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Resumo — Microrganismos promotores de crescimento de plantas podem
melhorar o rendimento e a qualidade das culturas e sdo essenciais para
uma agricultura sustentavel. Este trabalho teve como objetivo investigar o
efeito de oito cepas bacterianas, inoculadas em diferentes concentragoes,
na promogao do crescimento de milho em solugao nutritiva. A raiz de milho
foi inoculada com cepas de Bacillus ou Azospirillum em concentragdes que
variaram de 10°a 108 unidades formadoras de colénia mL™" e cultivadas em
hidroponia. Diferentes caracteristicas de raiz, peso seco e teor de nutrientes
foram avaliadas nas plantulas de milho, além da produgao, in vitro, de acido
indol-acético (AIA) de cada cepa. As linhagens de Bacillus e Azospirillum
na concentragdo adequada aumentaram o peso seco, a area de superficie
radicular e o teor de nutrientes de milho. A analise de componentes principais
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dividiu os microrganismos em trés grupos principais. Todas as estirpes que
produziram AIA demonstraram um efeito positivo no crescimento das plantas,
estimulando o alongamento das raizes. Concluindo, os resultados mostraram
que a inoculagdo bacteriana, em concentragdo adequada, promoveu a
absorgao de nutrientes e o crescimento de plantas em solugao nutritiva.

Termos para indexagao: bactéria promotora de crescimento de plantas,
bioestimulante, raiz, Zea mays.
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Strains of Bacillus and Azospirillum
Increase Growth and Nutrient Uptake in
Maize under Hydroponic Conditions

Abstract — Plant growth-promoting microorganisms can improve crop yield
and quality, and are key for a sustainable agricultural. This work aimed to in-
vestigate the effect of different bacterial strains and their ideal concentrations
on promoting maize growth under nutrient solution. Maize root was inocu-
lated with eight strains of Bacillus and Azospirillum at concentration of 103-10”
colony-forming units mL' and grown in hydroponics. Several root traits, dry
weight and nutrient content were measured in maize seedlings. Moreover,
bacterial indole-3-acetic acid (IAA) in vitro production was evaluated. Bacillus
and Azospirillum strains in proper concentration increased maize dry weight,
root surface area, and maize nutrient content. Principal component analysis
divided the microorganisms in three main groups. All strains that produced
IAA demonstrated a positive effect on plant growth by stimulating root elonga-
tion. In conclusion, the results showed that bacterial inoculation, under the
proper concentration, promoted nutrient uptake and plant growth under nutri-
ent solution.

Index terms: plant growth promoting bacteria, biostimulant, root, Zea mays.

Introducao

O milho possui alta variabilidade genética, o que permite seu cultivo
em climas tropicais, subtropicais e temperados. No entanto, os sistemas
de producdo atuais sao altamente dependentes de insumos quimicos,
incluindo os fertilizantes, pesticidas e herbicidas, que aumentam o custo de
producao e causam impacto ambiental, quando usados em excesso. Novas
tecnologias tém sido desenvolvidas a cada ano com o objetivo de aumentar
a produtividade, reduzir o impacto ambiental e promover a sustentabilidade
com maior rentabilidade para os agricultores. Os microrganismos promotores
de crescimento de plantas sao alternativas atraentes e viaveis para aumentar
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a produgédo agricola e fazem parte de uma nova revolugao verde (Calvo et
al. 2014).

Inoculantes microbianos podem ser formulados com uma ou mais cepas
de bactérias e/ou fungos, que podem ser de vida livre ou endofiticos isolados
de varios ambientes, como solo, plantas, residuos vegetais e agua, e sao
geralmente aplicados a sementes ou rizosfera, estimulando os processos
naturais de desenvolvimento das plantas (Calvo et al., 2014). A maioria dos
inoculantes € composta por bactérias promotoras do crescimento de plantas
(BPCP), que atuam direta ou indiretamente no ciclo biolégico de nutrientes,
na produgdo de horménios e na defesa contra patégenos, o que pode levar
ao aumento do crescimento vegetativo e radicular (Bashan et al., 2014; Calvo
et al., 2014). Os géneros Pseudomonas, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia
e Azotobacter apresentam resultados promissores em diversas culturas de
gramineas, como milho, trigo, cana-de-agucar, sorgo, forrageiras e arroz
(Montariez et al., 2012; Calvo et al., 2014; Hungria et al., 2016).

Espécies de Azospirillum tém sido usadas como inoculantes em diferentes
partes do mundo, inclusive no Brasil (Baldani; Baldani 2005; Fukami et al.,
2018). Esses microrganismos sao capazes de fixar nitrogénio atmosférico e
produzir varios tipos de fito-horménios, como auxinas, giberelinas e citocininas
(Bashan; de-Bashan 2010; Cassan et al., 2014; Fukami et al., 2016). Bacillus
podem influenciar o crescimento das plantas, aumentar a produgéo, solubilizar
fosfato e potassio e proteger as plantas contra patégenos (Idriss et al., 2002;
Wahyudi et al., 2011). Ha evidéncias de que 80% dos microrganismos isolados
da rizosfera de diferentes culturas tém a capacidade de produzir auxinas (AlA)
usando metabdlitos secundarios (Chandra; Singh, 2016). Este fito-horménio
promove mudangas no controle do crescimento vegetativo em plantas (Gupta
et al.,, 2015; Chandra; Singh, 2016) e pode levar ao aumento de volume,
ramificagdo e comprimento da raiz, especialmente nos estagios iniciais de
desenvolvimento (Cassan et al., 2014) proporcionando, consequentemente,
maior acesso aos nutrientes do solo e a agua.

Diferentes estudos indicam que existem concentragdes bacterianas 6timas
para que as BPCP tenham efeito positivo na germinagéo das sementes, no
crescimento das plantulas e na morfologia das raizes (Cassan et al., 2009;
Fallik et al., 1988; Fages, 1994; Puente et al., 2009), e que, dependendo
da concentragdo de células, os efeitos podem ser inibidores (Fallik et al.,
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1988; Arsac et al., 1990; Puente et al., 2009). Embora existam varios estudos
sobre as BPCP, poucos trabalhos apresentam resultados detalhados sobre
caracteristicas radiculares no estagio de plantula. O estabelecimento de um
sistemaradicular robusto nos estagios iniciais de desenvolvimento das plantas
pode levar a uma maior resisténcia a estresses bibticos e abiodticos e maior
producgéo de graos. A hidroponia pode ser um método eficaz e rapido para a
triagem de BPCP no estagio de plantula antes dos laboriosos experimentos
de campo. Neste estudo, foi avaliado o potencial de cepas de Azospirillum
e Bacillus, em diferentes concentragcdes, de promoverem o crescimento
de plantulas de milho sob condigdes de hidroponia, além da avaliagéo da
producao de AlA in vitro de cada cepa.

Material e Métodos

Cepas bacterianas

Foram utilizadas oito cepas bacterianas dos géneros Bacillus e
Azospirillum, em diferentes concentragdes e a cepa C70, comum a todos os
experimentos, como testemunha (Gomes et al., 2014), todas pertencentes
a Colegao de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo.
Um total de 17 tratamentos (Tabela 1), incluindo um inoculante comercial
(SimbioseMaiz®) e um controle negativo (ndo inoculado), foi utilizado para
analisar o efeito das cepas na promocao do crescimento do cultivar de milho
L521236 da Embrapa Milho e Sorgo.

Preparagao de inoculantes microbianos

Os microrganismos foram cultivados em meio de cultura liquido TSB por
trés dias a 28 °C sob agitacdo constante. Apos o periodo de incubagéo, as
culturas foram centrifugadas durante 10 minutos a 6.000 rpm. As suspensdes
bacterianas foram ajustadas para obter uma concentragdo de 10° a 10°®
unidades formadoras de colénias mL" (ufc mL™') apds ressuspensdo em
solugdo salina - NaCl 0,85% (m/v). O produto comercial (SimbioseMaiz®)
formulado com as cepas Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense foi também
diluido em solugao salina para obtencado de 107 ufc mL™".



Cepas de Bacillus e Azospirillum Aumentam o Crescimento e a Absor¢ao de Nutrientes em Milho em 9
Condigbes Hidropdnicas

Tabela 1. Descrigéo de cepas, géneros e concentragdo de células utilizados nos
tratamentos com inoculantes microbianos.

Tratamento Cepa Género C?::f'::f_f})ao
Nao inoculado - - 0

Testemunha (C70 10°) C70 Bacillus 10°
Testemunha (C70 107) C70 Bacillus 107
Testemunha (C70 108) C70 Bacillus 108
B2084 10° B2084 Bacillus 10°
B2084 107 B2084 Bacillus 107
B2084 108 B2084 Bacillus 108
B116 107 B116 Bacillus 107
B116 108 B116 Bacillus 108
B32 107 B32 Bacillus 107
B32 108 B32 Bacillus 108
B119 10’ B119 Bacillus 107
B1920 107 B1920 Bacillus 107
A1626 107 A1626 Azospirillum 107
A2142 107 A2142 Azospirillum 107
A1630 107 A1630 Azospirillum 107
SimbioseMaiz® SimbioseMaiz®  Azospirillum 107

Cultivo de milho em condi¢oes de hidroponia

Dezessete tratamentos foram avaliados em seis diferentes experimentos
hidropbnicos desbalanceados com dois tratamentos comuns, o controle
negativo e a testemunha, C70. Cada experimento foi organizado em
delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes, e cada parcela
experimental foi composta por cinco plantulas de milho. As sementes
de milho foram desinfestadas com hipoclorito de sodio a 0,5% (v/v) por
cinco minutos, lavadas e imersas por quatro horas em agua deionizada e
transferidas para rolos de germinagao. Apos a germinagao das sementes por
trés dias, plantulas uniformes foram transplantadas para bandejas contendo
oito litros de solugdo nutritiva de %2 Hoagland pH 5,65 (Liu et al., 1998) e
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mantidas para aclimatizagdo por sete dias. Apés a aclimatagao, as raizes
foram incubadas por seis horas em temperatura ambiente com a suspensao
bacteriana, preparada conforme descrito anteriormente. No controle negativo,
as plantas foram incubadas em solugao salina. As bandejas com plantulas de
milho foram manualmente agitadas em intervalos frequentes para facilitar o
contato da bactéria com as raizes. Apds o periodo de incubagéo, o excesso
de inéculo foi removido e as plantulas foram incubadas em solugao nutritiva.
A solucéao nutritiva foi trocada a cada trés dias e as plantas foram mantidas
por mais dez dias em camara de crescimento, com temperatura dia/noite
controlada (27/20 °C) com fotoperiodo de 12 h e intensidade luminosa de 330
pmol fétons m=2 s,

Ao final de todos os experimentos, as raizes foram separadas da parte
aérea e fotografadas com uma camera digital (Nikon D300S SLR). As imagens
obtidas foram analisadas com os softwares RootReader2D e WinRhizo v.
4.0 (Regent Systems, Quebec, Canada) para medicado das caracteristicas
relacionadas a morfologia radicular, como area de superficie total (cm?) (AS),
area de superficie radicular entre 0-1 mm (cm?) (AS1), 1-2 mm (cm?) (AS2) e
maior que 2 mm (cm?) (AS3) (Sousa et al., 2012).

Peso seco e analise de nutrientes

As raizes e parte aérea foram colocadas separadamente em sacos de
papel, secas em estufa de circulacao forgada a 65 °C e pesadas em balanga
de preciséo até peso constante. O material vegetal foi moido em um moinho
Wiley antes de determinar o teor de macro e micronutrientes. As analises
quimicas foram realizadas no Laboratério de Analise Quimica de Plantas
da Embrapa Milho e Sorgo, utilizando plasma de argbnio por acoplamento
indutivo (ICP-OES) (Nogueira; Souza, 2005). O conteudo de nutrientes na
parte aérea e raizes de milho foi calculado multiplicando-se a concentragéo
de nutrientes pelo peso seco. O peso seco total (PST) foi calculado pela
soma dos pesos secos da parte aérea (PSPA) e das raizes (PSR).

Producao in vitro de AIA

A producgdo de AIA dependente de triptofano foi avaliada pelo método
colorimétrico de acordo com Patten e Glick (1996). As col6nias isoladas



Cepas de Bacillus e Azospirillum Aumentam o Crescimento e a Absor¢ao de Nutrientes em Milho em 11
Condigbes Hidropdnicas

de cada uma das cepas (Tabela 1) foram cultivadas em meio TSB liquido
suplementado com 1,0 mg mL™" de triptofano e incubadas a 30 °C com agitagao
de 100 rpm durante cinco dias no escuro. Apés centrifugagéo durante 10 min
a 5.500 rpm, 0,1 mL do sobrenadante foi misturado com 0,1 mL do reagente
Salkowski (Loper; Schroth, 1986) e incubado durante 20 min no escuro. A
concentracao de AlA no sobrenadante foi determinada colorimetricamente a
540 nm em triplicata e comparada com uma curva padrao, elaborada com
AIA (Sigma, EUA) na faixa entre 0 a 100 uyg mL". A analise de variancia
foi realizada utilizando o software SISVAR 5.3 (Ferreira, 2011) e as médias
foram comparadas pelo teste LSD a 5% de probabilidade.

Analise dos dados

Para analise dos dados de peso seco, conteudo de nutrientes e morfologia
das raizes, a analise de variancia foi realizada para o grupo de experimentos,
utilizando o seguinte modelo linear univariado no software R (R Core Team,
2018):

.Tl'_i' =u+ E; + j"l + El'_i'

onde yij é o fendtipo do tratamento i no experimento j; y é a média geral;
Ej é o efeito do experimento j; Ti € o efeito do tratamento i e €ijj € o erro
experimental. As médias ajustadas de cada caracteristica foram corrigidas
para o efeito dos experimentos.

As diferencas entre as médias de tratamento ajustadas foram comparadas
para cada caracteristica pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de
5%, utilizando o pacote R Ismeans (Lenth, 2016). As correlagdes de Pearson
foram estimadas para todos os pares de caracteristicas, usando o pacote
R psych (Revelle, 2018). A analise de componentes principais (ACP) foi
realizada com base nas médias ajustadas de cada caracteristica, usando
o pacote R pcaMethods (Stacklies et al., 2007), disponivel no Bioconductor
(https: //www.bioconductor. org /). Antes da ACP, as caracteristicas foram
padronizadas para ter a mesma distribuicdo normal, com média e variancia
iguais a zero e um, respectivamente.
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Resultados

Inoculagao bacteriana aumenta area de superficie
radicular, peso seco e teor de nutrientes de plantulas
de milho cultivadas em solugao nutritiva

Cepas de Azospirillum e Bacillus, em diferentes concentragbes, foram
utilizadas para inoculacdo de plantulas de milho cultivadas em sistema
de hidroponia. Analises de variancia mostraram que os tratamentos foram
significativos (p <0,05) para todas as caracteristicas, com um coeficiente de
variagdo de baixo a médio, indicando boa precisao experimental (Tabelas
2, 3, e 4). O teste Tukey (P <0,05) mostrou que os tratamentos B2084 107,
B32 107, B119 107, A1626 10" e SimbioseMaiz® apresentaram maior area
de superficie total (SA) do que o controle (ndo inoculado). Os tratamentos
B2084 107 e A1626 107 apresentaram maior area superficial da raiz com
didmetro entre 0 -1 mm (SA1). Os tratamentos B2084 107, B119 107, A1626
107 apresentaram maior area superficial das raizes com diametro entre 1-2
mm (SA2). Em relagéo a area de superficie de raizes com didmetro > 2 mm
(SA3), os tratamentos B2084 107, B2084 108, B116 107, B119 107, B1920 107,
A2142 107 e SimbioseMaiz® foram superiores ao tratamento controle (Tabela
2). Os tratamentos B2084 107, B116 107, B32 107, B1920 107, A1626 10" e
SimbioseMaiz® foram superiores ao controle em relagéo ao peso seco total,
enquanto oito tratamentos, B2084 107, B2084 108, B116 107, B32 107, B119
107, B1920 107, A1626 107 e SimbioseMaiz® apresentaram maior peso seco
da parte aérea do que o controle (Tabela 2). Em relagdo ao peso seco da
raiz, apenas o B2084 107 apresentou um aumento significativo em relagéo
ao controle. E interessante notar que o tratamento B2084 107 teve um efeito
maior sobre o crescimento das raizes, incluindo a area de superficie total
€ 0 peso seco da raiz, e um aumento no peso da parte aérea. Isso pode
levar a um aumento no crescimento vegetativo, ja que um sistema radicular
mais desenvolvido resulta em uma vantagem inicial a planta. O tratamento
comercial, SimbioseMaiz®, e os tratamentos B119 107, B32 10" e A1626 107
tiveram efeito tanto no aumento da area de superficie radicular quanto no
peso seco da parte aérea.
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Quando o conteudo de nutrientes foi avaliado para parte aérea (Tabela 3)
e raizes (Tabela 4), o tratamento B2084 107 resultou em aumento significativo
em todos os nutrientes na parte aérea e A1626 107 mostrou um aumento
em todos os nutrientes, exceto K, S e Zn (Tabela 3). Os tratamentos B116
108, B119 107, A1626 107 e SimbioseMaiz®, apresentaram aumento de N na
parte aérea. Com excecao dos tratamentos A1626 10”7 e B2084 109, todos os
tratamentos aumentaram o conteudo de N na raiz e a maioria dos tratamentos
apresentou um aumento no conteudo de varios outros nutrientes.

A area total da superficie radicular apresentou uma correlagado positiva e
significativa com peso seco total, macro e alguns micronutrientes da parte
aérea, porém apresentou uma correlagdo negativa com nutrientes na raiz
(Figura 1), indicando que uma plantula de milho com sistema radicular
maior pode translocar mais nutrientes para a parte aérea e aumentar seu
crescimento vegetativo. Foi observada uma alta correlagao entre o conteudo
de nutrientes da parte aérea, assim como entre o contelido de nutrientes da
raiz, mas foi encontrado que, entre si, os nutrientes da parte aérea e da raiz
estdo negativamente correlacionados (Figura 1).
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Figura 1. Correlacdes fenotipicas entre morfologia radicular, peso seco, e nutrientes
de plantulas de milho inoculadas com diferentes cepas de microrganismos. AS — area
de superficie total da raiz (cm?), AS1 — area de superficie das raizes com diametro
entre 0-1 mm (cm?2), AS2 — area de superficie das raizes com diametro entre 1-2 mm
(cm?), AS3 — area de superficie das raizes com didmetro > 2 mm (cm?), PSPA — peso
seco da parte aérea (g), PSR — peso seco da raiz (g), PST — peso seco total (g),
A — conteudo de nutriente da parte aérea e R — conteudo de nutriente da raiz.

A analise de componentes principais (ACP) foi realizada para a morfologia
radicular (AS, AS1, AS2 e AS3), peso seco (raiz, parte aérea e total) e teor
de nutrientes (N P K da parte aérea e raiz). Essas caracteristicas foram
selecionadas com base nas analises de variancia e de correlagdo, agrupando
os tratamentos em diferentes classes (Figura 2). O primeiro componente
principal (CP1) explicou 51,15% da variabilidade fenotipica observada para as
caracteristicas acima e foi explicado, principalmente, pela area de superficie
total, raizes com um diametro entre 0-1 e 1-2 mm, valores de peso seco e
conteudo de N P K da parte aérea. O segundo componente principal (CP2)
explicou 23,87% da variabilidade fenotipica e foi explicado principalmente
pela area superficial das raizes com didmetro > 2 mm, peso seco da raiz e
teor de N P K da raiz (Tabela 5). Os tratamentos no quadrante superior direito
apresentaram maior area de superficie radicular, peso seco e conteudo de
nutrientes, destacando-se o desempenho de B2084 107, SimbioseMaiz®,
B119 107 e B32 107. O tratamento com A1626 107 no quadrante inferior direito
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apresentou maior area de superficie total da raiz, raizes com diametro de
1-2 mm e > 2 mm e peso seco total. Os tratamentos no quadrante superior
esquerdo apresentaram raizes mais grossas, com maior area superficial,
raizes mais finas, com menor area superficial, além de maior massa seca
total e radicular e maior conteudo de N P K na raiz. Os tratamentos no
quadrante inferior esquerdo mostraram resultados semelhantes ao controle
negativo (Figura 2). A concentracdo de células utilizadas também influenciou
o resultado. Por exemplo, B2084 na concentragdo de 107 ufc mL" afetou
positivamente as plantulas, enquanto que nas concentragdes de 10° e 10®
ufc mL-, as plantulas apresentaram area de superficie radicular similar ou
menor. O mesmo foi observado para B32 que contrastou quando utilizado na
concentragdo de 107 e 108 ufc mL". As diferencas entre os tratamentos podem
ser observadas nas Figuras 3 e 4, onde podemos visualizar as diferengas
entre raizes e parte aérea entre o controle negativo e os tratamentos.

@] B2084.10"
T SirhbioseMaiz®
C70.10° !
B32.10 ! B32.10’
- B2084.10° |
B116.10° E B119.10’
R B1920.10" |
S B L
] 7 E
N A2142.10 ;
a - 7 E
5) A1630.10" B2084.10° |
C70.10" |
o i
® Controle Negativo ’
¥ A1626.107
T f T T T
2 0 2 4 6

CP1 (51,15%)

Figura 2. Analise de componentes principais (ACP) para caracteristicas de raiz (con-
teudo de nutriente total e contetido de nutriente da raiz com didmetro entre 0-1, 1-2 e
> 2mm), peso seco (total, parte aérea e raiz) e conteudo de nutrientes da parte aérea
e raiz. A proporgao cumulativa da variancia total de cada componente principal (CP1
e CP2) é mostrada em cada eixo. ldentificacdo das cepas estéo na Tabela 1.
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Tabela 5. Analise de componentes principais para morfologia, peso seco e conteudo
de nutrientes. Os autovetores e a proporgdo cumulativa da variancia total explicada

sa@o mostrados para cada componente principal (CP)

Variaveis

Area de superficie total (cm?)

Raizes com didametro entre 0-1 mm (cm?)
Raizes com diametro entre 1-2 mm (cm?)
Raizes com didmetro entre > 2 mm (cm?)
Peso seco da parte aérea (g)

Peso seco da raiz (g)

Peso seco total (g)

Conteudo de N da parte aérea (% kg™')
Conteudo de P da parte aérea (g kg™')
Conteudo de K da parte aérea (g kg™')
Conteudo de N da raiz (% kg™')
Conteudo de P da raiz (g kg™)

Conteudo de K da raiz (g kg™)

Variancia Cumulativa (%)

CP1
0,33
0,27
0,32
0,07
0,29
0,12
0,31
0,38
0,37
0,30
-0,21
-0,24
-0,20
51,15

CP2

-0,005

-0,06
-0,01
0,25
0,08
0,41
0,30
0,05
0,06
0,27
0,44
0,41
0,48
75,02
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Figura 3. Raizes de milho submetidas a tratamento com inoculante microbiano cul-
tivadas por 10 dias em condigdes hidropdnicas. (A) ndo inoculada, (B) C70 107, (C)
B2084 107, (D) B116 107, (E) A2142 107 e (F) B1920 107.
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Figura 4. Plantulas de milho submetidas a tratamento com inoculantes microbianos
cultivadas por 10 dias em condigdes hidroponicas. (1) ndo inoculada, (2) B116 107, (3)
B2084 107, (4) A2142 107 e (5) B1920 10".

Cepas bacterianas sdo capazes de produzir AlA in vitro

A producéao de AlA dependente do triptofano foi confirmada nas nove cepas
avaliadas, na faixa entre 1,9 (B32) e 82,1 uyg mL-1 (A1630). Comparadas
ao controle (C70), que produziu 32,4 ug mL", as linhagens A1630, A1626,
A2142, B119 e B116 apresentaram maior producéo de AlA (Tabela 6).
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Tabela 6. Produgéo de AlA dependente de triptofano pelas cepas utilizadas como
inoculantes microbianos

Cepa Género AlA (ug.mL")
Controle Negativo - 0,00°*
C70 Bacillus 32,39¢
B2084 Bacillus 30,16¢
B116 Bacillus 49,54¢
B32 Bacillus 1,96¢
B119 Bacillus 61,67°
B1920 Bacillus 3,18¢°
A1626 Azospirillum 65,78
A2142 Azospirillum 52,15¢
A1630 Azospirillum 82,122

*As médias seguidas pelas mesmas letras indicam que os tratamentos ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p <0,05).

Discussao

Neste trabalho, foi avaliado o efeito potencial de cepas de Azospirillum e
Bacillus sobre o crescimento de plantulas de milho cultivadas em um sistema
hidropénico. Estes dois géneros sdo conhecidos e estudados ha décadas,
Azospirillum por causa da sua capacidade de fixagdo de nitrogénio e produgao
de fito-horménios (Hungria et al., 2010; Fukami et al., 2018) e Bacillus por
sua eficiéncia em solubilizar fosfato e produzir acidos organicos (Gomes et
al., 2014; Abreu et al., 2017). No entanto, ainda sdo necessarios estudos
complementares para compreender os efeitos destes microrganismos como
promotores de crescimento de plantas em diferentes ambientes.

Nossos resultados mostraram um aumento consistente na area da
superficie total radicular e no peso seco total das plantulas inoculadas. Dados
semelhantes foram obtidos em um estudo com Pseudomonas e Pantoea,
que mostraram um aumento no comprimento e biomassa da raiz em plantas
de milho (Viruel et al., 2014) e outro estudo com A. brasiliense, cepas Ab-
V5 e Ab-V6, utilizando Brachiaria (Hungria et al., 2016). O desenvolvimento



Cepas de Bacillus e Azospirillum Aumentam o Crescimento e a Absorcao de Nutrientes em Milho em 23
Condigbes Hidropdnicas

de uma area maior de superficie radicular esta diretamente relacionado a
eficiéncia da planta para aquisi¢do de nutrientes e dgua do solo. Raizes finas
(< 2 mm) desempenham um papel especialmente importante na ciclagem
de agua, nutrientes e carbono e constituem um importante investimento de
fotossintéticos e recursos vegetais, que reflete em uma maior biomassa e
tolerancia ao estresse em fases posteriores. Varias bactérias promotoras do
crescimento de plantas, incluindo Bacillus, podem induzir ou inibir fatores de
crescimento da raiz primaria, aumentar o nimero e/ou o comprimento das
raizes laterais e alongar os pelos radiculares, o que estimula a aquisigao de
agua e nutrientes e consequentemente o crescimento das plantas (Dobbelaere
et al., 1999; Contesto et al., 2008; Combes-Meynet et al., 2011; Chamam et
al., 2013; Vacheron et al., 2013). Raizes nodais e laterais compreendem a
maior parte do sistema radicular do milho e seu desenvolvimento é controlado
por sinais ambientais e intrinsecos, nos quais os hormdnios vegetais sao
elementos-chave para sua regulacdo (Depuydt; Hardtke, 2011; Garay-Arroyo
etal., 2012; Vanstraelen; Benkova, 2012). Considerando todos os tratamentos
que apresentaram maior area de superficie radicular e peso seco, apenas
a cepa B1920 apresentou baixa produgcdo de AIA, todas as demais cepas
apresentaram alta produgédo deste fito-hormdnio, o que poderia explicar o
crescimento promovido na raiz e parte aérea.

Embora tenha sido observada uma correlagao positiva entre a produgao
de AlA in vitro e o aumento da matéria seca da raiz e da parte aérea para
varias BPCP (Mehnaz; Lazarovits, 2006), incluindo Bacillus (Wahyudi et al.,
2011; lkeda et al., 2013), altas concentragdes de AlA bacteriana podem inibir
o crescimento das raizes, sugerindo que existe um limiar 6timo para estimular
o desenvolvimento das plantas. Por exemplo, um isolado de A. brasilense que
produz altos niveis de AlA nao necessariamente, promove maior crescimento,
uma vez que a auxina microbiana adicional pode alterar o nivel 6timo de
auxina endogena e causar inibigdo do crescimento das plantas em casa de
vegetagdo (Mehnaz; Lazarovits, 2006). Dentre as cepas avaliadas, B2084 e
B116 apresentaram o quarto e quinto maiores niveis de produgéo de AlA e
proporcionaram resultados positivos na promogao do crescimento de milho
em solugao nutritiva.

Considerando as cepas de Bacillus que afetaram positivamente o contetido
de nutrientes das plantas, B32, B116 e B119 foram isoladas da rizosfera
de milho (Oliveira et al., 2009), enquanto B2084 e B1920 sio bactérias
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endofiticas, sendo todas eficientes na solubilizacdo de fontes pouco sollveis
de fosfato (Silva et al., 2014; Abreu et al., 2017; Ribeiro et al., 2018). Plantas
de milho inoculadas com as cepas Azospirillum A1630 e inoculante comercial
SimbioseMaiz® também apresentaram maior contetdo de nutrientes que o
controle. Isto indica que uma maior area de superficie de raiz, estimulada
por BPCP nos primeiros estagios de crescimento de planta, promoveu maior
absorcao de nutriente e crescimento de planta.

Os resultados indicam que, além da cepa avaliada, sua respectiva
concentracao foi um fator significativo para o crescimento das plantulas. A
cepa B2084 inoculada na concentragao de 10° ufc mL" teve um efeito menor
em comparagdo com a concentragao de 107 ufc mL-'. O mesmo foi observado
quando B2084 e B32 foram testadas na concentracdo de 10% ufc mL"' e
comparadas com a concentragdo de 107 ufc mL™". Apds avaliar diferentes
concentragdes de Bacillus, a concentragdo de 107 ufc mL-" foi a que apresentou
melhores resultados noaumento do crescimento do milho emnossas condigoes
experimentais. Ha relatos na literatura de que a concentragdo bacteriana
otima para produzir um efeito promotor de crescimento no milho é de 107 ufc
por planta em condigbes de campo (Fallik et al., 1988; Fages, 1994). Outro
experimento com Azospirillum mostrou que a inoculagdo com a concentragao
bacteriana 6tima promoveu um aumento na altura da planta, comprimento
da raiz e peso seco em plantas de milho cultivadas em condi¢gées de campo
(Puente et al.,, 2009). Outros autores relataram inibigdo do crescimento
radicular em trigo inoculado com Azospirillum em concentragdes superiores
a 108 ufc mL" (Kapulnik et al., 1985; Bashan, 1986; Barbieri et al., 1988).
Um estudo utilizando A. lipoferum em milho analisou trés concentragdes de
inoculo, 0,9 x 10% 0,9 x 107 e 0,9 x 10°ufc mL™", e observou que a maior
concentragdo nao modificou o comprimento da raiz e a menor concentragao
causou uma redugéo na altura da parte aérea, elegendo 107 ufc mL" ou 2,5
x 107 ufc por planta, o nivel étimo de inéculo (Arsac et al., 1990). O potencial
maximo dos inoculantes deve ser testado quanto a competitividade da cepa
e ao numero de células viaveis que permitem a rapida colonizagéo da raiz
(Deaker et al., 2004). A maior concentracao de células também pode implicar
a maior produc¢ao do hormdnio vegetal AlA e causar inibicdo do crescimento,
como ja relatado anteriormente.
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Conclusoes

O sistema hidropdnico mostrou ser uma estratégia eficiente para
selecionar cepas bacterianas promotoras do crescimento de plantas nos
estagios iniciais do desenvolvimento do milho. Nossos resultados indicaram
que as inoculagbes de milho com linhagens individuais de Bacillus, B116,
B119 e B2084, em sua concentragdo 6tima, foram efetivas no aumento da
area de superficie radicular e na massa seca da parte aérea de plantulas de
milho em sistema hidropdnico.
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