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RESUMO

AFONSO, Ranyer Lucas Campos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Bactérias diazotrdéficas no crescimento inicial de eucalipto. Orientador: Leonardus Vergiitz.
Coorientadores: Ivo Ribeiro da Silva, Marliane de Cassia Soares da Silva e Rafael da Silva
Teixeira.

Diversos estudos demonstram a existéncia de bactérias e actinobactérias atuando
endofiticamente na rizosfera e/ou proximo da rizosfera do eucalipto. Porém, ainda ndo é
comprovado se o potencial de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) desses microrganismos €
eficiente em disponibilizar N e influenciar no desenvolvimento do eucalipto. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a efici€ncia de bactérias e actinobactérias diazotroficas isoladas
a partir de plantios de eucalipto no fornecimento de N para a planta. Para isso, instalamos um
experimento em casa de vegetacdo com 13 inoculantes (Bactérias (Bac.) 43, 27, 64, 77, 76, 50,
15, 69, 48, 74 e Actnobactérias (Act.) 09, 23 e 57), além de um controle sem inoculagio e sem
adubacdo nitrogenada (Sem inoc — N) e outro sem inoculacdo e com adubac¢do nitrogenada
(Sem inoc + N). Foi utilizado um delineamento em blocos casualizados com quatro repeti¢des.
Na planta foram avaliadas a massa de matéria seca da planta (MMSP), N na planta (N planta),
Delta N (Contetdo de N na planta com inoculagdo - N (N plantacy) — Contetido de N na planta
sem inoculagdo - N (Nplantasy)), superficie foliar (SF), taxa crescimento do didametro do caule
(TCDC) e a taxa de crescimento da altura da planta (TCA). No solo foram avaliados o C da
biomassa microbiana (C-BM), N da biomassa microbiana (N-BM), C/N da biomassa
microbiana (C/N-BM), C organico total (COT), N total (NT), C 1abil (CL) e N I4bil (NL). Apds
120 dias de cultivo e 90 dias ap0s a primeira inocula¢do dos solos, o solo no qual foi inoculado
a Bac. 23 proporcionou maior taxa de crescimento em diametro do caule do eucalipto (TCDC)
em relacdo as plantas cultivadas em solo sem adubacdo nitrogenada e sem inoculacdo. Porém,
a superficie foliar (SF), o contetido de nitrogé€nio na planta e a massa de matéria seca de plantas
(MMSP) nao foram influenciados pelas inoculagdes. Os dados encontrados para a SF, MMSP
e para o contetdo de N na planta sdo suficientes para comprovar a baixa efici€éncia das bactérias
e actinobactérias no desenvolvimento do eucalipto nas condi¢des do nosso estudo. De maneira
geral, podemos concluir que nas condicdes do nosso estudo as bactérias e actinobactérias
avaliadas nao foram eficientes em relagdo a FBN e pouco interferiram no desenvolvimento do

eucalipto.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica de nitrogénio. Bactérias. Actinobactérias.



ABSTRACT

AFONSO, Ranyer Lucas Campos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2020.
Diazotrophic bacteria in the initial growth of eucalyptus. Adviser: Leonardus Vergiitz.
Co-advisers: Ivo Ribeiro da Silva, Marliane de Céassia Soares da Silva and Rafael da Silva
Teixeira.

Several studies demonstrate the existence of bacteria and actinobacteria acting endophytically
in the rhizosphere and/or near to the rhizosphere of eucalyptus. However, it is not yet proven
whether the potential for biological nitrogen fixation (BNF) of these microorganisms is efficient
in providing N and influencing the development of eucalyptus. Thus, the objective of this study
was to evaluate the efficiency of diazotrophic bacteria and actinobacteria isolated from
eucalyptus plantations in supplying N to the plant. For this, we installed an experiment in a
greenhouse with 13 inoculants (Bacteria (Bac.) 43, 27, 64, 77, 76, 50, 15, 69, 48, 74 and
Actnobacteria (Act.) 09, 23 and 57), in addition to a control without inoculation and without
nitrogen fertilization (Without inoc. — N) and another without inoculation and with nitrogen
fertilization (With inoc. + N). A randomized block design with four replications was used. In
the plant, the plant dry matter mass (MMSP), N in the plant (N plant), Delta N (N content in
the inoculated plant - N (N plantaCI) - N content in the plant without inoculation - N (
NplantaSI)), leaf surface (SF), stem diameter growth rate (TCDC) and plant height growth rate
(TCA). In the soil, microbial biomass C (C-BM), microbial biomass N (N-BM), microbial
biomass C/N (C/N-BM), total organic C (TOC), total N (NT), C labile (CL) and N labile (NL).
After 120 days of cultivation and 90 days after the first inoculation of the soils, the soil in which
Bac. 23 provided a higher growth rate in eucalyptus stem diameter (TCDC) in relation to plants
grown in soil without nitrogen fertilization and without inoculation. However, leaf surface (SF),
plant nitrogen content and plant dry matter mass (MMSP) were not influenced by inoculations.
The data found for SF, MMSP and for the N content in the plant are sufficient to prove the low
efficiency of bacteria and actinobacteria in the development of eucalyptus under the conditions
of our study. In general, we can conclude that under the conditions of our study, the bacteria
and actinobacteria evaluated were not efficient in relation to BNF and had little interference in

the development of eucalyptus.

Keywords: Biological nitrogen fixation. Bactéria. Actinobactéria.
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ARTIGO

BACTERIAS DIAZOTROFICAS NO CRESCIMENTO INICIAL DE EUCALIPTO

Ranyer Lucas Campos Afonso!; Rafael da Silva Teixeira'; Marliane de Cassia Soares da

Silva?; Ivo Ribeiro da Silva'; Leonardus Vergiitz!

'Departamento de Solos, Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Brasil

’Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Brasil

RESUMO

Diversos estudos demonstram a existéncia de bactérias e actinobactérias atuando
endofiticamente na rizosfera e/ou proximo da rizosfera do eucalipto. Porém, ainda ndo é
comprovado se o potencial de fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) desses microrganismos €
eficiente em disponibilizar N e influenciar no desenvolvimento do eucalipto. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de bactérias e actinobactérias diazotréficas isoladas
a partir de plantios de eucalipto no fornecimento de N para a planta. Para isso, instalamos um
experimento em casa de vegetacdo com 13 inoculantes (Bactérias (Bac.) 43, 27, 64, 77, 76, 50,
15, 69, 48, 74 e Actnobactérias (Act.) 09, 23 e 57), além de um controle sem inoculagdo e sem
adubacdo nitrogenada (Sem inoc — N) e outro sem inoculacdo e com adubagdo nitrogenada
(Sem inoc + N). Foi utilizado um delineamento em blocos casualizados com quatro repeti¢des.
Na planta foram avaliadas a massa de matéria seca da planta (MMSP), N na planta (N planta),
Delta N (Contetdo de N na planta com inoculagdo - N (N plantacy) — Contetido de N na planta
sem inoculagdo - N (Nplantasy)), superficie foliar (SF), taxa crescimento do didmetro do caule
(TCDC) e a taxa de crescimento da altura da planta (TCA). No solo foram avaliados o C da
biomassa microbiana (C-BM), N da biomassa microbiana (N-BM), C/N da biomassa
microbiana (C/N-BM), C organico total (COT), N total (NT), C 1abil (CL) e N I4bil (NL). Apds
120 dias de cultivo e 90 dias apds a primeira inoculagao dos solos, o solo no qual foi inoculado
a Bac. 23 proporcionou maior taxa de crescimento em didmetro do caule do eucalipto (TCDC)
em relacdo as plantas cultivadas em solo sem adubagdo nitrogenada e sem inoculacdo. Porém,
a superficie foliar (SF), o conteudo de nitrogénio na planta e a massa de matéria seca de plantas
(MMSP) nao foram influenciados pelas inoculagdes. Os dados encontrados para a SF, MMSP

e para o conteido de N na planta sao suficientes para comprovar a baixa eficiéncia das bactérias
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e actinobactérias no desenvolvimento do eucalipto nas condi¢des do nosso estudo. De maneira
geral, podemos concluir que nas condi¢des do nosso estudo as bactérias e actinobactérias
avaliadas nao foram eficientes em relagao a FBN e pouco interferiram no desenvolvimento do

eucalipto.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica de nitrogénio. Bactérias. Actinobactérias.
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1. INTRODUCAO

O eucalipto € uma das espécies florestais de maior relevancia econdmica do mundo
(FAO, 2014). As florestas de eucalipto representam 77, 38 % de uma &rea total de 9.002.594
hectares de florestas plantadas no Brasil, alcancando produtividades médias de 36 m>/ha/ano
(IBA, 2020). A demanda da indistria por matéria prima para producio de papel, celulose,
carvdo vegetal e mais recentemente movelaria fina e bioprodutos tem alavancado esse
crescimento (Gatto et al, 2014; Hodecker et al, 2018).

Os fatores nutricionais e hidricos t€ém sido apontados como os principais responsaveis
para a obtencdo de altas produtividades (Barros & Comerford (2002); Da Silva et al, 2014;
Hodecker et al, 2014), uma vez que o eucalipto apresenta elevada exigéncia nutricional (Laclau
et al, 2010), em razdo da alta produtividade e rdpido ganho de biomassa. Neste contexto, o
manejo adequado do N nos plantios de eucalipto torna-se extremamente importante, uma vez
que ele estd intrinsicamente associado ao crescimento de plantas (Gupta et al, 2019).
Frequentemente, niveis de produtividades considerdveis sdo alcancados pelas plantacdes de
eucalipto mesmo em manejos com aplicagcdo de doses de N inferiores aquelas demandadas pelas
plantas, sinalizando haver o acesso de outros compartimentos de N no solo.

No solo, a maior parte do N estd presente em formas organicas (Schulten & Schnitzer,
1997), o qual poderd ser acessado em maiores quantidade pela planta por mecanismos de
interagdo planta-microrganismos-solo (Kuzyakov,2010) que influenciam na taxa de
mineralizacdo da matéria organica do solo (MOS). No entanto, tal compartimento poderia ser
exaurido ao longo do tempo diminuindo a sustentabilidade do sistema quando nao ha reposi¢cao
de N via fertilizacdes (mineral ou organica). Por outro lado, estudos tem demonstrado a
presenca de microrganismos com potencial de fixagdo biologica de N (FBN) agindo
endofiticamente (Miguel et al, 2016) ou associados as raizes do eucalipto (Da Silva et al, 2014),
podendo estar ocorrendo o fornecimento de N para as plantas via FBN.

A atmosfera € o maior reservatorio de N da terra, onde 78 % do ar atmosférico é
composto pelo gis N2 (Zerlde & Mikhail, 2017). Porém, as plantas ndo conseguem assimilar o
N> atmosférico devido a ligacdo tripla, de alta energia, entre os 4tomos de N, dificultando a sua
transformacdo em formas assimildveis pelas plantas. Essa ligacdo pode ser quebrada durante a
fixacdo bioldgica de N (FBN), realizada por bactérias diazotréficas simbidticas ou ndo
simbidticas (Smercina et al, 2019). A enzima nitrogenase, presente nessas bactérias, é
responsavel pela conversdo do N> a amonia (NH3) (Kaschuk & Hungria, 2017; Zerlde &
Mikhail, 2017; Gupta et al, 2019). O input de N proporcionado pela FBN, além de incorporar



13

ao solo uma forma de N assimildvel pelas plantas, pode restituir parte do N perdido durante o
processo de desnitrificacdo (Dixon & Kahn, 2004), além de perdas em decorréncia de
lixiviacdo, volatilizagdo, escorrimento superficial e de processos erosivos.

As bactérias diazotréficas sdao divididas em quatro grupos: vida livre, associativas,
endofiticas e simbidticas (Kaschuk & Hungria, 2017). Algumas sdao consideradas bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP) por fixarem nitrogénio, produzirem hormdnios
reguladores de crescimento ou por solubilizarem o P fortemente adsorvido nos minerais de
argila (Longatti et al, 2013). Existe também a possibilidade de um mesmo diazotréfico atuar
em diversos mecanismos de crescimento de plantas (Avila, 2019).

As actinobactérias pertencem a um importante filo de bactérias gram-positivas. Estudos
precursores mostraram que existe a possibilidade de plantas de eucalipto serem favorecidas pela
acdo de algumas actinobactérias, uma vez que elas demonstram potencial de FBN (Miguel et
al, 2016; Fonseca et al, 2018). Todavia, apesar desses microrganismos apresentarem tal
potencial, a sua influéncia sobre plantas de eucalipto, por meio da FBN, ainda é desconhecida.

A possibilidade de FBN em florestas de eucalipto pode representar um avango na
compreensdo do balanco do N em sitios florestais e uma tentativa pertinente pela busca de
producdo de florestas sustentaveis. Porém, estudos que quantifiquem a efetiva contribui¢do das
bactérias ndo simbidticas no fornecimento de N via FBN para as plantas de eucalipto sdao
€SCassos.

Desta forma, nossa hipétese € de que a inoculagdo de microrganismos diazotréficos na
cultura do eucalipto aumenta o fornecimento de N para as plantas, melhorando o seu
crescimento. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a efetiva contribui¢do de bactérias e
actinobactérias diazotréficas, isoladas da rizosfera de florestas de eucalipto, no fornecimento

de N ao eucalipto via FBN e desenvolvimento das plantas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Instalagdo do experimento

O estudo foi realizado em casa de vegetacao, utilizando-se mudas de eucalipto (Clone
I-144) plantadas em solo classificado como Latossolo Amarelo (Tabela 1). O solo foi coletado
em uma area de cerrado com cobertura tipica do bioma. Ap6s o plantio foram aplicados 13
inoculantes microbianos (Tabela 2), compostos de diferentes isolados de bactérias e

actinobactérias fixadoras de N, oriundo de solos cultivados com Eucalipto.
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Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do Latossolo Amarelo utilizado no experimento
(Caracterizacdo anterior a correcao e fertilizacao do solo)
Propriedades quimicas

pH n20 4,52
H + Al (cmol. dm™) 3,40
AI** (cmole dm™) 0,49
Ca** (cmol. dm™) 0,04
Mg?* (cmol. dm™) 0,01

K* (mg dm™) 7,00
P (mg dm™) 0,10
S (mg dm™) 14,90
Fe (mg dm™) 20,90
Zn (mg dm™) 0,70
CTC (T) (cmolc dm™) 3,47

COT dag kg'! 0,59
NT dag kg! 0,035

Propriedades fisicas

Areia grossa (%) 24.8

Areia fina (%) 46,6
Silte (%) 7,3

Argila (%) 21,3

pHuzo (L:S 2,5 L kg!; Embrapa, 2011); H + Al - Extrator Acetato de Célcio 0,5
mol/L - pH 7,0; Ca>*, Mg** e AI** trocdveis em extrato de 1 mol L' KCI; P, K e
Fe disponiveis extraidos por Mehlich-1; S: extraido por fosfato monocalcico em
acido acético; CTC potencial (T): Capacidade de troca catidnica, mensurada com
4cido acético 0,5 mol L' em acetado de célcio a pH 7,0; Anlise granulométrica
pelo método da pipeta (Ruiz et al., 2005).

Fonte: Autor

Os solos foram secos ao ar e peneirados em peneira de 2 mm para a obtengdo de terra
fina seca ao ar (TFSA). Na sequéncia, 7 dm® de solo foram armazenados em sacos pldsticos,
representando uma unidade experimental. Posteriormente, os solos receberam a aplicacdo de
calcario (CaCO3 e MgCOs3 p.a. (3:1 razdo molar)), os quais foram incubados por 30 dias na
umidade de 80 % da capacidade de campo.

Ap6s a incubacdo do solo, uma solugdo nutritiva (Novais et al., 1991) foi aplicada com
auséncia de N para os respectivos tratamentos e realizado a homogeneizagao das amostras com
acomodagio em vasos de pldstico de 10 dm?.

Os 15 tratamentos foram arranjados em delineamento em blocos casualizados com
quatro repeticdes. Cada unidade experimental recebeu o plantio de uma muda de eucalipto. Para

que houvesse uma concentragdo minima de N no solo para as plantas desenvolverem, foram
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aplicados 5 mg dm™ de N via soluciio em todos os tratamentos aos 60 dias apés o plantio.
Portanto considerando que os vasos utilizados (unidades experimentais) continham 7 dm? de
solo, foram aplicados 35 mg/vaso de N.

Os inoculantes foram aplicados aos 30 e 60 dias apds o plantio das mudas de eucalipto,
visando aumentar as chances de colonizacdo do solo pelos microrganismos (Material
suplementar — Figura 1). Os inoculantes foram obtidos por meio da incubacdo de diferentes
bactérias (isolados) (Tabela 2) em meio BDA (batata, dextrose, agar), por 24 horas,

apresentando contagem entre 9,1 x 10°a 3,1 x 10’ UFC mL"".

Tabela 2. Espécie dos isolados utilizados para obtenc¢do dos inoculantes e microrganismos
aos quais proporcionalmente se assemelham

Isolados de Bactérias” Espécie

43 Pandoraea sputorum
27 Pandoraea oxalativorans
64 Stenotrophomonas maltophilia
77 Paraburkholderia sp.
76 Burkholderia sp.
50 Pandoraea oxalativorans
15 Pandoraea oxalativorans
69 Burkholderia sp.
48 Pseudomonas sp.
74 Pandoraea oxalativorans

Isolados de Actnobactérias” Espécie
09 Streptomyces panaciradicis
23 Streptomyces gramineus
57 Streptomyces malaytiense

Fonte: Autor

As actinobactérias (Act.) utilizadas para producdo dos inoculantes foram cultivadas em
placas de Petri com meio BDA (batata, dextrose, agar) por uma semana e em seguida foi
preparada uma suspensao com hifas e esporos presentes na superficie do meio.

Em ambas as inoculacdes, independente do inoculante, foram aplicados 2 mL por
unidade experimental (planta) e ambas as inoculacdes. O tratamento sem inoculante (Sem inoc.
— N) e sem inoc. + N receberam apenas a aplicagdo de 2 mL do meio BDA, aos 30 e 60 dias
apo6s o plantio. O experimento foi conduzido durante 125 dias, apés o qual foi desmontado e

realizadas as andlises de planta e solo.

2.2. Andlises da planta
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Ao aplicar os tratamentos as mudas de eucalipto foram mensuradas quanto ao didmetro
do caule (DC) por meio de um paquimetro e a altura (A) por meio de uma fita métrica. Por
ocasiao do término do experimento as mudas foram novamente mensuradas quanto ao DC e A
de forma que pudéssemos obter a taxa de crescimento em diametro do caule (TCDC; mm/dia)
e a taxa de crescimento em altura didria do eucalipto (TCA; mm/dia) segundo as Equacdes 1 e

2.

TCDC (cm™) = (DCf— DCi) / NDAPI Equacdo 1.
TCA (cm™) = (Af — Ai) / NDAPI Equacdo 2.
Onde o DCf (cm) € o didmetro do coleto mensurado na data da colheita (125 dias ap6s o plantio
e 95 dias ap0s a primeira aplicacdo dos inoculantes); DCi (cm) € o diametro do coleto da planta
no momento da primeira aplica¢gdo dos inoculantes (30 dias apds o plantio); e NDAPI (niimero
de dias apds a primeira inoculacdo) Af (cm) € a altura da planta mensurada na data da colheita
(125 dias ap6s o plantio e 95 dias ap6s a primeira aplicac@o dos inoculantes); Ai (cm) € a altura
da planta no momento da primeira aplica¢do dos inoculantes (30 dias apds o plantio).

Aos 125 dias ap06s o plantio as plantas foram colhidas e seus componentes separados em
folhas, galhos, caule e raizes. As folhas foram separadas e determinadas a superficie foliar (SF;
m?) por meio do equipamento LI-3100 AREA METER. Entdo, cada componente da planta foi
seco em estufa de circulacdo de ar forcada a 65 ° C por 72 horas até obtencao de peso constante
e determinagdo da massa de matéria seca (MMS) de cada componente. Na sequéncia as
amostras vegetais foram moidas em moinho tipo Willey e submetidas a digestdo sulfirica com
posterior destilacao (destilador Kjeldahl) e titulagdo com 4cido-base para a determinagao dos

teores de N nos tecidos.

2.3. Andlises quimicas do solo

Ao término do experimento, foi utilizada uma sonda de PVC de 75 mm por meio da
qual foram cuidadosamente coletadas subamostras da camada de 0-10 cm de profundidade de
cada unidade experimental (Material suplementar - Figura 2). Posteriormente foram secas ao ar
para posteriores andlises. Assim, foram determinados nas amostras de solo os teores de C
organico total do solo (COT) pelo método de oxida¢ao via imida (Yeomans & Bremner, 1988),
teores de C labil (CL) por oxidacdo com KMnO4 (Shang & Tiessen, 1997), Nitrogénio total
(NT) pelo método adaptado de Bremner & Mulvaney (1982) e Tedesco et al. (1995) e o
Nitrogénio 14bil (NL) utilizando o extrato obtido na andlise de CL e precedendo a destilagcdo e

titulagao segundo o método de Bremner & Mulvaney (1982) e Tedesco et al. (1995).
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2.4. Andlises microbiologicas do solo

Ao término do experimento, durante a retirada das subamostras para realizacdo das
andlises quimicas do solo, foram retiradas quantidades suficientes para a realiza¢ao das analises
microbioldgicas (Material suplementar - Figura 2). Porém, nesse caso tomou-se o cuidado de
preservar a umidade da amostra e, apds a passagem em peneira de 2 mm, procedeu-se as
andlises de C e N associados a biomassa microbiana. A determina¢do do C da biomassa
microbiana (C-BM) foi realizada segundo o método proposto por Islam & Weil (1998) e
Tedesco (1995). Por sua vez, as fracdes de N da biomassa microbiana (N-BM) foram
determinadas utilizando o método proposto por Islam & Weil (1998) com posterior destilagdao

e titulacdo segundo o método de Bremner & Mulvaney (1982) e Tedesco et al. (1995).

2.5. Andlise estatistica

Os dados de CDC, CA, SF, MMS e contetido de N na folha, galho, caule e raiz, COT,
NT, CL, NL, C-BM, N-BM e C/N-BM foram submetidos a andlises das pressuposi¢des da
estatistica paramétrica por meio do teste de Shapiro-Wilk para a normalidade e teste de Levene
para a homocedasticidade dos dados. Para o NT e N-BM foram necessarios a transformagao
BOX-COX para que as premissas fossem atendidas, entretanto as varidveis NL e NBM ndo se
adequaram a estatistica paramétrica. Assim, o NL e NBM foram analisados por teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de z-valores para compara¢des multiplas.
Posteriormente, para comparagdes apenas entre os tratamentos que receberam inoculagdo, os
dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e seguida a compara¢@o das médias
pelo teste de Scott-Knott a 10 % de probabilidade. Os tratamentos que receberam inoculagao
foram comparados ao controle negativo e positivo, separadamente, por meio do Teste de

Dunnett aos niveis de 1, 5 e 10 % de significancia.

3. RESULTADOS

A massa de matéria seca da planta (MMSP) ndo apresentou diferencas significativas
quando comparamos apenas as plantas cultivadas em solos inoculados com as bac. diazotréficas
e sem aplicacdo de N (Com inoc. — N). Também ndo houve diferenca de MMSP quando
comparamos plantas cultivadas nos solos (Com inoc. — N) em relacdo aquelas cultivadas em
solos sem indculo e sem aplicacdo de N (Sem inoc. — N). Em contrapartida a MMSPA foi
superior em plantas cultivadas em solos sem inéculo e com aplicagdo de N (Sem inoc. + N) em

relacdo aquelas cultivadas em solos (Com inoc. — N) (Figura 1a). Esses mesmos resultados
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foram encontrados quando avaliamos o conteido de N da planta (N planta) (Figura 1b). Ao

avaliarmos o Delta N nao foi possivel detectar diferencas estatisticas (Figura 1C).
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Figura 1. Massa de matéria seca (g; a) e contetido de nitrogénio (mg; b) do Caule, Galho, Folha
e Raiz do eucalipto e DeltaN (Contetdo de N na planta com inoculagao (N plantacr) — Contetido
de N na planta sem inoculagdo (Nplantasy)) cultivado em solo sem indculo e sem aplicacdo de
N (Sem inoc. -N), sem indculo e com aplicacdo de N (Sem inoc. +N) e com inoculagdo de
diferentes Bactérias (Bac. 43, 27, 64, 77, 76, 50, 15, 69, 48 e 74) e Actinobactéiras (Act. 09, 57
e 23) fixadoras de nitrogénio sem a aplica¢do de N (-N).
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott
(p>0,10). Sinais ** e ™ acima das letras (primeiro sinal refere-se a compara¢des sem inoc. — N
e o segundo sinal refere-se a comparagdes com inoc. +N) representam significancia de 1 % e
ndo significativo pelo Teste de Dunnett. Para o Contetudo de nitrogénio na planta, a presenca
de * nas barras verticais denotam diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido por comparacao multipla de z-valores (p < 0.05), enquanto os demais
tratamentos nao apresentaram diferencgas significativas. Barras sobre as médias denotam erro
padrdao da média (n=4).
Fonte: Autor
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Os parametros de desenvolvimento do eucalipto para superficie foliar (SF), taxa de
crescimento em didmetro do caule (TCDC) e a taxa crescimento em altura da planta (TCA)
apresentaram diferentes comportamentos entre solos com inoc. — N, sem inoc. — N e sem inoc.

+ N (Figuras 2a, 2b e 2c).

Figura 2. Superficie foliar (m?; a), Taxa de crescimento em didmetro do caule (mm dia'; b) e
Taxa de crescimento em altura (mm dia™'; ¢) do eucalipto cultivado em solo sem indculo e sem
aplicacdo de N (Sem inoc. —N), sem indculo e com aplicagdo de N (Sem inoc. + N) e com
inoculagao de diferentes Bactérias (Bac. 43,27, 64,77, 76, 50, 15, 69, 48 e 74) e Actinobactéiras
(Act. 09, 57 e 23) fixadoras de nitrogénio sem a aplicacdao de N (-N).
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott
(p>0,10). Sinais **, * © e "™ acima das letras (primeiro sinal refere-se a compara¢des com Sem
inoc. -N e o segundo sinal refere-se a comparagdes com Sem inoc. +N) representam
significancia de 1 %, 5 %, 10 % e ndo significativo pelo Teste de Dunnett. Barras sobre as
médias denotam erro padrao da média (n=4).

Fonte: Autor
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A SF ndo apresentou diferenca significativa quando comparamos apenas plantas
cultivadas em solos (Com inoc. — N) e nem quando plantas cultivadas nesses solos foram
comparadas aquelas cultivadas em solos (Sem inoc. — N). Quando comparamos a SF das plantas
cultivadas nos solos (Sem inoc. + N) com a SF de plantas cultivadas em solos inoculados com
as Bac. 43, 64, 15, 74, 57 e 23 ndo observamos diferencas estatisticas significativas. Porém,
plantas cultivas em solos (Sem inoc + N) apresentaram maior SF média em relacdo as plantas
cultivadas em solos inoculados com as Bac. 27, 77, 50, 69, 48 e 09 (Figura 2a). Ao contririo
do que observamos para a MMSP, N-Planta e SF, observamos diferencas estatisticas para a
TCDC quando comparamos entre si apenas plantas cultivadas em solos (Com inoc. — N). Nesse
sentido, observamos que plantas cultivadas em solos inoculados com as Bac. 43, 77, 76, 50, 09,
57 e 23 apresentaram maior TCDC em relacdo as demais plantas cultivadas em solos com
inoculagdo de bactérias diazotroficas. Porém, quando comparamos plantas cultivadas em solos
(Com inoc. — N) com aquelas cultivadas em solo (Sem inoc. — N) apenas aquelas cultivadas nos
solos inoculados com a Bac. 23 apresentou TCDC média maior que plantas cultivadas em solos
(Sem inoc. — N). J4 o solo sem indculo e com aplicagdo de N, apresentou maior TCDC em
comparacao aos solos com inoc. — N (Figura 2b).

A taxa de crescimento em altura (TCA) foi influenciada significativamente quando
plantas cultivadas em solos (Com inoc. - N) foram comparadas entre si. Onde as Bac. 43, 76,
50, 15, 48 e 09 apresentaram maior TCA média em relac@o as plantas cultivadas nos demais
solos (Com inoc -N). Porém, ndo foram observadas diferencas significativas quando
comparamos a TCA de plantas cultivadas em solos (Com inoc. — N) e aquelas cultivadas em
solos (Sem inoc. -N). Entretanto, as plantas cultivadas em solos (Com inoc. — N) apresentaram
menor TCA em relacdo aquelas cultivadas em solos (Sem inoc. + N) (Figura 2C).

Dentre os parametros microbiolégicos estudados, foi possivel observar maiores teores
de carbono da biomassa microbiana (CBM) em solos receberam inoculagdo com as Bac. 27, 48
e 74 quando comparados aos outros solos (Com inoc. — N). Os solos (Com inoc. — N) que foram
inoculados com as Bac. 43, 76, 69, 57, 64, 77, 50, 15, 23 e 09 apresentaram menor teor de CBM
médio em relacdo aos solos (Sem inoc. — N). Todavia, ndo observamos maiores teores CBM do
solo (Sem inoc. — N) em relagdo aos solos (Com inoc. — N) Bac. 27, 48 e 74. Também nao
observamos diferengas significativas quando comparamos o teor de CBM médio dos solos
(Com inoc. — N) aos dos solos (Sem inoc. + N). Por outro lado, observamos um maior teor de
NBM médio do solo (Sem inoc. — N) em relacdo aos solos inoculados com as Bac. 76 e 15 e

Act. 23 em 287, 238 e 274 %, respectivamente (Figura 3b). Nenhuma diferenca significativa
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foi observada quando comparamos o teor de NBM apenas entre solos (Com inoc. — N) ou

quando comparamos com o teor de NBM do solo (Sem inoc. + N) (Figura 3b).

Figura 3. C-Biomassa microbiana (pg g'; a), N-Biomassa microbiana (ug g''; b) e C/N-
Biomassa microbiana (c) em solo cultivado com eucalipto sem indculo e sem aplicagdo de N
(Sem inoc. —N), sem in6culo e com aplicagdo de N (Sem inoc. +N) e com inocula¢do de
diferentes Bactérias (Bac. 43, 27, 64, 77, 76, 50, 15, 69, 48 e 74) e Actinobactéiras (Act. 09, 57
e 23) fixadoras de nitrogénio sem a aplicacdo de N (-N).
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott
(p>0,10). Sinais **, * °e "™ acima das letras (primeiro sinal refere-se a compara¢des com Sem
inoc. —-N e o segundo sinal refere-se a compara¢cdes com Sem inoc. + N) representam
significanciade 1 %, 5 %, 10 % e nao significativo pelo Teste de Dunnett. Diferentes numeros
de * entre as barras horizontais denotam diferengas estatisticas entre os tratamentos pelo teste
de Kruskal-Wallis seguido por comparac¢do multipla de z-valores (p < 0.05). Barras sobre as
médias denotam erro padrao da média (n=4).
Fonte: Autor
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A relac@o carbono e nitrogénio da biomassa microbiana do solo (C/N-BM) foi uma das
varidveis microbioldgicas do solo que apresentaram diferencas significativas quando avaliamos
entre si, solos (Com inoc. - N), onde observamos uma maior C/N-BM em solos inoculados
com Bac. 43, 27, 76, 57 e 23 em relacdo aos demais solos (Com inoc. — N). Porém, quando
avaliamos a C/N-BM de solos (Com inoc. — N) em rela¢do a observada no solo (Sem inoc. —
N) somente o solo inoculado com a Bac. 27 apresentou maior C/N-BM. Dentre os solos (Com
inoc. — N) os solos Bac. 27 e 76 apresentaram uma maior relagdo C/N-BM média em relacdo
aos solos (Sem inoc. + N) (Figura 3c).

Os solos (Com inoc. — N) 15, 69, 48, 74, 09 e 57 apresentaram maior teor de carbono
organico total (COT) em relacdo aos demais solos (Com inoc. — N) (Figura 4a). Todavia, ndo
foram observadas diferencas estatisticas quando comparamos o COT dos solos
(Com inoc. — N) ao dos solos (Sem inoc. — N) ou (Sem inoc. + N). Nenhuma diferenca
significativa foi observada quando comparamos o nitrogénio total (NT) entre solos (Com inoc.
— N) ou mesmo quando o NT desses solos foram comparados com o NT de solos (Sem inoc. —
N) ou (Sem inoc. + N) (Figura 4b). Também nao verificamos diferencas significativas do teor
de carbono labil (CL) quando comparamos apenas solos (Com inoc. — N) ou quando
comparamos o teor de CL desses solos aos dos solos (Sem inoc. — N). Porém, observamos
menores teores de CL nos solos inoculados com as Bac. 43, 64, 77, 76, 69, 74 e 23 em relacao

ao CL dos solos (Sem inoc. — N) (Figura 4c).
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Figura 4. Carbono organico total — COT (dag kg™'; a), Nitrogénio total — NT (g kg!; b),
Carbono 14bil — CL (g kg'!; ¢) e Nitrogénio 14bil — NL (mg kg!; d) em solo cultivado com
eucalipto sem in6culo e sem aplicacdo de N (Sem inoc. —N), sem indculo e com aplicagdo de N
(Sem inoc. +N) e com inoculagdo de diferentes Bactérias (Bac. 43, 27, 64, 77, 76, 50, 15, 69,
48 e 74) e Actinobactéiras (Act. 09, 57 e 23) fixadoras de nitrogénio sem a aplicacdo de
N (-N).
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott
(p>0,10). Sinais **, * °e " acima das letras (primeiro sinal refere-se a comparagdes com Sem
inoc. —N e o segundo sinal refere-se a comparagcdes com Sem inoc. +N) representam
significancia de 1 %, 5 %, 10 % e nao significativo pelo Teste de Dunnett. Barras sobre as

médias denotam erro padrdao da média (n=4).
Fonte: Autor

Nao foram observadas diferencas estatisticas quando comparamos o teor nitrogénio 1abil
(NL), apenas entre tratamentos (Com inoc. — N). Da mesma forma, nenhum resultado
significativo foi encontrado quando comparamos os teores de NL dos solos (Com inoc. — N) ao

dos solos (Sem inoc. — N). Porém, quando comparamos os solos (Com inoc. — N) com os solos
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(Sem inoc. + N) observamos que apenas o solo inoculado com a Bac. 57 apresentou menor

média de teor de NL.

4. DISCUSSAO

A inoculacdo de plantas de eucalipto com bactérias (Bac.) e actnobactérias (Act.) que
tém potencial de FBN, objetiva o maior desenvolvimento de plantas proporcionado,
principalmente, pela maior disponibilidade de N. Plantas que possuem maior SF t€ém maior
capacidade fotossintética, por serem mais eficientes na captacdo de luz solar (Gonzéles-Diaz et
al, 2019), a qual esta associada a fun¢@o primordial do N na expansao foliar. Isso corrobora
com os resultados encontrados em nosso estudo, onde a maior SF foi encontrada em plantas
cultivadas em solos (Sem inoc. + N) (Figura 2a) e que apresentaram um maior N-Planta (Figura
1b). Ao contrério do nosso estudo Dos Santos et al. (2017) observaram que a inoculagdo com
as bactérias diazotréficas Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans e
Paraburkholderia  tropica proporcionou o aumento da SF da cana-de-acucar,
comparativamente ao tratamento sem inocula¢ao. Gonzales-Dias et al. (2019) avaliando o efeito
de biofertilizantes inoculados com bactérias diazotréficas sobre o desenvolvimento de mudas
de eucalipto observaram que plantas culvivadas em substratos que receberam biofertilizante
inoculado promoveram um incremento no nimero médio de folhas de até 177, 7 e 288 % em
relagdo a plantas que receberam adubacao nitrogenada com uréia e aquelas que nio receberam
adubacdo adubacdo nitrogenada, respectivamente. E importante observar que no estudo de
Gonzdles-Dias et al. (2019) a maior dose aplicada de biofertilizante proporcionou ao eucalipto,
em um ciclo de 105 dias, um maior nimero de folhas e ao final do experimento um substrato
com maior teor de N em relacdo aos demais. A auséncia dos efeitos na SF nos tratamentos de
inoculagdo com bactérias diazotréficas avaliadas em nosso estudo (Figura 2a) possivelmente se
relaciona a ndo alteracdo nos conteidos de N-Planta presentes na biomassa das plantas de
eucalipto (Figura 1b).

A TCA do eucalipto, também € um bom indicador do potencial de promocdo de
crescimento quando da inoculacdo com os diferentes microrganismos diazotréficos. Ao
contrario das nossas observacdes, Gonzdles-Dias et al. (2019) observaram que o uso de
biofertilizante contendo Azotobacter spp e Azospirillum spp aumentou o crescimento em altura
de plantas de eucalipto em até 32,3 % comparativamente a plantas cultivadas em substrato (Sem
inoc. + N) e 60,8 % em relagdo a plantas cultivadas em substrato (Sem inoc. — N). Girio et al.

(2015) observaram que a inoculagdo de cana de acicar com bactérias promotoras de
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crescimento de plantas (BPCP) aumentou a somatéria das alturas dos perfilhos de cana de
acucar em relacdo ao controle (Sem inoc. — N). Aos 180 dias apds o transplantio das mudas de
cana de agucar esses autores observaram que o tratamento com inoc. + 50 kg/ha de N promoveu
um acréscimo de 23 % na somatdria de altura dos perfilhos em relagdo ao tratamento Sem. inoc.
+ 50 kg/ha de N. Esse maior sucesso das BPCP quando associadas a adubagdo nitrogenada nos
demonstram que o potencial de algumas BPCP € complementar e que podem responder de
acordo com a disponibilidade de N no solo. Isso tem uma implicacdo muito pratica em nosso
estudo uma vez que utilizamos um solo pobre em N e aplicamos uma sub dose de N nos
tratamentos (Sem inoc. — N) e (Com inoc. — N). Embora tenhamos observado diferencas
significativas quando comparamos apenas a TCA de plantas cultivadas em solos
(Com inoc. — N), nenhuma dessas plantas apresentou maior TCA em relacdo aquelas cultivadas
(Sem inoc. — N) (Figura 2b). Também foi possivel observar que tanto a SF (Figura 2b) e a TCA
(Figura 2b) das plantas cultivadas (Sem inoc. + N) foi superior aos tratamentos
(Sem inoc. — N). Isso nos permite afirmar que os resultados encontrados para a SF e TCA foram
determinados pelo contetdo de N nas plantas (Figura 1a).

Por outro lado, embora o nosso estudo tenha avaliado o eucalipto ainda na fase de muda,
o diametro do fuste de arvores de eucalipto é uma das varidveis de produtividade florestal que
mais se correlacionam com a produtividade da cultura. Jesus et al. (2012) avaliando a relacdo
de doses e fontes de N com crescimento e o acimulo de N em plantas de eucalipto observaram
que a adubacgdo nitrogenada proporcionou um aumento do crescimento em volume do tronco
de até 58,1 % em relagdo ao tratamento que ndo recebeu adubacdo nitrogenada. Em estudo
realizado por Gonzdles-Dias et al. (2019) foi observada a influéncia de biofertilizantes contendo
bactérias diazotréficas na disponibilidade de N para o eucalipto e sua influencia positiva no
desenvolvimento do caule. Porém em nosso estudo, a TCDC média das plantas cultivadas (Sem
inoc. + N) foi maior que a TCDC média de plantas que receberam (Com inoc. — N) (Figura 2b).
Enquanto Aquino et al. (2019) observaram que a inoculacdo com Bactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas (BPCP) promoveu maior crescimento do diametro do caule do milho
em relacdo a solos sem e com a aplicacdo de N, embora eles tenham observado um maior
contetido de N da parte aérea de plantas Sem inoc. + N.

Curiosamente, nés obervamos que plantas cultivadas em solos inoculados com a bac.
23 apresentaram uma TCDC 25 % maior em relacdo aquelas cultivadas em solos
(Sem inoc. — N) (Figura 2b). Porém, ndo podemos atribuir esses resultados ao N-Planta uma
vez que plantas cultivadas em solos inoculados com a Bac.23 ndo apresentaram maior N-Planta

(Figura 1b). Esses resultados demonstram que no caso do tratamento (Sem inoc. + N) o
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N-Planta foi responsavel pela maior TCDC do eucalipto. Por outro lado, quando comparamos
a TCDC apenas entre tratamentos (Com inoc. — N) observamos um maior potencial de algumas
bactérias sem que tenha havido diferencas signigicativas no N-Planta.

Em testes prévios, realizados em laboratério, com os microrganismos utilizados em
nosso trabalho, foi constatado que os inoculantes Bac. 15, 27, 50, 64, 69, 74, 76 e 77 podem
atuar em trés processos promotores de crescimento de plantas (FBN, produgio de Acido indol-
acetico e solubilizag¢do de P). Porém, dada as caracteristicas do solo utilizado e a quantidade de
P fornecida via adubag@o em nosso estudo € muito remota a possibilidade da solubilizacido de
P, ter interferido na TCDC.

E possivel que a maior TCDC do eucalipto promovida pela Act. 23 em relagdo a de
plantas cultivadas em solos (Sem inoc. — N) e diferengas encontradas quando comparamos
apenas plantas cultivadas em solos (Com inoc. — N) tenham sido em fun¢do da producao de
AIA. Porém, mesmo que outros mecanismos estejam envolvidos na TCDC a relacdo € muito
intima com o N, uma vez que esse nutriente ¢ fundamental para a multiplicacdo celular, além
de participar da produgdo de proteinas, acidos nucléicos e clorofila (Gonzales-Diaz et al, 2019).

A auséncia de diferencas significativas para a MMSP cultivadas em solos inoculados
com os microrganismos diazotréficos quando comparados entre si ou com plantas cultivadas
em solos (Sem inoc. — N) (Figura 1a) sdo claramente determinadas pela auséncia de diferengas
no N-Planta (Figura 1b). No estudo realizado por Jesus et al. (2012) foi observado um
incremento de 47,2 % da massa de matéria seca da parte aérea do eucalipto que recebeu
adubacdo nitrogenada em relacdo aquele que ndo recebeu adubacgdo nitrogenada. No entanto,
Gonzales Dias (2019) observaram que o cultivo de mudas de eucalipto por um periodo de 105
dias em substrato fertilizado com biofertilizante inoculado com Azotobacter spp e Azospirillum
spp aumentou a produgcdo de MMSP das mudas de eucalipto em 148,2 % e 184,5 %
comparativamente a MMSP de mudas cultivadas em substratos com adubacio nitrogenada e
sem adubacdo nitrogenada, respectivamente. Girio et al. (2015) avaliando a inoculagdo de cana
de acticar por meio do consércio de cinco BPCP (Gluconacetobacter diazotrophicus,
Azospirillum amazonense, Burkholderia tropica, Herbaspirillum seropedicae e H.
rubrisubalbicans) associada a adubacdo nitrogenada observaram que essa associagdo
proporcionou uma maior MMSP em relacdo a adubacdo nitrogenada sem inoculagao.

Os estudos mencionados no pardgrafo anterior demonstram a influéncia do N na
producdo de massa de matéria seca de plantas bem como a possibilidade de incrementos pela
inoculagdo com BPCP. Por meio do nosso estudo observamos que a adubagdo nitrogenada

proporcionou maior produgdo de MMSP ao eucalipto, onde a média do N-Planta cultivadas em
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solos (Sem inoc. + N) foi de 307,12; 332,14; 311,04, 316,60; 292,32; 343,53; 319,54, 342,50,
335,56; 350,20; 349,84; 321,26; 333,12 e 347, 77 % maior em relacdo a média do N-Planta
cultivadas (Com inoc. — N) Bac. 43, 27, 64, 77, 76, 50, 15, 69, 48, 74 e act. 9, 57 e 23,
respectivamente. Portanto, possivelmente, a maior média do N-Planta cultivadas em solos que
receberam adubacdo nitrogenada justifica o incremento de 107, 09; 127,37; 111,36; 118,99;
104,83; 122,44, 118,12; 117,02; 103,79; 116,10; 114,59; 112,33; 119,27 e 120,04 % em sua
MMSP em relacao a MMSP de plantas cultivadas em solos (Com inoc. — N) Bac. 43, 27, 64,
77,76, 50, 15, 69, 48, 74 e Act. 9, 57 e 23, respectivamente.

Os conteddos de N das plantas cultivadas em solos com inoculagdo de Bac. e Act.
sugerem baixa FBN por parte dos diferentes tratamentos de inoculagdes nas condi¢des do nosso
estudo. Porém, a baixa FBN ndo significa que esses microrganismos ndo possuem potencial de
FBN, uma vez que essa afirmacdo depende de como esses microrganismos se estabeleceram no
solo. Possivelmente, a baixa FBN por parte dos microrganismos esteja associada a competicao
generaliza por N, envolvendo microrganismos inoculados, nativos € a planta. No entanto, ao
verificarmos os valores de DeltaN nas plantas (Figura 1c), € possivel verificar uma tendéncia
em maior acimulo de N na biomassa das plantas onde os solos foram inoculados com as Bac.
43,27,64,77,76, 50, 15, 69, 48 e Act. 57 e 23, que apresentaram um DeltaN bruto superior as
Bac. 09 e 74 em especial Bac. 43 e 76 que apresentaram valores de DeltaN de 9,5 e 12,8 %
superior aos das Bac. 09 e 74 (Figura 2c). Portanto, alguns microrganismos inoculados podem
ter se estabelecido melhor no solo, existindo a possibilidade de maiores acimulos de N na planta
nas condi¢des do nosso estudo.

A biomassa microbiana é um importante indicador de qualidade do solo e estd associada
a outros indicadores como a ciclagem da MOS. Esses dois indicadores, apresentam forte
interagdo, onde a MOS constitui fonte de C, energia e nutrientes para o crescimento €
desenvolvimento microbiano. Os microrganismos inoculados nos solos avaliados em nosso
estudo possivelmente foram submetidos a uma forte competicio por N, com a planta e
microrganismos nativos. Tal fato pode ser verificado quando observamos os maiores teores de
CBM médio dos solos (Sem inoc. — N), com excecao dos solos inoculados com as Bac. 27, 48
e 74 (Figura 3a). Por outro lado, os solos inoculados com as Bac. 43, 64, 77, 76, 50, 15e 69 e
com act. 09, 57 e 23 apresentaram menor CBM em relac¢do aqueles inoculados com as Bac. 27,
48 e 74.

Poucos estudos demonstram os efeitos do N no estabelecimento da comunidade
microbiana. Porém, em um estudo realizado por Sugihara et al. (2010) eles observaram que a

competi¢cdo por N, entre planta e microrganismos nativos impossibilitou o crescimento
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microbiano. O estresse provocado pela competicdo entre oS microrganismos provoca um
elevado gasto de energia, devido ao aumento da taxa de respiracdo, e consequentemente a
reducido do CBM.

A reducio significativa do NBM foi observada em apenas alguns solos inoculados (Bac.
76, Bac. 15 e Bac. 23), seguindo a tendéncia observada para o CBM (Figura 3b).
Diferentemente do CBM, o NBM ndo apresentou diferencas significativas em relacdo aos solos
inoculados com Bac. e Act e nem quando comparado ao tratamento (Sem inoc. + N).

Os solos com os inoc. de Bac. 27 apresentaram uma média alta para a relacio C/N-BM
em relacdo a média observada nos solos sem inoculagdo (Figura 3c), isso foi determinado pelo
maior CBM e NBM encontrado nos solos sem inoc. — N e que consequentemente diminui a
relacdo C/N-BM dos solos (Sem inoc. — N). Os resultados encontrados em nosso estudo para
as Bac. 23 e 76, estdo de acordo com os encontrados por Sugihara et al. (2010), os quais
observaram o aumento da relagdo C/N da biomassa microbiana quando o NBM diminuiu.

O nosso estudo também associou a alta relacio C/N das Bac. 23 e 76 com o menor
CBM. Segundo Wallenstein et. Al. (2005) a razao C/N média das bactérias € 6 enquanto a dos
fungos € 15. Curiosamente, nos observamos que as Bac. 43, 27, 76 e Act. 57 e 23 apresentaram
maior relacdo C/N-BM em relacdo as demais a0 mesmo passo observamos que todos os solos
inoculados com essas Bac. e Act. apresentaram tendéncias de incrementar o N-Planta, o que
pode ser observado por meio do Delta-N (Figura 1c). No entanto, alguns solos inoculados com
Bac. e Act. que apresentaram relagdo C/N-BM mais baixa em relagdo as demais, também
apresentaram Delta-N positivo. J4, os solos inoculados com a Bac. 74 e Act. 09 além de
apresentar menor relacdo CN-BM apresentaram um Delta-N negativo. Portanto, apesar de
algumas evidéncias, ndo podemos afirmar com clareza que as tendéncias de incremento no N-
Planta estdo associadas a uma maior relacdo C/N-BM.

As plantas de eucalipto conseguem acessar o N presente na MOS (Teixeira, 2017) por
mecanismos intitulados como Efeito priming rizosférico (Kuzyakov et al., 2010). No entanto,
em nosso estudo nao foi possivel observar redu¢des no COT liquido presentes inicialmente no
solo antes do plantio do eucalipto (0,59 dag kg''; Tabela 1). Tal fato ndo € o suficiente para
constatar se houve a ocorréncia de Efeito priming rizosférico no solo. Entretanto, nenhum dos
solos inoculados com a Bac. e Act. apresentaram valores de COT superiores aos solos sem
inoculagcdo ou com adubacdo nitrogenada (Figura 4a). Porém, as inoculacdes com as Bac. 64,
77,15, 69, 48, 74 e as Act. 09 e 57 proporcionaram no solo maiores teores de COT em relagdo
as demais Bac. e Act. (Figura 4a). Além disso, nenhum dos tratamentos com diazotréficos

proporcionou a diminui¢do do COT, considerando o valor inicial (0,59 dag kg'!; Tabela 1).
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Os maiores teores de COT podem estar associados a um aumento das exsudacdes
radiculares em alguns solos. A entrada de C no solo aumenta a atividade dos microrganismos e
tem influéncia sobre a dindmica da MOS (Adesemoye et al., 2009). Portanto, uma possivel
variacdo na taxa de exsudacao entre os tratamentos pode ter influenciado os resultados do CBM,
uma vez que exsudados sdo importantes fontes de nutrientes para os microrganismos que
habitam a rizosfera das plantas (Shameer e Prasad, 2018). Todavia, essa possivel maior
atividade microbiana ndo influenciou o NT e nem as fracdes mais labeis de N, com excecao do
solo inoculado com a Bac. 23 que apresentou um incremento de 300 % em relacao ao NL médio
dos solos que receberam adubacdo nitrogenada (Figura 4c). No entanto, os solos que receberam
adubacdo nitrogenada proporcionaram um incremento de 145,10; 202,74; 903,33; 305,35;
140,51; 187,34 ¢ 172,04 % no CL do solo em relagio aos solos inoculados com as Bac. 43, 64,
77, 76, 69, 74 e Act. 23, respectivamente. Por outro lado, nenhum dos solos inoculados
apresentou menor CL em relacdo ao tratamento (Sem inoc. — N).

No trabalho de Gama Rodrigues et al. (1997), nos primeiros anos de cultivo as plantas
de eucalipto ndo conseguiram acessar e absorver do solo todo o N necessario para atender suas
necessidades ao passo que no quinto ano de cultivo a disponibilidade de N era superior a
demanda. Dessa forma, a auséncia de diferencas significativas entre o COT, CL, NT e NL (com
excecdo do NL dos solos Com inoc. Bac. 23) observadas quando comparamos os solos com
inoc. — N ao sem inoc. — N pode estar relacionada a ndo alteracdo da taxa mineralizacdo da
MOS durante um ciclo de 125 dias de cultivo. Portanto, a auséncia de alteracdes nos estoques
de NT e NL quando comparamos os solos (Com inoc. — N) ao solo (Sem inoc. — N) nos mostra
que a aquisicdo de N do solo entre esses tratamentos foi semelhante.

Nossos parametros de avaliagdao do desenvolvimento das plantas de eucalipto e seus
reflexos no solo nos permitiram observar que o Unico parametro que apresentou diferencas
significativas superiores ao tratamento (Sem inoc. — N) foi a TCDC, onde a Act. 23
proporcionou uma maior TCDC do eucalipto. No entanto, € percepitivel algumas pequenas
correlacbes que podem estar sinalizando algumas tendéncias do desempenho dos
microrganismos diazotr6ficos inoculados no solo (Figura 5). De forma que as inoculagdes com
as Bac. 43 (Pandoraea sputorum) e 76 (Burkholderia sp.) distinguiram-se das demais
inoculagdes com Bactérias e Actinobactérias pela maior produ¢do de MMSP total, sendo as
mesmas correlacionadas entre si ou em relacdo a (Sem inoc. — N). A Bac. (Pandoraea
sputorum) apresentou maior tendéncia em influenciar a taxa de crescimento em altura do
eucalipto. Entretanto, a inoculacdo com a Bac. 76 nos solos proporcionou o maior acimulo

bruto de N em relacdo as plantas sem inoculagao (Delta-N).
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Assim, nosso estudo apresentando como pioneiro ao utilizar plantas de eucalipto em
casa de vegetacdo configura-se em uma das primeiras tentativas da viabilizacdo de inocular
microrganismos diazotréficos com potenciais de FBN, os quais no periodo de até 95 dias apds
a inoculacao nao expressaram diferencas efetivas na producdo do eucalipto e contetido de N.
No entanto, estudos com maior periodo experimental e taxas de inocula¢des sdo incentivados,
uma vez que tendéncias na atividades desses microrganismos em disponibilizar N para as

plantas de eucalipto foram detectadas.

5. CONCLUSOES

A inoculacdo das bactérias Pandoraea sputorum, Pandoraea oxalativorans,
Stenotrophomonas maltophilia, Paraburkholderia sp., Burkholderia sp., Pandoraea
oxalativorans, Pandoraea oxalativorans, Burkholderia sp., Pseudomonas sp., Pandoraea
oxalativorans e Actinobactérias Streptomyces panaciradicis, Streptomyces gramineus e
Streptomyces malaytiense em plantas de eucalipto, ndo foram eficientes em promover
incrementos nas taxas de crescimento de altura e didmetro das plantas, massa de matéria seca
(raiz e parte aérea), superficie foliar e disponibilizar N via fixacdo biolégica de nitrogénio para
as plantas quando comparado as plantas sem fertilizacdo com N.

Além disso, a inoculacdo das bactérias e actinobactérias ndo amenizaram ou
estimularam a decomposi¢do da matéria organica do solo, permanecendo inalteradas as fracoes
totais e labeis de C e N no solo.

Embora tenhamos observado que os microrganismos avaliados nesse estudo tenham
promovido alguns efeitos sobre as plantas de eucalipto, ndo houve incremento significativo de

N para as plantas em nenhum dos tratamentos com inoculagdo.

Os resultados deste estudo, reforcam que o desenvolvimento da FBN com o intuito de
fornecer quantidades significativas de N para plantas de eucalipto e o entendimento de como
os processos de FBN ja existentes em solos florestais ocorrem, ainda sdo grandes desafios para

a ciéncia.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1 - Médias de massa de matéria seca de folhas (MMSF), massa de matéria seca do caule (MMSC), massa de matéria seca de galhos
(MMSG), massa de matéria seca de raizes (MMSR), massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA), massa de matéria seca da planta (MMSP),

taxa de crescimento em didmetro do caule (TCDC), taxa de crescimento em altura (mm) e superficie foliar (SF).

TRATAMENTOS MMSF (¢) MMSC (g) MMSG (2) MMSR (g) MMSPA (g) MMSP (¢) TCDC (mm) TCA (mm) SF (m?
Bac. 43 17,45 6,24 2,91 15,83 26,60 42,43 0,36 9,10 0,22
Bac. 27 15,31 5,78 2,45 15,11 23,53 38,64 0,33 6,23 0,19
Bac. 64 16,91 6,07 2,79 15,80 25,77 41,57 0,32 8,33 0,21
Bac. 77 15,47 6,43 2,80 15,42 24,70 40,12 0,38 5,80 0,20
Bac. 76 16,70 6,17 2,83 17,21 25,69 42,90 0,38 7,57 0,21
Bac. 50 15,37 6,24 2,42 15,48 24,02 39,50 0,35 4,50 0,20
Bac. 15 16,12 6,05 2,65 15,47 24,81 40,28 0,32 7,33 0,21
Bac. 69 16,02 6,05 2,57 15,85 24,64 40,49 0,33 5,37 0,20
Bac. 48 16,62 5,72 2,64 18,15 24,97 43,11 0,30 7,50 0,21
Bac. 74 15,98 5,73 2,41 16,54 24,12 40,66 0,32 4,57 0,20
Act. 09 16,15 6,11 2,80 15,89 25,06 40,95 0,37 7,03 0,21
Act. 57 16,58 6,52 2,95 15,34 26,04 41,38 0,37 6,00 0,21
Act. 23 16,26 6,40 2,63 14,79 25,28 40,07 0,40 6,20 0,21

Sem inoc. - N 16,37 5,93 2,54 15,09 24,85 39,93 0,32 6,67 0,21
Sem inoc. + N 37,44 11,88 10,76 27,79 60,08 87,86 0,57 18,95 0,54

Fonte: Autor
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Tabela 2 - Médias do nitrogénio das raizes (N-R), nitrogénio das folhas (N-F), nitrogénio dos galhos (N-G), nitrogénio da parte aérea (N-PA),
nitrogénio da planta (N-Planta), diferenca do contetido de nitrogénio dos tramentos com inocula¢do em relacdo ao contetdo de nitrogénio do
controle sem inoculagdo e sem adubacdo nitrogenada (Delta — N).

TRATAMENTOS N-R (mg) N-F (mg) N-G (mg) N-C (mg) N-PA (mg) N-Planta (mg) Delta-N (mg)

Bac. 43 51,08 104,42 6,24 8,15 118,80 169,88 15,42
Bac. 27 56,03 90,22 5,53 8,28 104,02 160,05 5,59
Bac. 64 49,48 103,35 6,83 8,60 118,78 168,26 13,80
Bac. 77 56,63 92,91 7,01 9,46 109,39 166,02 11,56
Bac. 76 59,45 101,70 6,73 8,41 116,85 176,29 21,83
Bac. 50 50,13 90,43 5,54 9,85 105,81 155,94 1,48
Bac. 15 48,80 101,82 5,62 8,63 116,06 164,86 10,39
Bac. 69 46,79 95,34 5,73 8,44 109,51 156,30 1,84
Bac. 48 47,72 96,52 6,09 8,45 111,07 158,79 4,33
Bac. 74 48,58 91,30 5,99 7,77 105,05 153,63 -0,83
Act. 09 44,25 93,14 6,85 9,52 109,50 153,75 -0,71
Act. 57 50,84 96,04 6,51 10,79 113,34 164,18 9,72
Act. 23 46,55 97,91 6,10 9,13 113,14 159,68 5,22
Sem inoc. - N 40,65 99,76 5,53 8,51 113,81 154,46 0,00
Sem inoc.+ N 145,03 464,87 47,23 34,50 546,59 691,63

Fonte: Autor



Tabela 3 - Médias do nitrogénio total (NT), carbono orgénico total (COT), relacao carbono e nitrogénio do solo (C/N do solo), carbono da
biomassa microbiana (N-BM), nitrogénio da biomassa microbiana do solo (N-BM), relacdao carbono e nitrogénio da biomassa microbiana
(C/N-BM), carbono 14bil do solo (CL) e nitrogénio 14bil do solo (NL).

TRATAMENTOS NT (g/kg) COT (dag/kg) C/NdoSolo C-BM (ug/g) N-BM (ug/g) C/N-BM  CL(g/kg) NL (mg/kg)

Bac. 43 0,26 0,65 26,08 38,33 4,67 8,98 0,33 15,00
Bac. 27 0,33 0,60 18,74 66,30 4,84 13,62 0,64 18,33
Bac. 64 0,27 0,75 28,11 34,69 7,60 4,55 0,27 12,50
Bac. 77 0,31 0,79 27,95 26,41 7,53 3,85 0,08 10,00
Bac. 76 0,28 0,59 21,33 38,08 3,61 11,63 0,20 10,00
Bac. 50 0,32 0,65 22,50 32,69 9,13 3,61 0,42 17,50
Bac. 15 0,37 0,80 23,54 24,97 4,13 6,63 0,55 7,50
Bac. 69 0,33 0,75 22,79 41,55 7,36 5,80 0,34 7,50
Bac. 48 0,25 0,81 32,14 51,98 8,25 6,28 0,52 16,67
Bac. 74 0,29 0,85 29,68 52,54 10,19 5,06 0,28 17,50
Act. 09 0,32 0,89 27,76 43,17 7,73 6,07 0,44 15,00
Act. 57 0,25 0,74 29,90 41,37 5,59 9,89 0,43 20,00
Act. 23 0,29 0,56 19,62 29,44 3,73 9,01 0,30 10,00
Sem inoc. - N 0,34 0,70 21,63 69,51 13,96 5,25 0,36 17,50
Sem inoc.+ N 0,36 0,82 23,65 28,76 6,26 4,87 0,81 5,00

Fonte: Autor
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Figura 1 - Aplicacdo dos inoculantes nas plantas de eucalipto. Localizacdo da por¢do de solo
com maior propor¢do de raizes por meio de uma espdtula (a) e posterior aplicacdo dos
inoculantes a uma distancia de 2 cm, em todo o entorno do coleto das plantas (b).

Localizagao da porgao
de solo com maior
proporg¢ao de raizes

finas Aplicagao dos

inoculantes a 2 cm do
coleto da planta

Fonte: Autor

Figura 2 - Sonda de PVC e localizac¢do da porcdo de solo coletada para realizacio das andlises
quimicas referentes ao solo: C e N total (COT e NT), C e N 1abil (CL e NL) e C e N da biomassa
microbiana (CBM e NBM) (a). Presenca de raizes na por¢ao de solo coletada, englobando solo
rizosférico e nao rizosférico (b). Retirada de raizes da amostra e passagem do solo em peneira
de 2 mm (c). Armazenamento e preservacdo da umidade da subamostra de solo, utilizada para
realizacdo das andlises microbioldgicas (CBM e NBM) (d)_.‘T 7

Fonte: Autor
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