d 3.717d 5.766 a 5.123 ¢
LEM 20 33.164d 3.319d 5.333b 5.123 ¢
LEM 17 29.222d 2.924d 5.833a 5.123 ¢
LEM18 28.346d 2.837d 5.500 a 5.123 ¢
LEM21 27.178d 2.720d 5.066 b 5.123 ¢
LEM7 24.842d 2.486d 5.666 a 5.123 ¢

Para cada coluna, médias seguinda da mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)
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Tabela 5. P soluvel, porcentagem de solubilizacao (P%), pH e acidez titulavel em meio NBRIP
contendo fosfato aluminio e inonculado com isolados de bactérias diazotroficas obtidas da
rizosfera de Eucalyptus grandis, apos 5 dias de cultivo a 28 °C e 150 rpm

Solubilizacdo de AI(PO4)

Isolados P solivel Acidez titulavel
P% pH
(mg L) (mmol H+ L ™)
LEM 10 29.680 a 2.379a 5.566a 15369 a
LEM 11 29.579 a 2.369a 5.400a 15369 a
LEM 1 27.548 a 2.166a 4.166c¢ 10.246 ¢
LEM 13 26.828 a 2.094a 2.800f 13.661 b
LEM 12 24984 b 1.910b 2.933f 15.369 a
LEM 14 24.076 b 1.819b 2.833f 13.661 b
LEM 17 21.815¢ 1.593¢ 3.033f 13.661 b
LEM 4 20.158 ¢ 1.427¢ 5.366a 10.246 ¢
LEM 16 20.144c¢ 1.426¢ 2.800f 15.369 a
LEM 9 19.654c¢ 1.377¢ 5433 a 10.246 ¢
LEM 8 19.654¢ 1.377¢ 5.433a 10.246 ¢
LEM 15 19.409 ¢ 1.352¢ 3.133f 10.246 ¢
LEM 6 19.164 ¢ 1.328¢c 5.500a 10.246 ¢
LEM 2 18.357¢ 1.247¢ 4.333¢ 10.246 ¢
LEM 7 17.320c¢ 1.144¢ 5.500a 10.246 ¢
LEM 41 15.217d 0.933d 3.466¢ 5.123d
LEM 3 14.223d 0.834d 4.800b 10.246 ¢
LEM 18 13.373d 0.749d 3.333e 10.246 ¢
LEM 47 13.028 d 0.714d 3.000 f 10.246 ¢
LEM 39 12.783 d 0.690d 3.566¢ 10.246 ¢
LEM 29 12.509 d 0.662d 3.666d 10.246 ¢
LEM 37 12.207 d 0.632d 3.533e 10.246 ¢
LEM 34 12.120d 0.623d 3.000f 10.246 ¢
LEM 32 12.005 d 0.612d 3.400e 10.246 ¢
LEM 24 11.313d 0.543d 3.466¢ 10.246 ¢
LEM 31 10.233 ¢ 0.435e 3.666d 10.246 ¢
LEM 30 10.147 ¢ 0.426¢ 4.600b 10.246 ¢
LEM 23 9.959 ¢ 0.407e 3.533¢ 10.246 ¢
LEM 40 9.930 e 0.405¢ 3.833d 10.246 ¢
LEM 25 9.758 ¢ 0.387e¢ 4.133¢ 10.246 ¢
LEM 21 9.556 ¢ 0.367¢ 3.500¢ 10.246 ¢
LEM 46 9.527 ¢ 0.364e¢ 3433e¢ 10.246 ¢
LEM 26 9470 e 0.358 ¢ 4.000c 10.246 ¢
LEM 22 9.124 ¢ 0.324e¢ 3.466¢ 10.246 ¢
LEM 20 8.850 ¢ 0.297¢ 3.866d 10.246 ¢
LEM 36 8.130 ¢ 0.224e 3.100f 10.246 ¢
LEM 38 8.101 e 0.221e 3.666d 10.246 ¢
LEM 33 7972 e 0.209¢ 3.400¢ 5.123d
LEM 28 7.683 ¢ 0.180e 4.300c¢ 10.246 ¢

Para cada coluna, médias seguinda da mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p=<0,05)
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Tabela 6: P soluvel, % de P solubilizado, acidez titulavel mediso no sobrenadante de culturas de
Stenotrophomonas maltophilia LEM 10 ¢ Ralstonia pickettiic LEM 36 em meio NBRIP
suplementado com diferentes fontes de fosforo, apos 5 dias de cultivo a 28 °C e 150 rpm.

FRPM FRCAT FRARA FRCR FRIT FRAB FRGA FRAIP MEDIA

P (mg L'l)
LEM 10 36.30cA 53.41bA  64.56abA 0.31dA  15.10dB 75.24aA  79.46aA 7.78dB  41.52
LEM 36 34.50dB 29.41dB 58.10bcA  0.28eA  42.23cdA  36.87dB  86.85aA 68.56bA  44.60
MEDIA  35.40 41.41 61.33 0.295 27.165 56.055 83.155 38.17

(O\Y 14.9%

% de solubilizagao
LEM 10 8.40dA 10.99cdA 15.48abcA 0.27¢A  12.80cdB  18.04abA 19.62aA 2.28eB  10.985
LEM 36 7.99cdA 6.05deB 13.93cA  0.24eA  35.82aA 8.84cdB  21.44bA 20.13bA 14.305
MEDIA  8.195 8.52 14.705 0.255 24.31 13.44 20.53 11.205

Ccv 17.92%
Acidez titulavel
LEM 10 12.30cA  9.22eA 5.12fA 3.07gA 15.37aA 9.22eA  14.34bA 11.27dA  9.98

LEM 36 5.12bB 2.05dB 1.02¢B 1.02¢B 4.09¢B 4.09cB 5.12bB  8.20aB 3.84
MEDIA 8.71 5.63 3.07 2.04 9.73 6.65 9.73 9.73
(6\Y 0%
pH

CONT  6.13bA  6.60abA 6.13bA 4.63cA  6.66abA 6.70abA  6.37abA  6.90aA 6.26
LEM 10 3.33aB 3.23aB 3.13aB 3.16aB 4.44aB 3.33aB 3.77aB  3.33aB 3.46
LEM 36 2.90bB 3.23bB 2.90bB 2.87bB 3.27aC 3.17oB  3.40abB  3.30bB 3.13
MEDIA 4.12 4.35 4,05 3,65 4.79 4.40 4.51 4.51

CcvV 5.8%

Fosfatos de Rocha Naturais FRPM (Patos de minas), FRCAT (Catalao), FRARA (Araxa), FRCR (Crandalita), FRIT
(Itafés), FRAB (Abaeté), FRGA (Gafsa) e FRAIP (Aipe). Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas
nas linhas e maitsculas nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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CAPITULO 3

PROMOCAO DO CRESCIMENTO DE Eucalyptus grandis POR BACTERIAS
DIAZOTROFICAS RIZOSFERICAS
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PROMOCAO DO CRESCIMENTO DE Eucalyptus grandis POR BACTERIAS
RIZOSFERICAS

RESUMO

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) sdo definidas como
aquelas que se encontram em interacao com plantas no ambiente rizosférico promovendo o
desenvolvimento e a produgao de biomassa vegetal. As RPCP apresentam potencial de uso em
sistemas agricolas e florestais, reduzindo os custos com fertilizantes e permitindo a manutencao
da produtividade em face de estresses bidticos e abidticos. O objetivo deste trabalho foi o de
selecionar bactérias rizosféricas promotoras do crescimento de Eucalyptus grandis em
condi¢cdes de casa de vegetagdo. Plantulas de E. grandis, obtidas por meio da germinacao de
sementes, foram inoculados com 51 isolados bacterianos rizosféricos isolados previamente
conforme descrito no capitulo 2. Um controle sem inoculagdo foi também incluido. As plantas
foram cultivadas em Latossolo Vermelho-Amarelo, em casa-vegetacao por 120 dias. Ao final
do cultivo, foram avaliadas as seguintes variaveis: altura, nimero de folhas, matéria seca das
raizes (MSR), matéria seca foliar (MSF), matéria seca do caule (MSC), matéria seca total
(MST), bem com o conteudo de N, P, K, Ca e Mg ¢ a eficiéncia de uso de nutrientes (EUN). O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. A
inoculacdo com alguns isolados bacterianos promoveram ganhos maximos de MSR ¢ MST de
1.137 e 695%, respectivamente, em relagdo ao tratamento controle. A inoculagdo com os
isolados de RPCP aumentou o contetido e a EUN de todos os macronutrientes avaliados. No
caso do P e do N, na MST, os conteudos desses nutrientes apresentaram aumentos maximos
decorrentes da inoculagdo bacteriana de 644 e 505 %, respectivamente. J& para o célcio, os
ganhos méaximos no contetdo desse nutriente correspoderam a 572,8% na MST. As analises
de agrupamento e de componentes principais revelaram trés grupos de RPCP, sendo que o
isolado de melhor desempenho foi o Bacillus cereus GC subgroup B LEM 29. A inoculagdo
com as RPCP aumentou a EUN, indicando o potencial de utilizacdo desses isolados em solos
de baixa fertilidade ou em situacdes de limitacdo no uso de fertilizantes. O conjunto de RPCP
selecionadas neste experimento representam alternativa biotecnologica importante para a
manutencdo ou obtencdo de ganhos de produtividade com economia de insumos nos sitemas de
producdo de mudas de eucalipto em viveiro € no campo.

Palavras-chave: Macronutrientes, rizosfera, nutri¢ao vegetal, bactérias diazotréficas
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GROWTH PROMOTION OF Eucalyptus grandis BY RHYPHOSPHERE BACTERIA

ABSTRACT

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are defined as those bacteria that interact
with plants in the rhizosphere environment, promoting the development and production of plant
biomass. PGPR have a potential for use in agricultural and forestry systems, reducing fertilizer
costs and allowing the maintenance of productivity in the face of biotic and abiotic stresses.
The objective of this work was to select rhizospheric bacteria that promote the growth of
Eucalyptus grandis under greenhouse conditions. Seedlings of E. grandis, obtained by seed
germination, were inoculated with 51 rhizospheric bacterial isolates previously isolated as
described in chapter 2. A control without inoculation was also included. The plants were
cultivated in a Red-Yellow Latosol, in a greenhouse for 120 days. At the end of cultivation, the
following variables were evaluated: plant height, number of leaves, root dry matter (RDM), leaf
dry matter (LDM), stem dry matter (SDM), total dry matter (TDM), as well as the N, P, K, Ca
and Mg contents and nutrient use efficiencies (EUN). The experiment was carried out in a
completely randomized design with four replications. The isolates identified as PGPR in this
experiment promoted increases in one or more of the evaluated variables. Inoculation with some
bacterial isolates promoted maximum gains in RDM and TDM of 1,137 and 695%, respectively,
when compared to the uninoculated control treatment. Inoculation with PGPR isolates
increased the content and EUN of all macronutrients evaluated. In the case of P and N in TDM,
the contents of these nutrients showed maximum increases due to bacterial inoculation of 644
and 505%, respectively. As for calcium, the maximum gains corresponded to a 572.8% increase
in its content in TDM. Clustering and principal component analyses revealed three groups of
PGPR, with the isolate with the best performance being Bacillus cereus GC subgroup B LEM
29. Inoculation with the selected PGPR led to increases in EUN, indicating the potential use of
these isolates in soils of low fertility or in situations of limited use of fertilizers. The set of
PGPR selected in this experiment represent a potentially important biotechnological alternative
for maintaining or obtaining productivity gains with reduced costs in eucalyptus production
systems, Beither in nurseries or in the field.

Key words: Macronutrients, rhizosphere, plant nutrition, diazotrophic bacteria
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o eucalipto ¢ comumente plantado em regides que apresentam algum tipo de
limitagdo, a exemplo do estresse hidrico e da baixa fertilidade do solo, prejudicando o
desenvolvimento e a produtividade dos plantios (MORAES GONCALVES et al., 2013; ASSIS
et al., 2015). Do ponto de vista nutricional, a fertilizacdo da cultura envolve a aplicagao de
nitrogénio e o fosforo para o adequado desenvolvimento das arvores especiamente em
condi¢cdes de baixa fertilidade natural dos solos (MELO et al., 2016). No entanto, as operagdes
de fertilizagdo com adubos quimicos implicam em elevacdo dos custos de producdo. Nesse
cenario, o uso de microrganismos promotores do crescimento de plantas vem emergindo como
biotecnologia alternativa para a sustentabilidade dos sistemas agricolas e florestais (YANG et
al., 2016; KUMAR et al., 2020; XIA et al., 2020).

Dentre os microrganismos promotores do crescimento vegetal, encontram-se as
rizobactéria promotoras do crescimento de plantas, conhecidas pela sigla RPCP. As RPCP tém
sido muito estudadas nas ultimas décadas, mas ainda ha pouco conhecimento sobre os
mecanismos de promog¢ao de crescimento que operam in planta (MARASCO et al., 2012;
RASHID et al., 2012). A despeito disso, esse grupo de microrganismo constitui importante
recuros genético para uso na agricultura e no setor florestal, com vistas a promover o
crescimento das espécies cultivadas com o minimo de gastos e disturbios ambientais
(MARASCO et al., 2012; RASHID et al., 2012). A produgdo de fitormdnios, a solubilizagao
de fosfato inorganico, a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a producdo de sideroforos, o
antagonismo a patdgenos e pragas e a prote¢ao da planta em face de estresse ambientais bidticos
e abioticos sdo alguns dos mecanismos potencialmente desempenhados pelos microrganismos
promotores do crescimento em geral, e pelas RPCP, em particular (JI et al., 2013; RASHID et
al.,2012; NARULA et al., 2013; ABBAMONDI et al., 2016; KHAN et al., 2016).

A rizosfera ¢ entendida como o volume do solo que ¢ influenciado pela atividade das
raizes de plantas em suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (DESSAUX et al., 2016).
Os microrganismos associados a rizosfera podem promover o crescimento do hospedeiro por
meio de mecanismos especificos, a exemplo da fixacdo bioldgica de nitrogénio, da
solubilizacao de fosfato, producdo de sideroforos, antogonismo a patdogenos, dentre outros
(GOPALAKRISHNAN et al., 2018; NUMAN et al., 2018). Os microrganismos promotores de
crescimento de plantas sdo definidos como aqueles microrganismos que se encontram em

interagdo com plantas em suas diversas estruturas e, como resultado desta interacdo
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bidirecional, promovem ganhos no desenvolvimento e na producdo de biomassa vegetal
(GLICK, 2012; OROZCO-MOSQUEDA et al., 2018).

A rizosfera constitui reservatorio importante de microrganismos com potencial de
promoc¢ao de crescimento vegetal. Recentemente, foram obtidos um conjunto de isolados
bacterianos da rizosfera de eucalipto, representado consideravel diversidade de géneros e
espécies. O isolamento foi conduzido no sentido de se obter isolados que expressassem um ou
mais de um mecansimo de promocao de crescimento in vitro, a exemplo da capacidade de
fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato e a producdo de sideroforos (Mais detalhes em
Capitulo 2). Assim, o objetivo do presente trabalho foi o de selecionar, dentre o conjunto de
isolados bacterianos previamente obtidos da rizosfera de eucalipto, aqueles com a acapacidade

de promover o crescimento de plantulas de E. grandis em condi¢des de casa de vegetagao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Localizacao do experimento, solo, material vegetal e isolados bacterianos

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo do Departamento de Microbiologia,
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Municipio de Vigosa, Minas Gerais (20° 45’ 14” S; 42°
52’ 55” W; altitude de 648 m). O solo utilizado correspondeu ao horizonte B de um Latossolo
Vermelho-Amarelo coletado em area pertencente a UFV (20° 46° 00.9” S; 42° 52° 43.4” W).
Subamostras do solo coletado foram encaminhadas para a determinagdo das caracteristicas
fisico-quimicas conforme Embrapa (2009) [Tabela 1].

As plantas de E. grandis foram obtidas pela germinagdo de sementes diretamente no
solo. Antes do semeio, o solo foi previamente fertilizado seguindo as recomendacgdes de
adubacgdo para eucalipto em ensaios com vasos de NOVAIS et al. (1991).

Os isolados bacterianos utilizados foram obtidos da rizosfera de eucalipto (vide capitulo
2) e incorporados a colegdo de bactérias fixadoras de nitrogénio do Laboratorio de Ecologia
Microbiana, Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agricultura (BIOAGRO), UFV.

O experimento foi conduzido em vasos plésticos com capacidade de 3,5 L contendo 3

dm? de solo.

2.2. Instalacao e conducao do experimento

Sementes de E. grandis foram superficialmente desinfestadas por meio da submersao
sequencial em etanol a 70 % e HoO> a 20 % por 1 e 7 minutos, respectivamente, seguida por 5

lavagens com H>O destilada e autoclavada (Machado Junior e Fernandes, 2018). Apods o
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processo de desinfestacdo, as sementes foram transferidas para placas de Petri esterilizadas e
separadas de 10 em 10 em microtubos de 2 ml. A cada microtubo foram acrescidos 200 pL das
culturas dos isolados bacterianos com D.O ajustada para 0.6 e incubados a temperatura
ambiente por 1 h. Para a ativagdo e preparo do incoculo, 100 uL do estoque de cada cultura
bacteriana, mantido em glicerol a 15%, em ultrafreezer a -80 °C, foram inoculados em 30 mL
de caldo batata-dextrose e incubados por 24 h a 28 °C e 150 rpm. Apds a reativagao, a DO do
meio de cultura foi padronizada para 0,6 e e a cultura utilizada para a inocula¢ao das sementes.
O tratamento controle, sem inoculag@o, consistiu na incubagao das sementes desinfestadas com
meio fresco esterilizado pelo mesmo tempo de 1h.

Cada vaso recebeu o total de 10 sementes inoculadas, semeadas a 0,5 cm de
profundidade. Apos emergéncia das plantulas, realizou-se o desbaste, permanecendo uma
planta por vaso. Imediatamente apds esta operacdo, uma nova inocula¢do de reforco foi
realizada, aplicando-se 200 pL da cultura padronizada na interface do coleto de cada plantula
com o solo. Nas plantas do tratamento controle, sem inoculagdo microbinana, aplicou-se o
mesmo volume de meio de cultura esterilizado.

Os vasos foram irrigados periodicamente com agua destilada a fim de se manter 60 %
da capacidade de campo. A cada trés dias, 100 mL de solucao de Clark (Clark, 1975) foram
aplicadas por vaso. As plantas foram mantidas por 120 dias em casa de vegetagdo. Apos o
periodo de cultivo, determinou-se a altura das plantas medindo-se a distancia do apice caulinar
ao coleto. O numero de folhas por planta foi determinado, seguido da coleta da parte aérea e
das raizes. A parte aérea foi dividida em folhas e caule, enquanto as raizes foram lavadas com
agua de torneira para eliminag@o do solo aderido. O material vegetal colhido foi acondicionado

em sacos de papel e seco em estufa de circulacdo forcada a 70 °C até peso constante.

2.3. Analise de macronutrientes

A concentragdo de macronutrientes nos tecidos foi realizada apds digestdo nitrico-
perclorica segundo Sarruge & Haag (1974). Os teores de P, K, Mg e Ca foram determinados
por Plasma ICP-OES-Optima 8300, e o de nitrogénio, pelo método de Kjedhal (Sarruge &
Haag, 1974).

2.4. Eficiéncia de utilizacao de nutrientes (EUN)

A eficiéncia de utilizagdo de macronutrientes foi calculada usando a seguinte equacao:

EUN = (matéria seca)’/ (conteudo de nutrientes na planta) (Siddiqi e Glass, 1981).
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2.5. Analise estatistica

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Os tratamentos consistiram na inocula¢do de 49 isolados de bactéria rizosféricas e
um controle, sem inoculagdo, totalizando 150 unidades experimentais. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a
5 % de probabilidade.

A adequacidade dos dados para anélise multivariada foi observada pelo teste de Shapiro-
Wilk para normalidade, pelo teste de esfericidade de Bartlett (TEB) e pelo critério Kaiser-
Meyer-Olkin (KMO). O TEB permite testar se a matriz de correlagdes entre as variaveis ¢
similar a matriz identidade, ou seja, avalia a correlacdo conjuntamente. J4 o KMO permite
observar a variabilidade conjunta explicada de uma determinada combinacdo de varidveis e
consequentemente se esta ¢ adequada para uma analise multivariada, geralmente ¢ adotado o
valor minimo de 0,5 para atestar uma boa combinagao (FIELD, 2005; JAIN, 2010)

A construcdo de grupos de isolados internamente homogéneos e heterogéneos entre si
foi possivel através do método de agrupamento de K-means que considera centroides,
atribuindo os pontos amostrais ao centroide mais préximo foi adotado. O namero de grupos foi
escolhido pelo critério de Elbow (KODINARIYA; MAKWANA, 2013; SYAKUR;
KHOTIMAH; ROCHMAN; DWI SATOTO, 2018). Para descrever adequadamente as
diferencas entre os grupos de isolados, a analise de componentes principais (ACP) foi a técnica

adotada, reduzindo a dimensao dos dados para uma melhor compreensao.

3 RESULTADOS
3.1 Promocao do crescimento de plantas de E. grandis

A maioria dos 49 isolados RPCP aumentou o crescimento das plantas de E. grandis ap0s
os 120 dias de cultivo (Tabela 2). A inoculacdo com as bactérias rizosféricas aumentou de até
54 % para a altura e 118 % para o numero de folhas (Tabela 2). Para a MSF, MSC, MSPA,
MSR e MST, os ganhos com a inoculagdo bacteriana foram variaveis, atingido valores de até
512, 710, 562, 1.137 e 695 %, respectivamente, quando comparados ao tratamento sem
inoculacdo (Tabela 2). Os dados sugerem que, cada isolado bacteriano possui diferencas quali-
quantitativas na capacidade de promogao de crescimento de plantulas de E. grandis.

A andlise de componentes principais (ACP), levando em conta o conjunto de variaveis
de producao estudadas, agrupou os 49 isolados de bactérias rizosférica e o tratamento controle

em 4 grupos distintos, A, B, C e D (Figural). O isolado LEM 29 de Bacillus cereus GC
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subgroup B destacou-se dos demais formando grupo isolado, grupo A, (Figura 1), enquanto 16
isolados agruparam-se com o tratamento controle, no grupo D (Figura 1). O primeiro
componente explicou 81,7% da variabilidade total dos dados, apresentando associagdes
positivas para todas as variaveis avaliadas (Figura 1). O segundo componente explicou 7,1%
da variabilidade total, estabelecendo relagdo positiva para altura e nimero de folhas e negativa
para as demais variaveis (Figura 1).

Levando-se em conta somente o agrupamento obtido pela ACP (Figura 1), foi possivel
selecionar 34 isolados bacterianos promotores do crescimento de E. grandis: B. cereus GC
subgroup B LEM 29, Ralstonia pickettii LEM 1, LEM 5, LEM 7, R. pickettii LEM 10, R.
pickettii LEM 14, Virgibacillus pantothenticus LEM 15, LEM 16, Virgibacillus pantothenticus
LEM 19, Burkholderia cenocepacia LEM 24, B. cereus GC subgroup B LEM 27, LEM 33, B.
cenocepacia LEM 41, Bacillus alcalophilus LEM 3 Stenotrophomonas maltophilia LEM 8, S.
maltophilia LEM 9, Paenibacillus validus LEM 11, S. maltophilia LEM 12, S. maltophilia
LEM 17, R. pickettii LEM 18, Virgibacillus pantothenticus LEM 20, V. pantothenticus LEM
21, B. cereus GC subgroup B LEM 22, B. cereus GC subgroup A LEM 23, V. pantothenticus
LEM 28, LEM 30, S. maltophilia LEM 34, S. maltophilia LEM 35, S. maltophilia LEM 36, S.
maltophilia LEM 44, S. maltophilia LEM 45, S. maltophilia LEM 46, B. cereus GC subgroup
B LEM 47, V.pantothenticus LEM 48. No presente trabalho, ndo foram detectadas isolados

bacterianos rizosféricos com a capacidade de inibir o crescimento da planta hospedeira.

Os dados de produgao, para cada variavel, foram tratados em conjunto, de acordo com
resultados do teste de agrupamento das médias dos tratamentos de inoculacdo (Teste Skott-
Knott a 5%) [Figura 2]. As médias dos tratamentos foram separadas em 2 (altura das plantas) a
6 grupos (MSPA), sendo que o controle localizou-se sempre no grupo com a menor mediana
[Figura 2]. Os grupos de isolados obtidos apresentaram valores de média e mediana distintos,
indicando potenciais diferentes de promocao do crescimento da planta hospedeira (Tabela 2,

Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1: Analise de componente principal (APC) das variaveis de producdo de plantas de
Eucalyptus grandis inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivas por 120 dias em
casa de vegetagdo. Alt = Altura, fol = N° de folhas, MSF= Massa seca da folha, MSC = Massa
seca do caule, MSPA= Massa seca da parte aérea, MSR= Massa seca da raiz, MST= Massa
seca total. Diml = 0,347*(alt) + 0,317*(fol) + 0,401 *(MSF) + 0,405*(MSC) + 0,371*(MSPA)
+ 0,382*%MSR) + 0,413%MST). Dim2 = 0,118%alt) + 0,882%(fol) - 0,126*(MSF) -
0,093*(MSC) - 0,401 *(MSPA) - 0,079*(MSR) - 0,130*(MST).

o
®

15

R v ’
2 : 2 :
= -Gg -~ o
Eln_ S _— o> <
s_m — QU ~~
o) — S L
S 2 o S —— I v
2 |:—i| 3 o E S . .
E
< & £ o ——
2 .
o i = i . ——
a b a b a b
o © ©
- v - v | — Vi
e Do S -
o — -
5 — & & m—
A == = = *EI
S - = 0 — o .
—_ ==
- - -

Figura 2: Altura, nimero de folhas, matéria seca de folhas (MSF), matéria seca da parte aérea
(MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca total de plantas de E. grandis inoculadas
com isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas em casa de vegetacao por 120 dias. Letras
minudsculas no eixo das ordenadas indicam grupos de médias dos tratamentos de inoculagdo
obtidos pelo teste Skott-knott a 5 % de probabilidade. O tratamento controle, sem inoculagao,
localiza-se no grupo de menor mediana.

88



Figura 3. Plantas de Eucalyptus grandis inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos,
ap6s 120 dias de crescimento em casa de vegetagdo. Isolados bacteriano: Ralstonia pickettii
LEMOle LEMIO; Bacillus cereus GC subgrupo B LEM 27 e LEM29; Burkholderia
cenocepacia LEM41; CONT = tratamento controle, sem inoculagao.

&9



3.2  Absorcao e eficiéncia de utilizacio de macronutrientes

A inoculacao das plantulas de E. grandis com os isolados RPCP testados, de forma
geral, aumentou o conteudo e na EUN de um ou mais de um dos macronutrientes avaliados (N,
P, K, Ca e Mg) nos diferentes compartimentos da planta (MSPA, MSR e MST) [Tabelas 3 a §].
Para analise dos nutrientes nos tecidos vegetais, em razao da quantidade insuficiente de material
para os procedimentos analiticos, o compatumento MSF ¢ MSC foram combinados para
constituir a MSPA.

Para a parte aérea das plantas, os tratamentos de inoculagdo que promoveram conteudos
de nutrientes superiores aos do controle para N, P, K, Ca e Mg levaram a ganhos no contetdo
de até 472, 518, 513, 508 e 486 %, respectivamente (Tabelas 3 e 4). Novamente, o isolado
LEM 29 de Bacillus cereus GC subgroup B foi o que resultou em maiores ganhos de conteudo
para todos os macronutrientes na parte aérea (Tabelas 3 ¢ 4)

A andlise de componentes principais (ACP), realizada com base nos contetidos de
macronutrientes € a EUN na MSPA agrupou os 49 isolados de bactérias rizosférica e o
tratamento controle em 4 grupos distintos, A, B, C e D (Figura 4). Novamente, Bacillus cereus
GC subgroup B LEM 29 destacou-se dos demais, formando grupo isolado, grupo A, (Figura 4),
enquanto 17 isolados agruparam-se com o tratamento controle, no grupo D (Figura 4). O
primeiro componente explicou 91,9 % da variabilidade total dos dados, apresentando
associacoes positivas para todas as varidveis avaliadas (Figura 4). O segundo componente
explicou 4 % da variabilidade total, estabelecendo relacdes positivas para os conteudos de

macronutrientes e negativas para as EUN (Figura 4).

90



Parte aérea

.35

.46

Grupos
® A
B
i L el
L
A e T R e SN 40 R T e S e Ty % D

Dim1 (91.9%)

Figura 4: Anélise de componente principal (APC) para os conteudos de macronutrientes e
efiéncia de utiliza¢do de nutrientes na matéria seca aradicular de plantas de Eucalyptus grandis
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivas por 120 dias em casa de vegetagao.
N = Nitrogénio, EfN = Eficiéncia do nitrogénio, P = Fosforo, EfP= Eficiéncia do fosforo, K=
Potassio, EfK= Eficiéncia do potassio, Ca= Calcio, EfCa= Eficiéncia do Célcio, Mg=
Magnésio, EfMg= Eficiéncia do Magnésio. Dim1 = 0,315*(N) + 0,319*(EfN) + 0,306*(P) +
0,309*(EfP) + 0,318*%(K) + 0,320*%(EfK) + 0,315*(Ca) + 0,317*(EfCa) + 0,320¥*(Mg) +
0,321*(EfMg). Dim2 = 0,239*(N) - 0,231*(EfN) + 0,530*(P) - 0,494*(EfP) + 0,280*(K) -
0,257*(EfK) + 0,211*(Ca) - 0,255*(EfCa) + 0,230*(Mg) - 0,240*(EfMg).

A inoculagao de plantulas de E. grandis com os isolados bacterianos avaliados provocou
diferentes repostas no acimulo de N, P, K, Ca e Mg e na EUN na MSR (Tabelas 5 e 6). De
forma geral, os efeitos principais da inoculagdo bacteriana consistiram em aumentos dessas
variaveis (Tabelas 5 e 6). Nas raizes, o conteudo de N, P, K, Ca e Mg sofreram aumentos
maximos com a inoculacdo de alguns isolados de até 764, 974, 624, 970 e 1127 %,
respectivamente (Tabelas 5 e 6).

A andlise de componentes principais (ACP), realizada com base nos contetidos de
macronutrientes € a EUN na MSR agrupou os 49 isolados de bactérias rizosférica e o tratamento
controle em 4 grupos distintos, A, B, C e D (Figura 5). Novamente, Bacillus cereus GC
subgroup B LEM 29 e Virgibacillus pantothenticus LEM 15 destacaram-se, sendo que o
primeito formou grupo isoladamente, grupo A, e o segundo, ficou localizado no grupo B.

(Figura 5). O primeiro componente explicou 82,3 % da variabilidade total dos dados,

apresentando associacdes positivas para todas as varidveis avaliadas (Figura 5). O segundo
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componente explicou 10 % da variabilidade total, estabelecendo relagdes positivas para os

conteudos de macronutrientes e negativas para as EUN (Figura 5).
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Figura 5: Analise de componente principal (APC) para os conteudos de macronutrientes e
efiéncia de utilizagdo de nutrientes na matéria seca da parte aérea de plantas de Eucalyptus
grandis inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivas por 120 dias em casa de
vegetacdo. N = Nitrogénio, EfN = Eficiéncia do nitrogénio, P = Foésforo, EfP= Eficiéncia do
fosforo, K= Potassio, EfK= Eficiéncia do potassio, Ca= Calcio, EfCa= Eficiéncia do Calcio,
Mg= Magnésio, EfMg= Eficiéncia do Magnésio. Dim1 =0,331*(N) + 0,333*(EfN) + 0,331*(P)
+ 0,332*(EfP) + 0,282*(K) + 0,309*(EfK) + 0,325*(Ca) + 0,328*(EfCa) + 0,271*(Mg) +
0,314*(EfMg). Dim2 = 0,220*(N) - 0,253*(EfN) + 0,130*(P) - 0,154*(EfP) + 0,458*(K) -
0,385*(EfK) + 0,126*(Ca) - 0,159*(EfCa) + 0,538*(Mg) - 0,397*(EfMg).

Refletindo as variagdes na produ¢do de MSR e MSPA, a inocula¢do das mudas de E.
grandis com os islados bacterianos rizosféricos testados levaram a respostas distintas das
plantas em relagdo ao contetido de macronutrientes € na EUN da MST (Tabelas 7 e 8). Os
conteudos de N, P, K, Ca e Mg apresentaram aumentos maximos de 505, 644, 490, 572 e 485
%, respectivamente (Tabelas 7 e 8). Para todos os macronutrientes avaliados, o isolado
Bacillus cereus GC subgroup B LEM 29 foi o que mais se destacou, propicioando ganhos de
conteudo e EUN (Tabelas 7 ¢ 8).

A andlise de componentes principais (ACP), realizada com base nos contetidos de
macronutrientes € a EUN na MST, também, agrupou os 49 isolados de bactérias rizosférica e o

tratamento controle em 4 grupos distintos, A, B, C e D (Figura 6). Novamente, Bacillus cereus
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GC subgroup B LEM 29 formou grupo isolado (Figura 6). O primeiro componente explicou
91,6 % da variabilidade total dos dados, apresentando associacdes positivas para todas as
variaveis avaliadas (Figura 6). O segundo componente explicou 4,5 % da variabilidade total,
estabelecendo relagdes positivas para os contetidos de macronutrientes € negativas para as EUN

(Figura 5).
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Figura 6: Analise de componente principal (APC) para os contetidos de macronutrientes e
efiéncia de utilizacdo de nutrientes na matéria seca total de plantas de Eucalyptus grandis
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivas por 120 dias em casa de vegetacao.
N = Nitrogénio, EfN = Eficiéncia do nitrogénio, P = Fésforo, EfP= Eficiéncia do fésforo, K=
Potassio, EfK= Eficiéncia do potassio, Ca= Calcio, EfCa= Eficiéncia do Célcio, Mg=
Magnésio, EfMg= Eficiéncia do Magnésio. Dim1 = 0,317*(N) + 0,320*(EfN) + 0,314*(P) +
0,315*(EfP) + 0,313*%(K) + 0,319*%(EfK) + 0,317*(Ca) + 0,319*%(EfCa) + 0,312*(Mg) +
0,317*(EfMg). Dim2 = 0,289*(N) - 0,283*(EfN) + 0,320*(P) - 0,327*(EfP) + 0,384*(K) -
0,340*(EfK) + 0,191*(Ca) - 0,242*(EfCa) + 0,380*(Mg) - 0,352*(EfMg).

Os dados de contetido de macronuteintes (N, P, K, Ca, Mg) e de eficiéncia de utilizacao
de utrientes (EUN), foram também tratados em conjunto, de acordo com resultados do teste de
agrupamento das médias dos tratamentos de inoculacdo (Teste Skott-Knott a 5%) [Figuras 7 a
11]. As médias dos tratamentos foram separadas em numeros varidves de grupo de acorodo
com as médias de contetido de nutrientes e EUN obtidas, sendo que o controle localizou-se
sempre no grupo com a menor mediana [Figuras 7 a 11]. Os grupos de isolados obtidos

apresentaram valores de média e mediana distintos para os contetidos de macronutrientes e

EUN (Tabelas 3 a 8, Figuras 7a 11).
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Figura 7: Conteudo e eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio (N) da matéria seca da parte aérea
(MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca total (MST) de plantas de E. grandis
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas em casa de vegetagdo por 120
dias. Letras mintsculas no eixo das ordenadas indicam grupos de médias dos tratamentos de
inoculacdo obtidos pelo teste Skott-knott a 5 % de probabilidade. O tratamento controle, sem

inocula¢do, localiza-se no grupo de menor mediana.
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Figura 8: Contetudo e eficiéncia de utilizagcdo de fosforo (P) da matéria seca da parte aérea
(MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca total (MST) de plantas de E. grandis
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas em casa de vegetagdao por 120
dias. Letras mintsculas no eixo das ordenadas indicam grupos de médias dos tratamentos de
inoculagdo obtidos pelo teste Skott-knott a 5 % de probabilidade. O tratamento controle, sem
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inoculacdo, localiza-se no grupo de menor mediana.
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Figura 9: Conteudo e eficiéncia de utilizacdo de potassio (K) da matéria seca da parte aérea
(MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca total (MST) de plantas de E. grandis
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas em casa de vegetagdo por 120
dias. Letras mintsculas no eixo das ordenadas indicam grupos de médias dos tratamentos de
inoculacdo obtidos pelo teste Skott-knott a 5 % de probabilidade. O tratamento controle, sem
inocula¢do, localiza-se no grupo de menor mediana.
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Figura 10: Conteudo e eficiéncia de utilizagdo de calcio (Ca) da matéria seca da parte aérea
(MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca total (MST) de plantas de E. grandis
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas em casa de vegetagdao por 120
dias. Letras minusculas no eixo das ordenadas indicam grupos de médias dos tratamentos de
inoculagdo obtidos pelo teste Skott-knott a 5 % de probabilidade. O tratamento controle, sem
inoculagdo, localiza-se no grupo de menor mediana.
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Figura 11: Conteudo e eficiéncia de utilizagao de magnésio (Mg) na matéria seca da parte aérea
(MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca total (MST) de plantas de E. grandis
inoculadas com isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas em casa de vegetagao por 120
dias. Letras mintsculas no eixo das ordenadas indicam grupos de médias dos tratamentos de
inoculacdo obtidos pelo teste Skott-knott a 5 % de probabilidade. O tratamento controle, sem
inoculacdo, localiza-se no grupo de menor mediana.

4 DISCUSSAO
4.1 Avaliacao das variaveis de crescimento da planta de eucalipto

No presente trabalho, foi possivel selecionar 34 isolados bacterianos, pertencentes a
diferentes espécies, com capacidade de promover o crescimento de plantas de E. grandis em
casa de vegetacdo. Os isolados selecionados apresentaram comportamento distinto, com
capacidade diferenciado de promover aumentos na produ¢do de matéria seca dos diferentes
compartimentos da planta hospedeira. As anélises de produ¢ao de MSR, MSF, MSC e MSPA
e MST permitiram agrupar o total de isolados testados em 4 grupos (A, B, C D), sendo que os
trés primeiros contém os promotores de crescimento. O conjunto de isolados bacterianos
selecionados apresentam boa gama de diversidade e propriedades distintas que permitem
utiliza-los como modelos em estudos futuros sobre as interacdes entre E. grandis a planta

hospedeira.
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A estimulagdo do crescimento pode estar relacionada com vdrios atributos do
microrganismo, tais como a fixagdo de nitrogénio, solubilizacao de fosfato e producao de
sider6foros que podem estar ligados ao desenvolvimento da planta (Santoyo et al., 2016; Devi
et al., 2017). Apesar de alguns dos isolados testados apresentarem essas fungdes, ndo foram
estabelecidas associagdes entre a expressdo desses mecanismos in vitro (Vide Capitulo 2) com
a capacidade de promocao de crescimento aqui verificada. Em geral, para se averiguar a
expressao de determinado mecanismo bioquimico e avaliar sua contribui¢ao para a promogao
de crescimento, torna-se necessario avaliar a expressdo do mesmo in planta, com o uso de
microrganismos que apresentem as suspostas vias interrompidas.

Neste estudo, os aumentos nas variaveis de producao observados apds a inoculagdo de
certos isolados podem estar relacionados a expressao dos mecanismos citados acima in planta.
Em trabalhos anteriores, a inoculacdo de plantas de eucalipto com bactérias rizosféricas para a
obtencdo de melhorias no crescimento das plantas levou a aumentos de 50 % na matéria seca
da parte aérea, 135 % na na massa seca de raizes e 142 % na massa seca total (Angulo et al.,
2014). Ja em outros relatos, os aumentos maximos obtidos para a matéria seca das raizes foram
de 168 e 223 %, com o uso de estacas de Eucalyptus spp. (Teixeira et al., 2007; Diaz et al.,
2009). Todos esses valores sdo inferiores aos ganhos de matéria seca obtidos nos diferentes
compartimentos da planta em nosso trabalho (MSF, 512%; MSC, 710 % MSPA, 652%, MSR,
1137 %, e MST, 695 %), sugeridno ampla variag¢ao na capacidade de promocao do crescimento,

bem como a necessidade de se prospectar microrganismos mais eficientes nessa atividade.

4.2  Acamulo de macronutrientes e a eficiéncia de utilizacdo de nutrientes

Os microrganismos promotores do crescimento aqui selecionados foram capazes de
aumentar o conteudo de N, P, Ca e Mg e a EUN de E. grandis, com destaque para os isolados
Bacillus cereus GC subgroup B LEM 29 e Virgibacillus pantothenticus LEM 15. O crescimento
e a produtividade das plantas dependem, consideravelmente, da disponibilidade de nutrientes
na interface solo-sistema radicular, que por sua vez, ¢ influenciada por comunidades de macro-
e microrganismos do solo, bem como pelas condigdes ambientais. A atividade bioldgica das
raizes em conjunto com os microrganismos, podem desempenhar papel importante na absor¢ao
dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento das culturas (Marschner, 2011; Pii et
al.,2015).

Os isolados analisados nesta pesquisa sdo capazes de fixar nitrogénio, solubilizar

fosfatos e produzir sideroforos (Vide Capitulo 2). Esses mecanismos de promocado de
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crescimento podem estar relacionados aos ganhos no conteudo dos nutrientes observados para
as plantulas de E. grandis (Vacheron et al.,2013; Pii et al., 2015; Zahid et al. 2015).

Neste trabalho, foram estudados isolados bacterianos da rizosfera da planta hospedeira,
sendo os experimentos conduzidos em solo ndo esterilizado. A selecdo de bactérias assim
realizada privilegia microrganismos com alta competéncia rizosférica, capazes de colonizar
esse ambiente, sem soferem exclusao competitiva com a microbiota residente. Ressalta-se que
nossos dados confirmam a existéncia de comunidades bacterianas diazotroficas da rizosfera de
eucalipto que, a despeito dos mecanismos de promog¢ao de crescimento que expressam, sao
capazes de produzir ganhos na producao de biomassa da planta hospedeira mesmo na presenga
de outros microrganismos competentes nesta atividade (Loureiro, 2010). A presenca de bactéria
diazotroficas € comum na parte aérea de eucalipto e varia de acordo com o estadio de
crescimento da planta ou com as diferentes etapas de producao de mudas (Miguel et al., 2016).
E possivel que as comunidades diazotroficas rizosféricas contribuam para a constituigio das
comunidades diaztréficas endofiticas. Trabalhos adicionais deverdo ser realizados para
confrmar essa hipotese.

Embora no nosso trabalho a atividade diazotrofica ndo tenha sido medida in planta, ha
relato na literatura que indica que a presenca de microrganismos diazotréficos podem operar no
suprimento de N para o eucalipto (Fonseca et al., 2018). E notério que a inoculagio dos isolados
de bacterias rizosféricas aqui relatado provocou aumentos no conteiido de N na MST de até
505%. Esses ganhos podem estar relacionados com a fixagdo bioldgica de nitrogénio ou com a
maior degradacao da matéria organica do solo (Valadares et al, 2020). Alternativamente, a
presenca de MPCP na raiz provoca mudancas na arquitetura radicular, tornando-o mais
ramificado e rico em pelos radiculares, podendo levar ao maior acesso a nutrientes (REF).

O conteudo de P na MST foi aumentado em até¢ 644 %, indicando a capacidade das
bactérias promotoras de crescimento selecionadas em aumentar o acesso das plantas de E.
grandis a esse nutriente. Entre os macronutrientes, o fésforo presente na rizosfera encontra-se
em formas pouco disponiveis (imobilizado, precipitado ou adsorvido nas particulas de argila)
[Novais et al., 2007, GOUDA et al., 2018; Nascimento et al., 2021]. A solubilizacao e
mineralizagdo do foésforo pode ocorrer com o auxilio microrganismos promotores de
crescimento, como as bactérias que possuem mecanismos para tornar o fosforo na forma
disponivel para as plantas absorverem (GOUDA et al., 2018).

Os microrganismos promotores de crescimento podem produzr &cidos organicos

capazes de diminuir o pH do meio, e aumentar o potencial de solubilizagdo dos fosfatos
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(Satyaprakash et al., 2017; Kalayu, 2019). Além do fosfato, o aumento da disponibilidade de
calcio e magnésio para as plantas, pode estar relacionado, da mesma forma, a liberagdo de
acidos organicos envolvidos noss processos mcirobinos de solubilizagao (Devévre et al 1996).

Nosso estudo revelou efeito mais amplo da inoculagdo de bactérias promotoras do
crescimento sobre o contedo dos macronutrientes avaliados. Os efeitos benéficos da
inoculagdo ndo se restringiram a um elemento somente, mas impactaram o acumulo de todos
eles. Liu ef al. (2012) observaram que algumas bactérias tém a capacidade de solubilizar as
rochas de potassio e liberar elementos como K e Ca. Portanto, os mecanismos de solubilizagao
de potéssio surgem como uma alternativa para as plantas absorverem o K e Ca disponivel e
suprir sua demanda nutricional.

Recentemente, Wu et al. (2019) em seus estudos utilizando bactérias solubilizadores de
P, observaram que o teor de N, P e K nas plantas e no solo foram aumentados na presenga de
microrganismos promotores selecionados. De fato, em outros relatos, tém sido observado que
a inoculacgdo de fungos promotores de crescimento tem efeitos mais amplos na nutricdo mineral
das plantas, como melhorias no acimulo de macro- e micronutrientes (Loureiro, 2010). Esse
fato indica mecanismos microbianos de disponibilizagdo de nutrientes que interagem positiva
e sinergicamente beneficiando a nutricdo mineral da planta como um todo. Esse fato ndo estd
limitado a bactérias e fungos rizosféricos promotores do crescimento de planta, mas ja foi
relatado também para fungos ectomicorrizicos que beneficiam a absor¢do de macro- e
micronutrientes da planta, e ndo somente a de P (Silva et al., 2007).

A EUN ¢ a medida de capacidade da planta em converter o nutriente presente no
substrato em biomassa (Siddiqi e Glass, 1981). Os isolados bacterianos testados mostraram-se
eficientes em promover o acimulo de macronutrientes pelas plantas de E. grandis. A melhor
nutricao mineral das plantas ocasionada pela inoculacdo com esses microrganismos implica em
maior capacidade fotossintética e maior eficiéncia de assimilagdo de carbono pelas plantas,
melhorando a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes minerais. Além disso, sabe-se que a
associagdo da planta com microrganismos promove outros beneficios adicionais nas relagdes
hidricas da planta e na tolerancia a estresses ambientais (Trivedi et al. 2020). Em geral, a
maioria dos isolados microbianos selecionados aumentaram a EUN das plantulas de eucalipto,
sugerindo grande potencial de contribuicdo para reducdo dos gastos com fertilizantes nos
plantios, bem como para o melhor uso dos reservatorios naturais desses elementos no solo.

Finalmente, o conjunto de bactérias obtido neste trabalho contém, individuos com

caracteristicas de promoc¢ao do crescimento vegetal variadas que poderdo ser usados em estudos
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futuros para o melhor entendimento da interag@o entre eucalipto € microrganismos rizosféricos.
Também, a durabilidade dos efeitos benéficos da inoculacdo nas fases de implantagdo e
crescimento das mudas em campo deverdo ser avaliados no futuro visando selecionar os

individuos mais aptos a comporem inoculantes para uso no setor florestal.

5 CONCLUSAO

Foi possivel selecionar o total de 34 isolados bacterianos rizosféricos promotores do
crescimento de E. grandis. Os isolados aumentam a producdo de massa seca das plantas, o
conteido de macronuteintes ¢ a eficiéncia de utilizagdo de nutrientes. A maior eficiéncia de
utilizacdo de nutrientes obtida com alguns dos isolados promotores do crescimento vegetal
sugere o potencial dessas bactérias rizosféricas em contribuir para economia no uso de
fertilizantes. O conjunto de isolados testados apresentam diferentes propeidades na promogao
de crescimento de E. grandis, podendo servir de modelo para os estudos das interagdes entre a

planta hospedeira e a microbiota rizosférica.
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TABELAS

Tabela 1: Analise fisico-quimica do solo do horizonte B de Latossolo coletado em Vigosa, MG, Brasil

P K Ca* Mg* AP H+Al SB CTIC(t) CTC(T) V m M.O P-rem N Argila Silte Areia
3
Solo pH (Hz0) mg dm cmol. dm % dagkg' mgL' dag/kg’ kg/kg
TG 492 04 0 0.22 0.03 0.39 34 025 0.64 3.65 6.8 60.39 1.6 6.8 0.056 0.724 0.042 0.233

pH em H,O - relacdo 1: 2,5; Extrator P, K - Mehlich-1; Extrator de Ca?*, Mg?* e AI’* - KCI (Imol/L); AI**é chamado de acidez trocavel e é quantificado por titulagio; H
+ Al ¢ a acidez potencial extraida por uma solug@o de acetato de calcio (0,5 mol /L) a pH 7; SB - Soma das bases trocaveis; CTC (t) = capacidade de troca catidnica no pH
real do solo; CTC (T) = capacidade de troca catiénica a pH 7,0; V = Indice de Saturagdo de Bases; m = Indice de Saturagdo de Aluminio; M.O - Matéria Organica —
C.org*1.724 —Walkley-Black ; P-rem = Fdsforo restante; N - N total - Digestdo sulfurica — Destilagdo Kjeldhal.
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Tabela 2: Promogao de crescimento de plantas de Eucalyptus grandis inoculados com isolados de bactérias fixadoras de nitrogénio de solo rizosférico, e crescidas
por 120 dias em casa de vegetagdo sendo avaliados Altura, N° de folhas, MSF, MSC, MSPA, MSR e MST.

Isolados A(lct:ll;a Au(m%?)n to N° de folhas Au(m%?)n to N([gS)F Aumento (%) MSC (g) Au(m%(: )n to M(Sg l))A Aumento (%) MSR (%) Aumento (%) N([gS)T Aumento (%)
LEM 1 42.00 a 48.58 109.66 a 35.39 472 a 347.09 2.04 a 498.92 6.77b 383.50 333b 700.08 10.10b 456.77
LEM 2 29.83 b - 72.66 b - 2.07b - 0.70b - 2.77e 97.91 0.83¢c - 3.60d -
LEM 3 33.66 a 29.47 113.00 a 39.51 333a 21491 1.75a 413.60 3.87d 176.31 1.98 ¢ - 7.06 ¢ 289.13
LEM 4 26.00b - 58.50b - 1.44 b - 0.87b - 231e 65.21 0.64 ¢ - 2.95d -
LEM 5 29.83b - 123.00 a 51.85 395a 273.90 1.51a 344.03 6.87b 390.64 246 b 490.65 793¢ 336.92
LEM 6 29.50 b - 7433 b - 1.83b - 0.67b - 2.50e 4525 0.80 ¢ - 331d -
LEM 7 31.83b - 123.00 a 51.85 431a 307.78 1.68 a 370.16 591c 322.46 1.67 ¢ - 7.60 ¢ 318.87
LEM 8 3450 a 22.04 104.00 a 28.39 337a 219.38 1.14b - 523 ¢ 279.71 1.98 ¢ - 6.50 ¢ 258.18
LEM 9 3833 a 35.59 11833 a 46.09 2.99b - 1.23b - 521c¢ 272.36 1.64 ¢ - 5.86¢ -
LEM10 3926a 38.88 101.00 a 24.69 421 a 298.58 1.76 a 416.63 598¢ 326.82 2.75b 561.55 8.73 ¢ 381.21
LEM11 40.33a 42.66 99.00 b 22.22 3.02b - 1.31b - 3.23d 130.82 2.10b 422.54 6.51c 258.99
LEM12 3150b - 60.66 b - 437a 313.14 1.55a 354.89 592¢ 322.79 1.66 ¢ - 7.58 ¢ 317.93
LEM13 2566b - 100.00 a 23.46 2.14Db - 0.65b - 1.11f - 1.32¢ - 4.12d -
LEM 14 3426a 21.19 104.00 a 28.39 3.96a 274.95 1.76 a 418.98 7210 415.06 2.69 b 545.24 8.42 ¢ 364.13
LEM15 3883a 37.35 9433 b - 324a 206.49 1.76 a 418.00 597 ¢ 326.39 3.61b 766.67 8.62¢ 374.94
LEM16 39.00a 37.96 89.00 b - 412 a 289.82 1.56 a 360.18 6.73b 380.91 1.85¢ - 7.54 ¢ 315.95
LEM17 31.76b - 84.50b - 372a 251.97 1.16 b - 4.89 ¢ 249.29 2.53b 508.79 742 ¢ 309.28
LEM18 33.66a 19.07 118.33 a 46.09 33la 213.62 1.17b - 3.21d 128.50 2.23b 437.01 6.53 ¢ 270.93
LEM19 38.00a 34.42 110.66 a 36.63 437a 313.43 1.54a 353.72 7.18b 412.86 2.19b 404.64 8.02¢ 342.02
LEM20 31.00b - 102.00 a 2593 2.89b - 1.1b - 2.66 ¢ 90.00 1.70 ¢ - 5.70d -
LEM21 2950b - 95.50b - 247D - 0.96 b - 4.27d 204.86 1.16 ¢ - 4.60d -
LEM22 26.50b - 106.00 a 30.86 2.87b - 1.02b - 5.36¢ 282.52 1.22¢ - 5.11d -
LEM23 3633a 28.51 93.66 b - 339a 220.83 1.55a 355.48 6.07 ¢ 333.68 1.57 ¢ - 6.51c 259.05
LEM24 36.76a 30.03 131.00 a 61.73 4.44 a 320.36 1.9a 458.41 6.35¢ 353.45 249b 497.12 8.83 ¢ 386.96
LEM25 2500b - 56.50 b - 1.78 b - 0.66 b - 3.37d 140.98 146 ¢ - 4.83d -
LEM26 30.83b - 60.66 b - 2.11b - 0.56b - 3.03d 116.50 0.76 ¢ - 345d -
LEM27 37.66a 33.22 153.33 a 89.30 481 a 355.69 193 a 468.79 6.76 b 382.67 322b 672.18 9.97b 449.72
LEM28 38.00a 34.42 125.00 a 54.32 2.74 b - 1.20b - 395d 182.00 1.84 ¢ - 5.68 ¢ -
LEM 29 43.66 a 54.44 176.66 a 118.11 6.5a 515.22 2.76 a 710.18 927a 561.93 5.15a 1.136.93 1442 a 694.77
LEM30 3050b - 101,00 a 24.69 2.57b - 1.04b - 3.61d 157.89 1.30 ¢ - 491d -
LEM31 2633b - 70.33 b - 1.62b - 0.61b - 1.39f - 0.69 ¢ - 2.93d -
LEM 32 25.50b - 85.00b - 1.07b - 0.36b - 144 ¢ 3.11 0.58 ¢ - 2.02d -
LEM 33 43.50 a 53.87 110.50 a 36.42 3.63a 243.30 1.57 a 362.04 521c¢ 271.79 2.78b 567.87 7.99 ¢ 340.22
LEM34 4233a 49.74 118.50 a 46.29 2.90 b - 1.16 b - 4.07d 190.95 2.59b 521.90 6.66 ¢ 267.31
LEM35 32.00b - 130.50 a 61.11 352a 232.78 147 a 332.09 4,99 ¢ 256.54 1.78 ¢ - 6.77 ¢ 273.39

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relagdo s plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem, pelo teste de Scott-knott a
5% de probabilidade.
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Tabela 2: Continuagao

Isolados A(lctll:ll;a Au(mq:)nto fNO;’h(:‘es Au(mq:)nto MSF (g) Au(mo/:)nto MSC (g) Au(m%e)nto MSPA (g) Au(m%e)nto MSR (%) Au(m%f)nto MST (g) Au(m%f)nto
LEM 36 34.00 a 20.27 83.50b - 2.31b - 0.89b - 3.21d 129.18 2.77b 565.39 598¢c 229.64
LEM 37 30.00b - 115.00 a 41.98 1.93b - 0.75b - 2.69 e 92.29 1.04 ¢ - 3.64d -
LEM 38 30.00b - 93.00 b - 245b - 0.78b - 3.24d 131.11 1.55¢ - 478 d -
LEM 39 24.00 b - 43.00b - 1430 - 041b - 336e 147.19 0.74 ¢ - 2.58d -
LEM 40 32.16b - 68.33b - 2.53Db - 0.92b - 346d 147.19 1.08 ¢ - 4.54d -
LEM 41 38.26a 35.34 130.50 a 61.11 453 a 328.36 1.65a 387.18 6.19¢c 342.14 2.30b 451.72 849 ¢ 367.79
LEM 42 25.00b - 91.50b - 245D - 0.67b - 431d 207.89 1.03 ¢ - 4.16d -
LEM 43 29.66 b - 69.00b - 1.80 b - 0.85b - 3.33d 138.11 1.19¢ - 3.84d -
LEM 44 34.00 a 20.27 81.00b - 3.28a 210.62 1.1b - 3.04d 117.18 1.92¢ - 6.31¢c 247.86
LEM 45 31.66b - 109.00 a 34.57 3.53a 233.78 1.15b - 520¢ 271.39 1.66 ¢ - 6.35¢ 250.12
LEM 46 3350 a 18.50 107.00 a 32.09 371a 251.53 1.24b - 423d 202.36 1.52¢ - 6.48 ¢ 257.23
LEM 47 35.16 a 24.37 128.00 a 58.03 2.99 b - 1.09b - 4.08d 191.41 1.25¢ - 5.33d -
LEM 48 28.66 b - 121.00 a 49.38 2.74 b - 1.14b - 2.78 ¢ 98.23 0.96 ¢ - 4.85d -
LEM 49 20.00 b - 69.50 b - 1.58b - 0.57b - 2.80e 99.93 0.54 c - 2.60d -
CONT 28.27b - 81.00 b - 1.06 b - 0.34b - 140 f - 042c¢ - 1.82d -

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relagdo as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem, pelo teste de Scott-knott
a 5% de probabilidade.
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Tabela 3: Conteudo de N, P e K da parte aérea de plantas de Eucalyptus grandis inoculados com isolados de bactérias promotoras de crescimento

de plantas de solo rizosférico, e crescidas por 120 dias em casa de vegetagao.

Contetido dos macronutrientes da parte aérea da planta de Eucalyptus

Isolados Conteido  Aumento Eficiéncia Aumento Conteiido  Aumento Eficiéncia Aumento  Contetido K Aumento Eficiéncia Aumento
N (mg) (%) (%) P (mg) (%) (%) (mg) (%) (%)
LEM 1 97.66a 341.7 0.469a 425.7 3.94a 405.27 11.703a 364.6 63.73a 379.96 0.728a 391.6
LEM 2 43.76b - 0.176b - 1.51b - 5.107b - 28.30b - 0.273b -
LEM 3 93.45a 322.66 0.278a 211.8 2.83a 262.26 9.156a 263.5 47.00a 253.97 0.551a 271.9
LEM 4 40.44b - 0.134b - 1.73b - 3.137b - 26.74b - 0.200b -
LEM 5 89.86a 306.42 0.356a 298.4 3.59a 359.83 8.512a 237.9 59.52a 348.24 0.502a 239.2
LEM 6 43.84b - 0.144b - 1.27b - 4.950b - 25.78b - 0.243b -
LEM 7 116.89a 428.67 0.307a 243.6 4.12a 428.68 9.096a 261.1 62.74a 372.56 0.573a 287.0
LEM 8 73.76a 233.6 0.277a 209.9 2.45b - 8.385a 232.9 49.05a 269.39 0.416b -
LEM 9 72.15a 226.32 0.249b - 2.10b 169.12 8.694a 245.1 40.26a 203.21 0.454b -
LEM 10 106.05a 379.65 0.339a 280.2 4.09a 424,96 8.885a 252.7 71.25a 436.65 0.510a 2447
LEM 11 73.55a 232.65 0.256b - 2.78a 257.04 6.841b - 43.37a 226.6 0.435b -
LEM 12 106.53a 381.82 0.336a 276.8 3.66a 369.32 9.852a 291.1 57.30a 331.58 0.614a 314.5
LEM 13 47.95b - 0.165b - 1.28b - 6.133b - 30.60b - 0.257b -
LEM 14 85.57a 287.02 0.386a 332.7 3.42a 339.08 9.665a 283.7 46.93a 253.47 0.707a 377.3
LEM 15 77.13a 248.85 0.328a 267.3 2.37b - 10.604a 321.0 45.62a 243.61 0.551a 271.9
LEM 16 72.58a 228.27 0.446a 399.9 3.18a 308.24 10.254a 307.0 59.88a 350.97 0.549a 270.7
LEM 17 73.00a 230.17 0.328a 267.3 2.07b - 11.589a 360.0 50.42a 279.74 0.475a 220.8
LEM 18 64.57b - 0.319a 257.9 2.62b 235.97 7.856a 211.9 44.99a 238.86 0.450b -
LEM 19 83.49a 277.61 0.428a 379.0 2.90a 271.41 12.258a 386.6 61.13a 360.41 0.576a 288.9
LEM 20 65.16b - 0.249b - 2.75a 252.85 5.806b - 42.56a 220.52 0.378b -
LEM 21 61.23b 176.93 0.194b - 1.72b - 6.916b - 36.21b - 0.333b -
LEM 22 75.16a 239.94 0.205b - 2.52b 223.55 6.263b - 42.58a 220.72 0.359b -
LEM 23 74.11a 235.19 0.334a 273.7 2.67b - 9.164a 263.8 43.62a 228.5 0.577a 290.0
LEM 24 90.75a 310.45 0.444a 397.5 4.19a 436.95 10.078a 300.1 58.89a 343.53 0.710a 379.3
LEM 25 41.38b 87.16 0.145b - 1.62b - 3.711b - 28.42b - 0.211b -
LEM 26 51.33b - 0.142b - 1.96b - 3.951b - 32.85b - 0.219b -
LEM 27 104.54a 372.82 0.438a 390.0 3.63a 365.4 12.826a 409.1 60.84a 358.23 0.763a 415.0
LEM 28 69.00a 212.08 0.227b - 2.25b - 6.949b - 42.44a 219.61 0.368b -
LEM 29 126.46a 472.06 0.683a 665.0 4.82a 517.66 17.864a 609.1 81.38a 512.87 1.060a 616.2
LEM 30 55.39b - 0.236b - 2.52b - 5.247b - 42 31a 218.66 0.308b -

Aumentos em porcentagem estd sendo apresentado em relagdo as plantas nao inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem, pelo
teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 3: Continuagao

Conteiido dos macronutrientes da parte aérea da planta de Eucalyptus

Isolados Conteiado Aumento Eficiéncia Au(n:/: )n to Conteiido Aumento Eficiéncia Au(m%fe )n to Conteiido Aumento Eficiéncia Au(n;/j)n to
N (mg) (%) P (mg) (%) K (mg) (%)

LEM 31 36.24b - 0.140b - 1.64b - 3.071b - 26.64b - 0.189b -
LEM 32 24.27b - 0.086b - 0.92b - 2.272b - 18.56b - 0.113b -
LEM 33 80.84a 265.63 0.339a 279.4 2.44b - 11.105a 340.8 45.09a 239.59 0.603a 307.3
LEM 34 70.20a 217.50 0.237b - 2.12b - 7.927a 214.7 43.13a 224.84 0.387b -
LEM 35 91.19a 312.44 0.275a 208.4 3.72a 376.31 6.837b - 58.72a 342.25 0.435b -
LEM 36 49.73b - 0.209b - 2.27b - 4.638b - 37.09b - 0.288b -
LEM 37 45.75b - 0.167b - 1.93b - 3.854b - 31.30b - 0.234b -
LEM 38 59.04b - 0.177b - 1.99b - 5.260b - 37.45b - 0.280b -
LEM 39 36.25b - 0.094b - 1.05b - 3.326b - 21.32b - 0.160b -
LEM 40 59.51b - 0.206b - 2.11b - 5.758b - 37.96b - 0.318b -
LEM 41 100.90a 356.35 0.380a 3253 3.09a 296.72 12.574a 399.1 52.83a 297.89 0.725a 389.8
LEM 42 58.18b - 0.168b - 1.86b - 5.291b - 30.31b - 0.328b -
LEM 43 43.40b - 0.168b - 1.96b - 3.634b - 29.33b - 0.240b -
LEM 44 65.33b - 0.303a 239.8 1.97b - 9.798a 288.9 45.00a 238.88 0.435b -
LEM 45 72.81a 229.31 0.309a 245.6 2.62b - 8.432a 234.7 52.64a 296.49 0.423b -
LEM 46 74.50a 236.95 0.342a 283.2 321a 311.17 7.769a 208.4 55.93a 321.25 0.442b -
LEM 47 59.25b - 0.284a 217.6 2.02b - 8.583a 240.7 40.76a 206.95 0.416b -
LEM 48 64.41b - 0.242b - 2.38b - 6.490b - 40.48a 204.89 0.381b -
LEM 49 34.78b - 0.121b - 1.18b - 3.581b - 22.43b - 0.188b -
CONT 22.11b - 0.089b - 0.78b - 2.519b - 13.28b - 0.148b R

Aumentos em porcentagem estd sendo apresentado em relagdo as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem, pelo teste
de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 4: Contetido de Ca e Mg da parte aérea de plantas de Eucalyptus grandis inoculados com isolados de bactérias promotoras de crescimento

de plantas de solo rizosférico, e crescidas por 120 dias em casa de vegetagao.
Contetido dos macronutrientes da parte aérea da planta de Eucalyptus

Isolados Conteido Ca Aumento (%) Eficiéncia Aumento Contetdo Mg Aumento (%) Eficiéncia Aumento
(mg) (%) (mg) (%)
LEM 1 48.98a 47427 0.941a 309.8 9.24a 376.03 4.959a 390.9
LEM 2 16.46b - 0.469b - 4.28b - 1.793b -
LEM 3 27.88b 226.96 0.928a 304.0 7.25a 273.4 3.584a 254.8
LEM 4 14.84b - 0.361b - 3.09b - 1.734b -
LEM 5 28.57b - 1.061a 362.0 8.71a 348.68 3.433a 239.8
LEM 6 12.75b - 0.496b - 3.16b - 1.993b -
LEM 7 39.22a 359.86 0.894a 289.2 9.36a 382.19 3.884a 284.4
LEM 8 24.26b - 0.843a 267.0 5.90a 204.13 3.466a 243.1
LEM 9 27.95b 227.75 0.640b - 6.14a 216.39 2.916b -
LEM 10 38.20a 347.89 0.955a 315.9 8.90a 358.3 4.053a 301.2
LEM 11 26.66b - 0.717a 212.2 6.68a 244.24 2.838b -
LEM 12 34.37a 303 1.022a 345.1 8.09a 316.74 4.598a 355.2
LEM 13 13.58b 59.2 0.581b - 3.07b - 2.587b -
LEM 14 36.13a 323.69 0.912a 297.1 6.97a 259.23 4.717a 366.9
LEM 15 30.75a 260.5 0.818a 256.2 6.53a 236.17 3.860a 282.1
LEM 16 36.79a 331.36 0.906a 294.6 7.60a 291.64 4.356a 331.2
LEM 17 29.81a 249.57 0.822a 257.8 6.68a 244.03 3.581a 254.4
LEM 18 27.50b - 0.738a 221.6 6.17a 217.82 3.333a 229.9
LEM 19 33.29a 290.38 1.083a 371.6 7.54a 288.45 4.724a 367.7
LEM 20 25.55b - 0.626b - 4.93b - 3.251a 221.8
LEM 21 21.90b - 0.543b - 4.87b - 2.442b -
LEM 22 29.24a 242.81 0.524b - 5.37b - 2.915b -
LEM 23 26.10b - 0.944a 311.2 5.68a 192.48 4311a 326.8
LEM 24 46.37a 443.71 0.871a 279.3 8.57a 341.36 4.815a 376.6
LEM 25 21.35b - 0.281b - 3.87b - 1.556b -
LEM 26 20.31b - 0.359b - 3.98b - 1.832b -
LEM 27 39.14a 358.9 1.173a 410.8 7.75a 299.25 5.904a 484.5
LEM 28 25.36b - 0.623b - 5.75a 196.25 2.816b -
LEM 29 51.90a 508.59 1.671a 627.8 11.37a 485.62 7.564a 648.8
LEM 30 24.01b - 0.547b - 5.05b - 2.607b -

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relagdo as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se
diferem, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 4: Continuacao

Contetido dos macronutrientes da parte aérea da planta de Eucalyptus

Isolados Contetido Ca Aumento (%) Eficiéncia Au(‘?/:)nto Contefido Mg Aumento (%) Eficiéncia A“(T/:)nto
(mg) (mg)
LEM 31 16.55b - 0.311b - 3.30b - 1.535b -
LEM 32 10.61b - 0.197b - 2.27b - 0.928b -
LEM 33 28.42b - 0.955a 315.8 7.22a 272.07 3.751a 271.4
LEM 34 26.69b - 0.630b - 6.35a 227.03 2.648b -
LEM 35 30.40a 256.41 0.823a 258.3 6.91a 256.17 3.739a 270.1
LEM 36 23.77b - 0.437b - 4.95b - 2.089b -
LEM 37 16.21b - 0.449b - 3.94b - 1.897b -
LEM 38 19.96b - 0.528b - 4.62b - 2.265b -
LEM 39 11.66b - 0.296b - 2.71b - 1.257b -
LEM 40 21.72b - 0.559b - 4.45b - 2.717b -
LEM 41 41.34a 384.74 0.930a 304.8 8.33a 328.99 4.601a 355.5
LEM 42 19.43b - 0.504b - 4.55b - 2.155b -
LEM 43 18.32b - 0.401b - 4.33b - 1.634b -
LEM 44 26.48b - 0.729a 217.7 6.07a 212.83 3.171a 213.9
LEM 45 35.73a 318.95 0.624b - 6.25a 222.13 3.522a 248.6
LEM 46 32.09a 276.31 0.787a 242.7 7.80a 301.86 3.209a 217.7
LEM 47 23.32b - 0.714a 211.1 5.74a 195.88 2.925b -
LEM 48 25.44b - 0.599b - 5.40b - 2.847b -
LEM 49 12.68b - 0.332b - 2.61b - 1.613b -
CONT 8.53b - 0.230b - 1.94b - 1.010b -

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relagdo as plantas nao inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se
diferem, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.



Tabela 5: Conteudo de N, P e K da raiz de plantas de Eucalyptus grandis inoculados com isolados de bactérias promotoras de crescimento de
plantas de solo rizosférico, e crescidas por 120 dias em casa de vegetagao.

Contetido dos macronutrientes da raiz da planta de Eucalyptus

Isolados Contetido Aumento Eficiéncia Aumento  Conteido Aumento Eficiéncia Aumento  Copteido  Aumento Eficiénci Aumento
N (mg) (%) (%) P (mg) (%) (%) K (mg) (%) faenaa (%)

LEM 1 28.62a 511.19 0.393b 958.4 1.84b 535.04 6.053b 910.2 25.52a 582.45 0.436b 828.9
LEM 2 9.09b - 0.077¢ - 0.57¢ - 1.230c - 9.28b - 0.077¢ -
LEM 3 22.71a 385.02 0.175¢ - 1.50b 417.22 2.624¢ - 20.19a 4399 0.195¢ -
LEM 4 6.91b - 0.059¢ - 0.56¢ - 0.733¢ - 5.63b - 0.073¢ -
LEM 5 24.61a 425.49 0.247b 563.3 1.45b 398.53 4.378b 630.7 18.49a 394.63 0.331b 604.6
LEM 6 10.16b - 0.064c - 0.64¢c - 1.021c¢ - 10.45b - 0.062¢ -
LEM 7 19.28a 311.65 0.148c - 1.57b 440.31 1.934c¢ - 21.21a 467.33 0.134¢ -
LEM 8 19.83a 323.56 0.199c¢ - 1.41b 386.89 2.785¢ - 14.20a 279.89 0.278b 491.4
LEM 9 15.69b - 0.171c - 0.99¢ - 2.758¢ - 15.92a 325.69 0.170¢ -
LEM 10 25.63a 447.24 0.298b 701.9 1.72b 49345 4.581b 664.6 1891a 405.8 0.408b 768.2
LEM 11 22.96a 390.41 0.207¢ - 1.51b 420.44 3.238¢ - 23.55a 529.76 0.202¢ -
LEM 12 17.39a 271.4 0.160c - 1.46b 402.12 1.907¢ - 12.97b - 0.214¢ -
LEM 13 13.42b - 0.131c - 1.03¢ - 1.722¢ - 17.18a 359.5 0.103¢ -
LEM 14 3091a 560.09 0.235b 531.0 1.96b 573.44 3.700b 517.6 21.78a 482.47 0.346b 636.3
LEM 15 40.47a 764.31 0.325b 773.3 2.83a 873.7 4.653b 676.5 27.09a 624.47 0.494b 950.9
LEM 16 17.95a 283.23 0.199c¢ - 1.40b 380.65 2.528¢ - 18.84a 403.86 0.198¢ -
LEM 17 25.33a 440.93 0.263b 607.2 1.27b 338.3 5.146b 758.8 19.72a 427.37 0.335b 613.3
LEM 18 19.40a 314.31 0.259b 595.8 1.42b 390.42 3.531b 489.4 24.25a 548.57 0.207¢ -
LEM 19 21.44a 357.79 0.207¢ - 1.58b 443 .83 2.805¢ - 16.75a 348.03 0.266¢ -
LEM 20 18.62a 297.56 0.158¢ - 1.53b 428.09 1.929¢ - 16.11a 330.96 0.188¢c -
LEM 21 9.98b - 0.136¢ - 0.71¢c - 1911c - 11.89b - 0.116¢ -
LEM 22 12.27b - 0.121c - 1.21b 316.18 1.277¢ - 11.66b - 0.132¢ -
LEM 23 18.67a 298.62 0.133¢ - 0.97¢c - 2.608¢c - 14.16a 278.64 0.175¢ -
LEM 24 18.72a 299.85 0.333¢ - 1.72b 490.91 3.640b 507.6 18.56a 396.37 0.344¢ -
LEM 25 12.93b - 0.166¢ - 0.89¢ - 2.409¢ - 13.41b - 0.159¢ -
LEM 26 8.07b - 0.073¢ - 0.65¢ - 0.924¢ - 8.79b - 0.067¢ -
LEM 27 31.81a 579.29 0.327b 781.1 1.92b 559.56 5.500b 818.0 16.80a 349.18 0.620b 1219.0
LEM 28 20.21a 331.66 0.168¢c - 1.22b 321.5 2.767¢ - 17.50a 368.06 0.198¢ -
LEM 29 35.64a 661.18 0.753a 1925.0 3.12a 974.14 8.554a 1327.6 19.18a 413.04 1.558a 3217.0
LEM 30 14.62b - 0.117¢ - 1.04c - 1.641c - 15.33a 309.99 0.111c -

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relagdo as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo

se diferem, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 5: Continuagao.

Conteiido dos macronutrientes da raiz da planta de Eucalyptus

Isolados Contetido N Aumento Eficiéncia Aumento Conteiido Aumento Eficiéncia Aumento Conteiiddo Aumento Eficiéncia Aumento
(mg) (%) (%) P (mg) (%) (%) K (mg) (%) (%)
LEM 31 7.18b - 0.066¢ - 0.53¢ - 0.900c - 8.35b - 0.057¢ -
LEM 32 4.77b - 0.070c 89.1 0.46¢ - 0.730c - 6.99b - 0.048¢ -
LEM 33 22.73a 385.48 0.342b 819.3 1.38b 374.59 5.650b 842.9 16.63a 344.76 0.468b 896.2
LEM 34 26.15a 458.54 0.258b 594.0 1.53b 427.32 4.413b 636.5 22.18a 493.27 0.304b 548.3
LEM 35 18.95a 304.75 0.168¢ - 1.42b 388.14 2.259¢ - 20.23a 441.17 0.159¢ -
LEM 36 23.62a 404.4 0.329b 784.3 1.65b 467.72 4.794b 700.1 19.83a 430.22 0.398b 747.9
LEM 37 11.96b - 0.092¢ - 0.77¢ - 1.508¢ - 11.08b - 0.099¢ -
LEM 38 15.33b - 0.157¢ - 1.22b 319 1.986¢ - 16.10a 330.63 0.150¢ -
LEM 39 6.05b - 0.090c - 0.48¢ - 1.146¢ - 8.92b - 0.061c¢ -
LEM 40 12.01b - 0.098¢ - 0.78¢ - 1.525¢ - 13.66b - 0.087¢ -
LEM 41 20.78a 343.82 0.255b 586.0 1.22b 320.41 4.343b 624.8 18.29a 389.21 0.298b 534.3
LEM 42 12.00b - 0.089¢ - 0.73¢ - 1.482¢ - 11.30b - 0.095¢ -
LEM 43 12.65b - 0.113¢ - 0.99¢ - 1.435¢ - 10.05b - 0.143¢ -
LEM 44 22.32a 376.59 0.167¢ - 1.03¢ - 3.638b 507.2 17.11a 357.67 0.223¢ -
LEM 45 19.03a 306.42 0.148¢ - 1.27b 337.01 2.209¢ - 16.79a 349.1 0.167¢ -
LEM 46 16.11b - 0.144c¢ - 1.11c - 2.086¢ - 15.16a 305.57 0.153¢ -
LEM 47 14.78b - 0.107¢ - 1.02¢ - 1.582¢ - 12.04b 222.07 0.134c¢ -
LEM 48 12.53b - 0.075¢ - 0.89¢ - 1.051¢ - 11.19b - 0.086¢ -
LEM 49 6.18b - 0.049¢ - 0.37¢ - 0.818¢ - 5.49b - 0.055¢ -
CONT 4.68b - 0.037¢ - 0.29¢ - 0.599¢ - 3.74b - 0.047¢ -

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relag@o as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se
diferem, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 6: Contetido de Ca e Mg da raiz de plantas de Eucalyptus grandis inoculados com isolados de bactérias promotoras de crescimento de

plantas de solo rizosférico, e crescidas por 120 dias em casa de vegetagao.
Contetido dos macronutrientes da raiz da planta de Eucalyptus

Isolados Conteido Ca Aumento (%) Eficiéncia Aumento Contetdo Mg Aumento (%) Eficiéncia Aumento
(mg) (%) (mg) (%)

LEM 1 8.80b 537.55 1.269a 898.7 2.99b 382.09 4.073b 1301.5
LEM 2 2.64c - 0.268¢ - 1.19¢ - 0.601c -
LEM 3 6.31c - 0.627¢ - 2.72b 338.57 1.552¢ -
LEM 4 2.47c - 0.165¢ - 0.95¢ - 0.439¢ -
LEM 5 7.09b 413.54 0.903b 611.0 2.72b 339.21 2.231b 667.8
LEM 6 2.88¢ - 0.226¢ - 1.40c - 0.468¢ -
LEM 7 6.66b 382.76 0.438¢c - 3.10b 400.21 0.977¢c -
LEM 8 4.49¢ - 0.895b 604.3 2.06¢ - 1.959¢ -
LEM 9 5.30c - 0.509¢ - 2.74b 342.39 1.000¢ -
LEM 10 8.17b 491.88 0.954b 650.4 3.37b 44432 2.422b 733.4
LEM 11 5.75¢ - 0.833b 555.2 4.29b 591.55 1.121¢ -
LEM 12 6.86b 396.94 0.416¢ - 2.57b 315.44 1.169¢ -
LEM 13 4.08c - 0.432¢ - 1.71c - 1.061c -
LEM 14 8.95b 548.44 0.847b 566.3 2.71b 337.98 2.689b 825.4
LEM 15 13.69a 891.43 1.017b 700.5 7.60a 1127 1.726¢ -
LEM 16 5.51c - 0.628¢ - 2.38b 284.83 1.526¢ -
LEM 17 8.24b 496.84 0.804b 532.8 2.73b 340.51 2.543b 775.1
LEM 18 8.19b 493.55 0.613c - 2.23¢c - 2.459% 746.2
LEM 19 7.01b 408.04 0.645¢ - 2.17¢ - 2.121b 629.7
LEM 20 5.98¢c - 0.488¢c - 1.90¢ - 1.568¢ -
LEM 21 4.58¢ - 0.322¢ - 1.68¢ - 0.862¢ -
LEM 22 4.41c - 0.340c¢ - 1.74c - 0.881c -
LEM 23 4.76¢ - 0.520c¢ - 2.17¢ - 1.157¢ -
LEM 24 7.14b 417.17 0.947b 644.9 2.39b 285.05 2.836b 875.7
LEM 25 6.89b 399.32 0.331c - 1.81¢ - 1.190¢ -
LEM 26 3.03¢c - 0.193c - 1.18¢c - 0.509¢ -
LEM 27 8.44b 511.59 1.256a 888.6 2.74b 341.42 4.083b 1304.9
LEM 28 6.49b 369.9 0.523¢ - 2.93b 373.32 1.159¢ -
LEM 29 14.77a 969.69 1.805a 1320.7 3.62b 483.97 7.470a 2470.3
LEM 30 3.95¢ - 0.476¢ - 1.77¢ - 1.028¢ -

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relagdo as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se
diferem, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 6: Continuacao.

Contetido dos macronutrientes da raiz da planta de Eucalyptus

Isolados Contetido Ca Aumento (%) Eficiéncia Au(‘?/:)nto Contefido Mg Aumento (%) Eficiéncia A“(T/:)nto
(mg) (mg)

LEM 31 2.36¢ - 0.203¢c - 0.91c - 0.527¢ -
LEM 32 1.9¢ - 0.179¢ - 1.16¢ - 0.291c -
LEM 33 5.98¢c - 1.366a 975.3 2.75b 343.25 2.857b 883.2
LEM 34 10.16b 635.97 0.664c¢ - 3.07b 395.05 2.219b 663.4
LEM 35 4.56¢ - 0.702¢ - 2.87b 362.88 1.127¢ -
LEM 36 8.34b 504.33 0.930b 631.6 2.67b 331.52 3.038b 945.3
LEM 37 5.01¢c - 0.223¢ - 1.87¢ - 0.610c -
LEM 38 5.36¢ - 0.462¢ - 2.44b 294.03 0.996¢ -
LEM 39 2.35¢ - 0.234c¢ - 0.88¢c - 0.623¢ -
LEM 40 3.67c - 0.324c¢ - 1.53¢ - 0.770c -
LEM 41 10.28b 64491 0.529¢ - 2.65b 327.81 2.003¢ -
LEM 42 3.95¢ - 0.273¢ - 1.54¢ 147.77 0.698¢ -
LEM 43 541c - 0.271c - 1.73¢ - 0.872¢ -
LEM 44 6.12¢ - 0.615¢ - 2.74b 342.87 1.371c -
LEM 45 5.97¢ - 0.478¢c - 3.23b 421.3 0.870c -
LEM 46 5.13¢ - 0.453¢ - 2.21c - 1.065¢ -
LEM 47 4.64c - 0.341c - 1.30¢c - 1.256¢ -
LEM 48 3.28¢c - 0.288¢ - 1.55¢ - 0.630c -
LEM 49 2.09¢ - 0.146¢ - 0.84c - 0.367¢c -
CONT 1.38¢ - 0.127¢ - 0.62¢ - 0.291c -

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relagdo as plantas ndao inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se
diferem, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 7: Conteudo total de N, P e K ¢ a eficiéncia de utilizagdo de macronutrientes de plantas de Eucaliptos grandis inoculados com isolados de

bactérias promotoras de crescimento de plantas de solo rizosférico, e crescidas por 120 dias em casa de vegetacao.

Contetido dos macronutrientes total da planta de eucaliptos e eficiéncia

Isolados Conteddo N  Aumento Efic. Aumento  Conteido P  Aumento Efic Aumento  Conteido K Aumento Efic Aumento
(mg) (%) (%) (mg) (%) : (%) (mg) (%) : (%)
LEM 1 126.28a 371.41 0.81b 556.6 5.79a 442 .41 17.69b 472.6 89.24a 42445 1.15b 490.6
LEM 2 52.85¢ - 0.25d - 2.08c - 6.27d - 37.58b - 0.35d -
LEM 3 116.16a 333.63 0.43c 249.9 4.33b 305.76 11.56¢ 274.2 67.19a 294.82 0.74b 282.0
LEM 4 47.36¢ - 0.19d - 2.28¢ - 3.85d - 32.36b - 0.27d -
LEM 5 114.47a 327.30 0.56b 353.9 5.03a 372.01 12.77¢ 313.3 78.01a 358.43 0.81b 316.8
LEM 6 54.00c - 0.20d - 1.91c¢ - 5.74d - 36.23b - 0.30d -
LEM 7 136.16a 408.30 0.43c¢ 249.3 5.69a 433.74 10.60c 243.0 83.96a 393.38 0.70¢ 259.1
LEM 8 93.59b 249.38 0.45¢ 265.5 3.86b 262.27 11.00c 256.1 63.25a 271.70 0.67¢ 243.8
LEM 9 87.84b 227.90 0.39¢ 217.8 3.08¢ - 11.31c 266.1 56.18a 230.12 0.62¢ 219.9
LEM 10 131.68a 391.55 0.58b 370.3 5.82a 445.49 13.14¢ 325.5 90.17a 429.87 0.85b 337.0
LEM 11 96.52b 260.29 0.44c 256.1 4.30b 302.81 9.98d - 66.91a 293.22 0.64c¢ 226.4
LEM 12 123.92a 362.61 0.47c 281.7 5.12a 379.93 11.45¢ 270.5 70.28a 312.99 0.82b 321.7
LEM 13 61.37c - 0.28d - 2.30c - 7.63d - 47.79b - 0.36d -
LEM 14 116.48a 334.81 0.61b 392.7 5.38a 404.47 13.19¢ 327.0 68.71a 303.79 1.04b 431.8
LEM 15 117.61a 339.02 0.63b 411.0 5.20a 387.74 14.38¢c 365.6 72.71a 327.30 1.02b 425.9
LEM 16 90.52b 237.92 0.63b 410.8 4.58b 329.41 12.57¢ 306.7 78.72a 362.59 0.74b 280.8
LEM 17 98.33b 267.05 0.56b 355.0 3.34c¢ - 16.63b 438.2 70.14a 312.18 0.79b 305.5
LEM 18 83.97b 213.45 0.55b 343.9 4.05b 279.23 11.34c 267.0 69.24a 306.91 0.66¢ 236.8
LEM 19 104.92b 291.68 0.62b 399.2 4.48b 319.69 14.57¢ 371.5 77.88a 357.69 0.83b 326.4
LEM 20 83.77b 212.72 0.39¢ 215.1 4.29b 301.83 7.63d - 58.67a 244.79 0.56¢ 185.1
LEM 21 71.21c - 0.30d - 2.43¢ - 8.73d - 48.11b - 0.44d -
LEM 22 87.43b 226.36 0.30d - 3.73b 249.93 7.13d - 54.25b - 0.49¢ 149.3
LEM 23 92.77b 246.32 0.46¢ 272.8 3.64c - 11.71c 279.2 57.77a 239.52 0.75b 284.2
LEM 24 109.48a 308.67 0.72b 478.7 5.90a 453.56 13.47¢ 335.9 77.45a 355.14 1.02b 422.6
LEM 25 5431c - 0.29d - 2.51c - 6.11d - 41.83b - 0.37d -
LEM 26 59.40c - 0.20d - 2.61c - 4.75d - 41.64b - 0.29d -
LEM 27 136.35a 408.98 0.73b 491.1 5.55a 419.94 18.01b 482.8 77.64a 356.24 1.29b 561.5
LEM 28 89.21b 233.01 0.38c 204.9 3.47c - 9.66d - 59.94a 252.23 0.56¢ 188.7
LEM 29 162.10a 505.12 1.29a 941.0 7.94a 644.18 26.22a 748.9 100.56a 490.94 2.11a 985.3
LEM 30 70.02¢ - 0.35¢ 179.2 3.57¢ - 6.80d - 57.64a 238.73 0.42d -

Aumentos em porcentagem estd sendo apresentado em relagdo as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem, pelo teste
de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 7: Continuagao.

Contetido dos macronutrientes total da planta de eucaliptos e eficiéncia

Conteiiddo  Aumento Aumento Contetdo P Aumento Conteido  Aumento Aumento
Isolados N (mg) (%) Efic. (%) (mg) Aumento (%) Efic. (%) K (mg) (%) Efic. (%)
LEM 31 43.42¢ - 0.20d - 2.17¢ - 3.96d - 34.99b - 0.25d -
LEM 32 29.04c - 0.14d - 1.39¢ - 2.97d - 25.55b - 0.16d -
LEM 33 103.57b 286.62 0.62b 401.1 3.82b 258.02 16.74b 441.8 61.72a 262.70 1.04b 431.8
LEM 34 96.35b 259.67 0.46¢ 273.6 3.65¢ - 1231¢ 298.3 6531a 283.82 0.69¢ 252.1
LEM 35 110.14a 311.15 0.42¢ 239.1 5.13a 381.23 9.01d - 78.96a 363.99 0.59¢ 205.0
LEM 36 73.35¢ - 0.49¢ 295.7 3.92b 267.26 9.33d - 56.92a 234.47 0.64c 231.0
LEM 37 57.71c - 0.25d - 2.70¢ - 5.25d - 42.38b - 0.33d -
LEM 38 74.37¢ - 0.31d - 3.21c - 7.15d - 53.55b - 0.43d -
LEM 39 42.29¢ - 0.16d - 1.53¢ - 4.40d - 30.24b - 0.22d -
LEM 40 71.52¢ - 0.29d - 2.89¢ - 7.19d - 51.61b - 0.40d -
LEM 41 121.68a 354.23 0.59b 379.2 4.32b 304.59 16.79b 443.6 71.12a 317.95 1.02b 421.9
LEM 42 70.18¢ - 0.25d - 2.60c - 6.74d - 41.62b - 0.42d -
LEM 43 56.05¢ - 0.28d - 2.95¢ - 5.03d - 39.38b - 0.38d -
LEM 44 87.65b 227.20 0.47¢ 276.5 3.00c - 13.32¢ 331.3 62.11a 264.98 0.65¢ 232.5
LEM 45 91.84b 242.85 0.45¢ 263.3 3.89b 264.77 10.44c 237.8 69.44a 308.05 0.59¢ 201.4
LEM 46 90.62b 238.27 0.47¢ 283.0 4.32b 304.99 9.79d - 71.10a 317.80 0.59¢ 204.3
LEM 47 74.04¢ - 0.39¢ 211.6 3.04c - 9.78d - 52.80b - 0.54¢ 179.1
LEM 48 76.93¢ - 0.31d - 3.27¢ - 7.29d - 51.67b - 0.46d -
LEM 49 40.96¢ - 0.17d - 1.55¢ - 4.40d - 27.93b - 0.24d -
CONT 26.79¢ - 0.12d - 1.07¢ - 3.09d - 17.02b - 0.19d -

Aumentos em porcentagem estd sendo apresentado em relacdo as plantas ndo inoculadas

de Scott-knott a 5% de probabilidade.

. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem, pelo teste
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Tabela 8: Contetdo total de Ca e Mg e a eficiéncia de utilizacao de macronutrientes de plantas de Eucalyptus grandis inoculados com isolados
de bactérias promotoras de crescimento de plantas de solo rizosférico, e crescidas por 120 dias em casa de vegetacao.
Contetido dos macronutrientes total da planta de eucalyptus e eficiéncia

Isolados Conteiido Ca (mg) Aumento (%) Eficiéncia Au(mq:)n to Contetdo Mg (mg) Aumento (%) Eficiéncia Au(n:/:)n to
LEM 1 57.78a 483.09 1.77b 430.7 12.23a 377.56 8.45¢ 552.8
LEM 2 19.10¢ - 0.69¢ - 5.47b - 2.38¢ -
LEM 3 34.19b 245.07 1.46b 337.5 9.97a 289.23 5.07¢ 291.3
LEM 4 17.31¢c - 0.50¢ - 4.03b - 2.16e -
LEM 5 35.66b 259.83 1.77b 430.8 11.43a 346.45 5.52¢ 326.4
LEM 6 15.63¢ - 0.70c - 4.56b - 2.41e -
LEM 7 45.88a 363.05 1.26b 278.4 12.46a 386.61 4.72d 264.5
LEM 8 28.75¢ - 1.48b 342.2 7.96b - 5.34¢ 312.2
LEM 9 33.26b 235.61 1.04¢ - 8.88a 246.94 3.88d 199.5

LEM 10 46.37a 367.95 1.66b 397.9 12.27a 379.19 6.36¢ 390.9

LEM 11 32.41b 227.06 1.32b 294.7 10.97a 328.34 3.89d 200.8

LEM 12 41.23b 316.09 1.40b 320.2 10.66a 316.49 5.53¢ 326.9

LEM 13 17.66¢ - 0.97¢ - 4.78b - 3.57d 176.1

LEM 14 45.09a 355.00 1.60b 380.0 9.69a 278.34 7.34c 467.2

LEM 15 44.43a 348.40 1.71b 413.0 14.13a 451.80 5.27¢ 306.9

LEM 16 42.30b 326.88 1.38b 313.7 9.99a 290.05 5.83¢ 350.6

LEM 17 38.05b 284.02 1.48b 342.2 941la 267.43 5.90¢c 355.5

LEM 18 35.70b 260.25 1.27b 281.7 8.40a 228.13 5.48¢c 323.0

LEM 19 40.31b 306.77 1.61b 382.4 9.71a 279.18 6.73¢c 419.7

LEM 20 31.54b 218.25 1.04¢ - 6.83b - 4.76d 267.7

LEM 21 26.48¢c - 0.81¢c - 6.55b - 3.24d 150.4

LEM 22 33.65b 239.54 0.78¢ - 7.11b - 3.74d 189.2

LEM 23 30.87b 211.50 1.38b 314.5 7.84b - 5.42¢ 318.3

LEM 24 53.51a 440.01 1.46b 338.5 10.95a 327.79 7.14c 451.7

LEM 25 28.24c¢ - 0.55¢ - 5.68b - 2.70e -

LEM 26 23.35¢ - 0.52¢ - 5.16b - 2.34¢ -

LEM 27 47.58a 380.17 2.11b 533.2 10.49a 309.51 9.58b 640.1

LEM 28 31.85b 221.39 1.06¢ - 8.68a 239.15 3.95d 204.8

LEM 29 66.67a 572.83 3.14a 839.6 14.99a 485.31 13.96a 978.4

LEM 30 27.96¢ - 0.87¢ - 6.82b - 3.59d 177.2

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relagdo as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem, pelo
teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 8: Continuagao.

Conteiido dos macronutrientes total da planta de eucalyptus e eficiéncia

Contetido Ca Aumento Aumento
Isolados (mg) Aumento (%) Eficiéncia (%) Conteiido Mg (mg) Aumento (%) Eficiéncia (%)
LEM 31 18.91c - 0.47¢ - 4.22b - 2.04e -
LEM 32 12.52¢ - 0.33¢ - 3.43b - 1.19¢ -
LEM 33 34.40b 247.16 1.86b 458.7 9.97a 289.35 6.41c 394.8
LEM 34 36.85b 271.88 1.22b 264.2 9.42a 267.75 4.78d 269.1
LEM 35 34.95b 252.73 1.32b 294.9 9.78a 282.04 4.82d 272.1
LEM 36 32.12b 224.10 1.15b 245.8 7.62b - 4.84d 273.7
LEM 37 21.22¢ - 0.66¢ - 5.81b - 2.41e -
LEM 38 25.33¢ - 0.91c - 7.07b - 3.25d 151.2
LEM 39 14.01c - 0.48¢ - 3.59b - 1.86¢ 43.7
LEM 40 25.38¢ - 0.82¢ - 5.98b - 3.47d 167.8
LEM 41 51.63a 420.99 1.41b 321.5 10.98a 328.75 6.57c 407.2
LEM 42 23.38¢ - 0.74¢ - 6.09b - 2.85¢ -
LEM 43 23.73¢ - 0.65¢ - 6.06b - 2.48¢ -
LEM 44 32.60b 228.98 1.23b 269.1 8.82a 244 .34 4.53d 250.1
LEM 45 41.70b 320.81 0.98¢ - 9.48a 270.36 4.27d 229.9
LEM 46 37.22b 275.61 1.15b 244.0 10.01a 290.85 4.27d 229.8
LEM 47 27.96¢ - 1.02¢ - 7.04b - 4.10d 216.8
LEM 48 28.71¢c - 0.83¢ - 6.95b - 3.46d 167.0
LEM 49 14.76¢ - 0.46¢ - 3.45b - 1.97¢ -
CONT 9.91c - 0.33¢ - 2.56b - 1.29¢ -

Aumentos em porcentagem esta sendo apresentado em relag@o as plantas ndo inoculadas. Nas mesmas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem,

pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.
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