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DESENVOLVIMENTO E PRODUTIVIDADE DO TRIGO EM FUNCAO DA
INOCULACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

RESUMO

O trigo representa a cultura de inverno de maior relevancia econémica no sul do Brasil,
pois é caracterizado como alimento basico da populacdo. O nutriente que mais limita
a produtividade de trigo € o nitrogénio (N), portanto, a pratica de adubacao nitrogenada
€ comum e responsavel pelo elevado custo da producéo agricola, além de ser uma
fonte consideravel de contaminacdo ambiental. Buscando reduzir a utilizacdo de
fertilizantes quimicos, uma alternativa promissora é a utilizacdo de Bactérias
Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV), as quais apresentam como beneficios a
fixacdo biologica do nitrogénio (FBN), solubilizacdo de nutrientes, producéo de fito-
hormoénios, modulacdo da atividade patogénica e tolerancia a estresses abidticos.
Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a contribuicdo da
inoculacdo de sementes de trigo com BPCV no desenvolvimento e na produtividade
da cultura do trigo. O experimento foi conduzido em Ponta Grossa (PR), sob
delineamento experimental de blocos ao acaso, com seis repeticées. Os tratamentos
consistiram em um controle, duas doses de adubacdo nitrogenada em cobertura,
inoculagcdo das sementes de trigo com seis diferentes estirpes de BPCV e um
tratamento com a combinacdo de quatro estirpes bacterianas. Neste experimento
foram avaliadas a emergéncia das plantas, componentes de producéo, teor de N nas
folhas e graos e quantificacdo de bactérias diazotréficas presentes na rizosfera de
trigo. A condicdo climatica durante o experimento afetou o desenvolvimento e a
produtividade do trigo, contribuindo com a obtencéo de baixos niveis de produtividade
e interferindo na resposta das plantas a inoculacdo com BPCV. Contudo, a inoculacao
das sementes com Pseudomonas sp. H2D apresentou o maior valor de numero de
plantas de trigo por metro linear na fase de perfilhamento da cultura, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Embora os demais parametros avaliados
nao tenham demonstrado diferenca estatistica, os resultados com o uso das BPCV
sdo bastante promissores e novos testes devem ser realizados para a melhor
compreensao do efeito da inoculacdo em diferentes condi¢cdes de cultivo.

Palavras-chave: Fixacado Bioldgica de Nitrogénio (FBN), quantificacdo de bactérias
diazotrdficas, estresse hidrico.



DEVELOPMENT AND PRODUCTIVITY OF WHEAT IN FUNCTION OF
INOCULATION OF PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA

ABSTRACT

Wheat represents the most important winter crop of southern Brazil, because it is
characterized as the staple food of the population. The nutrient that most limits wheat
productivity is nitrogen (N), therefore, the practice of nitrogen fertilization is common
and responsible for the high cost of agricultural production, besides being a
considerable source of environmental contamination. In order to reduce the use of
chemical fertilizers, a promising alternative is the use of Plant Growth Promoting
Bacteria (PGPB), which have the benefits of biological nitrogen fixation (BNF), nutrient
solubilization, phytohormone production, pathogenic activity and tolerance to abiotic
stresses. In this sense, the present work had the objective of evaluating the
contribution of the inoculation of wheat seeds with PGPB in the development and
productivity of the wheat crop. The experiment was conducted in Ponta Grossa (PR),
under a randomized block experimental design, with six replicates. The treatments
consisted of one control, two doses of nitrogen fertilization in the cover, inoculation of
wheat seeds with six different strains of PGPB and a treatment with the combination
of four bacterial strains. In this experiment the emergence of plants, yield components,
N content in the leaves and grains and quantification of diazotrophic bacteria present
in the wheat rhizosphere were evaluated. The climatic condition during the experiment
affected the development and productivity of wheat, contributing to low yields and
interfering with the response of plants to PGPB inoculation. However, seed inoculation
with Pseudomonas sp. H2D presented the highest number of wheat plants per linear
meter in the tillering phase of the crop, differing statistically from the other treatments.
Although the other parameters evaluated did not show statistical difference, the results
with the use of PGPB are very promising and new tests should be performed to better
understand the effect of inoculation in different culture conditions.

Keywords: Biological Nitrogen Fixation (BNF), quantification of diazotrophic bacteria,
hydrical stress.
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1 INTRODUCAO

O trigo é uma poéacea pertencente ao género Triticum, 0 qual apresenta cerca de
30 tipos geneticamente diferenciados. A espécie Triticum aestivum € responsavel por
mais de 75% da producdo mundial de trigo devido as suas qualidades para panificacéo
(EMBRAPA, 2017). O trigo representa a cultura de inverno de maior importancia
econbmica no sul do Brasil, pois é caracterizado como alimento basico da populacéo,
visto que é o principal ingrediente para fabricacdo de paes, bolachas, farinhas e bolos
(BAZZAN, 2013).

A producéo brasileira de trigo na safra 2017 sofreu reducéo de 36,6% em relacéo
a safra anterior, devido as condi¢des climaticas desfavoraveis e também pela reducéo
da area plantada na ordem de 10% (CONAB, 2018a). Estima-se que um aumento de
60% na producao de trigo sera necessario para atender a demanda do mercado nos
proximos dez anos, porém, este processo é desafiador devido aos varios fatores
ambientais limitantes (VICKI, 2001). Conforme a demanda de alimentos aumenta, a
producéo agricola deve se intensificar e mais insumos, como a fertilizagcdo quimica

por exemplo, serdo necessarios (DI SALVO et al., 2018).

O nitrogénio (N) é o principal limitante da producdo de poaceas de alto rendimento
de gréos, como o milho e o trigo; portanto, a pratica de adubacao nitrogenada se faz
comum e responsavel pelo elevado custo da producdo agricola (MELLO, 2012).
Contudo, sabe-se que estes sistemas produtivos podem produzir efeitos negativos ao
meio ambiente e por essa razdo, atualmente, muitos autores estdo propondo uma
“nova revolucdo verde” com o objetivo de aumentar o rendimento de graos através de
uma melhor compreensao das interacdes solo-planta e do manejo de microrganismos
benéficos do solo (GEWIN, 2010).

Visando uma agricultura sustentavel, com baixo custo de manejo, menor
dependéncia da importacdo de insumos e de forma ndo poluente, estudos tém
demonstrado aumento significativo na produtividade de grdos de trigo através da
utilizacdo de bactérias diazotroficas, as quais sdo capazes de fixar o nitrogénio
atmosférico (SALA et al., 2007).

Diversas bactérias, incluindo ou ndo espécies diazotréficas, sdo denominadas de

Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV), as quais podem auxiliar por
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diversos mecanismos 0 crescimento e o rendimento das plantas (BASHAN;
HOLGUIN; DE BASHAN, 2004). Além da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), as
BPCV apresentam outros efeitos benéficos, como a solubilizacdo de nutrientes,
producéo de fito-hormonios, modulacdo da atividade patogénica e tolerancia a
estresse hidrico e salino (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010). Porém,
estudos com poaceas sao recentes quando comparado as leguminosas, mas ja se
tém obtido resultados positivos com a inoculagdo das sementes com tais bactérias
(ROSARIO, 2013).

Buscando compreender melhor a influéncia da inoculagdo de sementes de trigo
com Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV), este trabalho servira de
apoio para possiveis respostas quanto ao desenvolvimento e produtividade da cultura

do trigo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ACULTURA DO TRIGO

A cultura do trigo é considerada uma das primeiras espécies cultivadas no mundo
e se enquadra entre as mais importantes para alimentacdo humana (JOSHI et al.,
2007). O trigo faz parte da familia Poaceae, género Triticum, onde as principais
espécies cultivadas sdo Triticum monococcum, Triticum durum e Triticum aestivum
(LEON; ROSELL, 2007).

O trigo destaca-se por ser um dos trés cereais mais cultivados do mundo,
juntamente com o milho e o arroz, merecendo sua importancia na economia global
(TAKEITI, 2015). No Parana, o cultivo de trigo é fundamental para o sistema produtivo,
exercendo a sua fungcdo na rotacdo de culturas e na cobertura do solo durante o
inverno, fatores estes primordiais no sistema de plantio direto (BRUM; MULLER,
2008).

Varios fatores bioticos e abidticos influenciam a produtividade e qualidade dos
graos de trigo, sendo a fertilidade do solo um importante fator, onde o nitrogénio é o
nutriente fundamental para a producéo de trigo (MELLO, 2012). Segundo Dobbelaere
et al. (2002) as plantas de trigo conseguem utilizar apenas 50% do fertilizante

nitrogenado aplicado, sendo o restante perdido devido a lixiviacao e desnitrificacao.

O nutriente que mais limita a produtividade do trigo é o nitrogénio, pois determina
o0 numero de perfilhos e é essencial para a fase de formacdo dos nés, no inicio do
alongamento (DOBBELAERE et al., 2002). De acordo com Benett et al. (2011), o
nitrogénio € responsavel por incrementar o nimero de espiguetas, nimero de graos

por espiga e o peso hectolitrico.

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017a), apés
o fim do monopdlio estatal na comercializacdo do trigo em 1990, a area cultivada no
estado do Parana decresceu, apresentando oscilacfes ao redor de uma area média
cultivada de 1,050 milhdo de hectares por safra. Além disso, a produtividade exibe
uma tendéncia de alta, passando de 900 kg ha! em 1977 para aproximadamente

3.000 kg ha em 2016, como mostra a Figura 1.
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Figura 1 - Area e produtividade do trigo no estado do Parana (1977 — 2016).

—— Area (x 1.000 ha) —— Produtividade (kg/ha)
3.500
3.000
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2.000
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77 8o 84 88 92 96 2000 04 o8 12 16
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Fonte: CONAB (2017a).

A cultura do trigo possui extrema importancia no estado do Parana, sendo este 0
maior estado produtor do cereal, possuindo a maior area cultivada com o produto
(CONAB, 2018b). Devido a estiagem nos meses de julho, agosto e setembro e em
menor escala, das geadas e chuvas intensas no Parana (CONAB, 2017b), houve uma
reducdo na produtividade na ordem de 26,5% em comparacdo com a safra de 2016,
a qual recuou para 2.308 kg ha' em 2017 (CONAB, 2018a). A média nacional de
produtividade na safra 2017 foi de 2.225 kg ha', aproximadamente 30% a menos que
na safra 2016, totalizando uma producao de 4,26 milhdes de toneladas. No entanto,
essa producdo nado supre a demanda interna nacional, a qual corresponde a
aproximadamente 14 milhdes de toneladas, sendo necessario importar trigo de outros
paises (CONAB, 2018a).

A obtencéo de renda com a cultura do trigo ndo é fator preponderante para o seu
cultivo, pois raramente ha lucro significativo com o produto em consequéncia do alto
custo operacional, baixo preco do cereal no mercado ou ocorréncia de fatores
climaticos que alteram a qualidade do gréo, dificultando sua comercializacdo (CONAB,
2017a).

Segundo Baumgratz et al. (2017) para maximizar o desempenho econdmico-
financeiro em meio aos riscos e as instabilidades do mercado de trigo, € necessario

gerir com eficiéncia as atividades agricolas, abordando principios fundamentais, como



17

a minimizacao de custos, otimizag&o da utilizagcdo do espaco produtivo e a obtencgao

de niveis de produtividade significativos.
2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

Segundo Gholami; Shahsavani e Nezarat (2009) as Bactérias Promotoras do
Crescimento Vegetal (BPCV) sdo assim denominadas devido aos efeitos benéficos
gue proporcionam ao crescimento das plantas. Diversos mecanismos de promogao
do crescimento vegetal sdo descritos, como a fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN),
solubilizacdo de fosfato, producdo de fito-hormbnios e modulacdo da atividade
patogénica (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010). Além disso, essas bactérias
podem melhorar a tolerancia contra estresses, como a seca, alta salinidade,

toxicidade a metais e agrotoxicos (BASHAN et al., 2008).

A capacidade das BPCV em modificar o metabolismo da planta tem sido descrita
em varios estudos, tanto em condi¢cdes normais quanto de estresse (KASIM et al.,
2013). De acordo com Di Salvo et al. (2018) o nivel de resposta da inoculacédo &
definido por interagcdes complexas entre microrganismos e plantas, muitas delas ainda

desconhecidas.

Garcia et al. (2015) relatam que o0 modo de acdo das diferentes BPCV variam de
acordo com a planta hospedeira. Além disso, Vacheron et al. (2013) a resposta a
inoculacdo com BPCV também sofre influéncia de varios fatores bidticos (genétipos
das plantas, estagios de desenvolvimento das plantas, outros membros da
comunidade microbiana) e fatores abioticos (composicdo do solo, manejo do solo e

condicdes climaticas).

Diversos géneros de BPCV séao descritos, incluindo Acetobacter, Achromobacter,
Anabaena, Arthrobacter, Azoarcos, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Clostridium, Enterobacter, Flavobacterium, Frankia, Hydrogenophaga, Kluyvera,
Microcoleus, Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus,
Streptomyces e Vibrio (BASHAN et al., 2008).

Segundo Dobbelaere et al. (2001), o género Azospirillum sp. faz parte das
bactérias de vida livre e sdo consideradas BPCV, as quais sao capazes de afetar o

crescimento e o0 rendimento de numerosas espécies de plantas com grande
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importancia agronémica e ecologica. Diversos pesquisadores tém demonstrado
grande interesse pelo género Azospirillum, sendo Azospirillum brasilense a principal
bactéria estudada, a qual foi descoberta no inicio dos anos 70 por Johanna Dobereiner
e pesquisadores da Embrapa Agrobiologia (OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994).

De acordo com Tien; Gaskins e Hubbell (1979) um dos principais mecanismos
propostos para explicar a promoc¢ao do crescimento das plantas pela inoculagao de
Azospirillum sp. tem sido relacionado & sua capacidade de produzir e metabolizar

varios fito-hormdnios e outras moléculas de regulagcédo do crescimento da planta.
2.2.1 BPCV e o ciclo de nitrogénio

Em sua maioria, 0s solos brasileiros possuem baixos teores de nitrogénio
disponivel, o que torna a adubacé&o nitrogenada uma pratica indispensavel, onde os
fertilizantes inorganicos constituem a principal forma de adicdo deste nutriente nos
solos (DARTORA et al., 2013). Porém, o uso intensivo de fertilizantes quimicos na
agricultura constitui um importante componente dos custos de producao e representa
uma fonte consideravel de contaminacdo ambiental, podendo atingir recursos de

aguas subterraneas, lagos e rios (KUMMU et al., 2012).

O uso de processos bioldgicos representa uma alternativa promissora para reduzir
a utilizacao de fertilizantes quimicos através da inoculacéo de bactérias diazotroéficas,
as quais fazem parte do grupo de BPCV e sdo capazes de fixar o nitrogénio
atmosférico (N2), tornando-o disponivel para as plantas através da conversao
enzimatica do N2 em ions aménio (NH4*) (MARIN et al., 1999). Devido ao alto custo
dos fertilizantes nitrogenados, a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é o processo
mais estudado na biologia do solo (DOBEREINER, 1989).

O processo de FBN em poaceas € realizado por bactérias diazotroficas livres ou
em simbiose com plantas (BHATTACHARJEE; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2008). O
grupo de genes necessarios para a FBN varia muito entre os diversos géneros de
Archaea e Bacteria (Dos SANTOS et al., 2012). Um ndcleo minimo de trés genes
cataliticos (nifHDK) e trés biossintéticos (nifENB) € conservado na maioria dos

diazotroficos (Dos SANTOS et al.,, 2012). Outros genes necessarios para a
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biossintese e atividade da nitrogenase sdo menos conservados, como ntr, fix, fdx, nod,
etc (YANG et al., 2014).

De acordo com a Embrapa (2016) a inoculacdo de sementes de trigo com
Azospirillum pode suprir com no maximo 30 kg ha' de N. Segundo os mesmos
autores, os fatores que afetam a disponibilidade de N também se refletirdo na
eficiéncia do Azospirillum em ser fonte de N para o trigo e a eficiéncia agrondmica dos

inoculantes pode variar em funcdo das condi¢des de cultivo do trigo.

A substituicdo total ou parcial de fertilizantes quimicos através do uso de BPCV
pode reduzir os custos de producdo, bem como ajudar a mitigar os impactos
ambientais negativos das atividades agricolas (FUKAMI et al., 2016). Em varios
estudos foi constatado que a inoculacdo de BPCV, tanto em poaceas quanto em
leguminosas, reduziu o uso de fertilizantes quimicos, especialmente o nitrogénio, na
ordem de 20 a 50% e forneceu resultados superiores quando fertilizantes organicos
foram incorporados (BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004).

Devido a extensa area cultivada com cereais, a FBN torna-se uma alternativa para
essas culturas, mesmo que apenas parte da demanda de nitrogénio seja suprida por
este método (GALINDO, 2015). De acordo com pesquisas realizadas no Brasil por
Hungria et al. (2010), considerando a substituicdo parcial (50%) do fertilizante
nitrogenado exigido pelas culturas de milho e trigo por Azospirillum brasilense, seria
esperado uma economia de 1,2 bilhdes de dolares por ano, sendo assim a utilizacéo
de inoculantes a base de Azospirillum sp. apresenta como objetivo a reducdo no uso

de fertilizantes quimicos.

A combinac¢do da FBN com outras caracteristicas da promocdo do crescimento
das plantas tem demonstrado que as BPCV sdo uma alternativa eficiente e viavel aos
fertilizantes quimicos, visando a maxima producdo juntamente com a preservacao
ambiental (KENNEDY; CHOUDHURY; KECSKES, 2004).

2.2.2 BPCV e o0 estresse hidrico

O estresse hidrico esta entre os estresses abidticos mais limitantes a producéo
vegetal e o aumento da sua intensidade, nas ultimas décadas, esta afetando a
seguranca alimentar mundial (VURUKONDA et al., 2016). Kasim et al. (2013) afirmam
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gue a seca pode causar sérios problemas de crescimento nas plantas, em mais de
50% dos solos araveis até 2050. De acordo com Lesk; Rowhani e Ramankutty (2016)
a seca representa uma das principais limitacdes a producéo de alimentos em todo o
mundo, sendo que durante o periodo de 1964 a 2007 houve uma reduc¢éo na producao

de cereais na ordem de 9 a 10%.

Rubin; Van Groenigen e Hungate (2017) indicaram através de uma meta-analise
gque as BPCV podem melhorar consideravelmente o desempenho das plantas,
obtendo um efeito maior sob a massa de parte aérea e rendimento reprodutivo em
condicdes de seca quando comparado as condicbes com suficiéncia de agua. Varias
BPCV séao capazes de induzir a tolerancia a estresses abioticos em algumas plantas,
como o estresse salino e hidrico na cultura do trigo (CREUS; SUELDO; BARASSI,
2004).

Segundo Vurukonda et al. (2016) os mecanismos utilizados pelas BPCV para
promover o crescimento das plantas em condi¢cdes de seca séo variados e envolvem
a producdo de exopolissacarideos (EPS), fitormdnios, l1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase, compostos volateis, acumulo de osmodlitos,
antioxidantes, regulacdo de genes responsivos ao estresse hidrico e alteracdes na
morfologia radicular, os quais desempenham um papel significativo no alivio do
estresse hidrico nas plantas. Um exemplo € a estirpe de Bacillus licheniformus, que
pode produzir ACC desaminase, a qual degrada o etileno, horménio vegetal
responsavel pela reducdo do crescimento das raizes e parte aérea em condicfes de
seca (LIM; KIM, 2013).

Segundo Huang; DaCosta e Jiang (2014) entre as muitas caracteristicas
adaptativas que as plantas possuem para suportar a seca, a arquitetura do sistema
radicular € uma das mais importantes. Nesse contexto, as BPCV, através do aumento
das concentracdes de AlA (acido indol acético), podem aumentar o comprimento das
raizes laterais e modificar a arquitetura das mesmas (CONTESTO et al., 2010).
Wasson et al. (2012) citam a correlagdo existente entre o sistema radicular profundo

e prolifico com a resisténcia a seca em varias culturas, incluindo o trigo.

De acordo com Timmusk et al. (2014), as BPCV podem realizar uma adaptacéo

fisica em solos mais secos através da producdo de uma matriz extracelular formada
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por oligossacarideos e polissacarideos, 0s quais aumentam a capacidade de retencéo

de agua no solo.

Diversas BPCV podem promover tolerdncia a seca através de diferentes
mecanismos e representam uma abordagem promissora para reduzir o estresse
hidrico em plantas de trigo, melhorando seu crescimento, além de apresentar menor
atividade enzimatica antioxidante, reduzindo assim os niveis de espécies reativas de

oxigénio em plantas submetidas a condicdo de seca (KASIM et al., 2013).

Mancosu et al. (2015) afirmam que existe a necessidade de encontrar solugdes
gue visem aumentar a tolerancia das plantas ao estresse hidrico, permitindo o
crescimento das culturas para que satisfacam a demanda de alimentos, porém, com

uma disponibilidade limitada de recursos hidricos.

Apesar do papel desempenhado pelas BPCV na promocéo do crescimento das
plantas, manejo de nutrientes e controle de doencas ser bem conhecido, 0 mesmo
nao acontece com 0 manejo relacionado ao estresse abiotico, como a seca, a qual
ganhou importancia recentemente (YANG; KLOEPPER; MIN RYU, 2009).

2.2.3 BPCV como alternativa para a producéo agricola

Diaz-Zorita e Fernandez-Canigia (2009) avaliaram a inoculacdo de trigo com
Azospirillum brasilense em 297 locais da Argentina, 0s quais apresentaram resultados
positivos, com até 6% de aumento no rendimento em 70% dos casos. No Brasil,
ensaios a campo demonstraram aumento de 18% no rendimento de graos de trigo
inoculado com A. brasilense (HUNGRIA et al., 2010).

Através de analise agregada de diversos artigos publicados, Veresoglou e
Menexes (2010) descreveram que as respostas de produtividade de gréaos de trigo a
inoculacdo correspondem a aproximadamente 50% do peso seco da parte aérea.
Cassan e Diaz-Zorita (2016) demonstraram que os beneficios no rendimento de graos
sdo explicados principalmente pelo aumento da quantidade de grdos produzida em
consequéncia ao melhor crescimento vegetativo em culturas inoculadas, obtendo

efeitos minimos no peso de grédos ou em sua composicao.

Veresoglou e Menexes (2010) avaliaram a interagao trigo-Azospirilum e

encontraram resultados onde a inoculagdo aumentou o rendimento de gréaos de trigo
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em 9% e a massa da parte aérea em 18%. Porém, Rubin; Van Groenigen e Hungate
(2017) obtiveram 15% de incremento no rendimento de gréos de trigo inoculados com
Azospirillum e 5% de incremento na massa da parte aérea, ndo encontrando um

padrdo consistente para as respostas.

Ensaios testando diferentes estirpes de A. brasilense e A. lipoferum nas culturas
de milho e trigo demonstraram que a inoculagcdo com A. brasilense resultou em
incrementos de 24 a 30% no rendimento de graos de milho quando comparado ao
controle sem inoculacdo, o que proporcionou a identificacdo das primeiras estirpes
autorizadas para a producéo de inoculantes comerciais no Brasil (HUNGRIA et al.,
2010).

Dartora et al. (2013) observaram incremento de 15% no diametro basal do colmo
de milho com a inoculagédo combinada de A. brasilense e Herbaspirillum seropedicae
em relacdo a testemunha, atribuindo este resultado ao efeito da promocédo do
crescimento proporcionado pelas bactérias diazotroficas. Na cultura do trigo, a
inoculacédo das sementes com A. brasilense apresentou resultados na manutencao de
perfilhos férteis, maior extracdo de nitrogénio e acumulo nos graos, aumento da
producéo através de graos mais pesados e cheios e maior desenvolvimento radicular
(SALA et al., 2007).

Outros géneros bacterianos também séo descritos como benéficos as plantas,
dentre os quais o género Burkholderia sp., o qual foi observado na rizosfera de cana-
de-acucar apresentando mecanismos de acado eficientes quanto a inibicdo do
crescimento de agentes patogénicos, solubilizacdo de fosfato e a producdo de AlA
(LUVIZOTTO et al.,, 2010). Segundo Teixeira et al. (2016) este género bacteriano
apresenta potencial para ser submetido a experimentos de promocéo do crescimento

vegetal em campo, sob condi¢des de estresse salino e hidrico.

De acordo com Perez-Montano et al. (2014), a inoculacdo de Pseudomonas
fluorescens no trigo, estirpe produtora de ACC-desaminase, resultou na diminuicéo
das doses de nitrogénio, fosforo e potassio. Além disso, a cultura do trigo apresentou
maior rendimento de gréos, indice de colheita e teor de proteina com doses de

fertilizantes abaixo do que as convencionalmente aplicadas.
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Chihaoui et al. (2015) observaram efeito benéfico da inoculacdo do solo com a
estipe Agrobacterium sp. 10C2, apresentando incrementos de 54% no namero de
nédulos, 157% no peso fresco dos nodulos, 16% na biomassa da parte aérea e 53%
no teor de fosforo nos graos de feijao. Segundo Li et al. (2008), os géneros bacterianos
Pantoea, Serratia, Acinetobacter, Bacillus, Agrobacterium e Burkholderia foram
capazes de produzir AlA, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio, sugerindo que estas
bactérias sdo promissoras para futuros estudos de promocgéao de crescimento vegetal.

Dobereiner (1989) ressalta que existe diferenca entre genoétipos de poaceas em
relacdo a FBN, o que representa um grande potencial para uma melhor exploracao
através do melhoramento vegetal. Existem estudos que corroboram com esta
afirmacéo, onde destacam que o genotipo da planta é o fator-chave para se obter
beneficios oriundos da FBN associado a selecdo de estirpes eficientes (REIS et al.,
2000).

A alta variacdo vista entre os resultados experimentais em campo é a principal
barreira que dificulta a aceitacdo do uso comercial generalizado de microrganismos
promotores do crescimento de plantas, como o Azospirillum sp. pelos agricultores
(DOBBELAERE et al., 2001). Cassan e Diaz-Zorita (2016) relataram que essa
variacado da resposta ao inoculante depende da quantidade de adubacéo nitrogenada,

da identidade das cultivares de trigo, do tipo de solo e da temperatura.

O aumento da utilizacdo da FBN pelas poaceas € um dos maiores desafios da
pesquisa em biologia do solo, visto que as poaceas ndo formam nodulos com
bactérias fixadoras de N2 como acontece com as leguminosas (DOBEREINER, 1989).
No entanto, com a perspectiva de aumento da producao agricola e economia no uso
de fertilizantes nitrogenados, as bactérias do género Azospirillum tém sido muito
estudadas. Os efeitos proporcionados pela utilizacdo de Azospirillum assim como
outras BPCV, fornecendo melhorias no aproveitamento de nitrogénio, diminuindo
assim os custos com fertilizantes nitrogenados, principalmente em poaceas, séo
bastante promissores (FERREIRA et al., 2017).

Portanto, o estudo visando encontrar novas estirpes, as quais sejam eficientes na

promocdo do crescimento de plantas de trigo € de extrema importancia para a
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agricultura, a qual busca por maiores produtividades associada a um propdsito mais

sustentavel e mais econdmico.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a contribuicdo da inoculagcdo de sementes de trigo com Bactérias
Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV) no desenvolvimento e produtividade da

cultura do trigo em campo experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a influéncia da inoculagdo de BPCV no estabelecimento de plantas da

cultura do trigo;

- Determinar o niumero mais provavel de bactérias diazotréficas presentes na

rizosfera de plantas de trigo submetidas a diversos tratamentos;

- Verificar se a inoculacdo com BPCV contribui com o fornecimento de nitrogénio

para a cultura do trigo;

- Determinar o efeito da inoculacdo com BPCV sobre o rendimento e qualidade de

graos de trigo (peso do hectolitro, peso de mil graos e teor de nitrogénio).
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4 HIPOTESES

A inoculacdo das sementes com BPCV é capaz de auxiliar o crescimento e
desenvolvimento de plantas de trigo.

As bactérias diazotréficas contribuem com o fornecimento de nitrogénio para a
cultura em questdo, visto que estas sdo capazes de fixar o nitrogénio
atmosfeérico.

A utilizacdo de BPCV em sementes de trigo incrementa a produtividade e a
gualidade dos graos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DO EXPERIMENTO E CARACTERIZACAO DO SOLO E CLIMA

O ensaio experimental foi conduzido entre os meses de junho a novembro de 2017
no municipio de Ponta Grossa (PR), na Fazenda Escola Capao da Onc¢a (FESCON),
pertencente a Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), sob as coordenadas
geograficas 25°05'33”S e 50°03'03” W e altitude de 1.002 m.

O solo do local esta localizado sob um relevo ondulado, no terco médio de uma
topossequéncia de transicdo entre Latossolo e Cambissolo, sendo estas as classes
de solo que mais predominam na regido dos Campos Gerais (SA, 2014). As

caracteristicas fisicas e quimicas do solo utilizado estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultado da andlise fisica e quimica do solo, da camada 0-20 cm, antes
da realizacdo do experimento.

pH (H+A) Al Ca Mg K Pt C2 CTCs v4 Areia Silte Argila
CaCly ----------- cmolc dm3 ----------- mgdm=3 gdm?® cmoledm3® % g kg*
5 4,1 01 23 06 02 28,7 14,8 7,2 426 750 70 180

1P extraido com solucédo de Mehlich-1. 2 Carbono organico. 2 Capacidade de troca catidnica pH
7,0. # Saturagdo por bases.

De acordo com a classificacdo climatica de Koppen, o clima da regidao é
classificado como Cfb — clima temperado, com temperatura média no més mais frio
abaixo de 18°C e temperatura média no més mais quente abaixo de 22°C, com verdes
frescos e sem estacdo seca definida (IAPAR, 2018). Os dados de temperatura
minima, temperatura maxima e precipitacao pluvial ocorrida durante o experimento
podem ser observados na Figura 2, além da precipitacdo média mensal ocorrida em
Ponta Grossa, obtida através do conjunto de dados de 1997 até 2017 (INSTITUTO
DAS AGUAS DO PARANA, 2019).
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Figura 2 — Precipitagdo pluvial mensal da regido de Ponta Grossa (média
de 20 anos) e precipitacédo pluvial mensal, temperatura maxima
e minima ocorrida durante os meses de realizagdo do
experimento.
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5.2 MATERIAIS

Foram utilizadas neste experimento sementes de trigo do cultivar TBIO Sossego,
fornecidas gentilmente pela Fazenda Escola Capéao da Onc¢a (FESCON), as quais ndo

receberam tratamento quimico de sementes.

Para a inoculacédo das sementes foi utilizado o inoculante comercial Azospirillum
brasilense Abv5 e Abv6 e outras cinco potenciais Bactérias Promotoras do
Crescimento Vegetal (BPCV), as quais foram isoladas e identificadas por Souza
(2013) através do Laboratério de Biologia Molecular Microbiana (LABMOM) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), em conjunto com o Nudcleo de
Fixacdo Biolégica de Nitrogénio da Universidade Federal do Parana (UFPR). Os

respectivos codigos e identificacdo destas bactérias estdo dispostos na Tabela 2.



29

Tabela 2 — Identificacdo das BPCV utilizadas
na inoculacdo de sementes de

trigo.

Cadigo Identificacédo
HMO053 Azospirillum brasilense
5V3 Burkholderia sp. 5V3
H2D Pseudomonas sp. H2D
C7D Agrobacterium sp. C7D
10N6 Burkholderia sp. 10N6

As BPCV utilizadas neste experimento, foram previamente selecionadas
através de testes bioquimicos realizados pelo LABMOM para determinar as atividades
positivas de cada isolado bacteriano. Também foram realizados testes em casa de
vegetacao para determinar o efeito dessas bactérias na promoc¢ao do crescimento das
plantas. Através desses resultados, as bactérias mais promissoras foram
selecionadas para utilizacao neste experimento e estdo descritas na Tabela 4.

O isolado A. brasilense HM053 foi caracterizado pelo Nucleo de Fixacéo Bioldgica
de Nitrogénio da Universidade Federal do Parana. O A. brasilense HM053 € um
mutante espontaneo da estirpe A. brasilense Sp7 e possui a capacidade de excretar
amonio e fixar nitrogénio constitutivamente, mesmo na presenca de alta concentracao
de NH4* (MACHADO et al., 1991).

Tabela 3 — Representacgéo das atividades bioguimicas dos isolados bacterianos usados na cultura do

trigo.
Atividades Burkholderia sp. Pseudomonas sp. Agrobacterium sp.  Burkholderia sp.
5V3 H2D C7D 10N6

Protease X X
Solubilizagdo de X X
fosfato

Acido indol acético X X X X
Siderdforo X X
FBN X X X X

Fonte: SOUZA (2013); SILVA et al. (2015).
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5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O ensaio foi conduzido sob delineamento experimental de blocos ao acaso, com
10 tratamentos e 6 repeticdes. Cada parcela experimental apresentou 3,6 m de largura
e 8 m de comprimento, totalizando uma area de 28,8 m2. Para fins de avaliacdo do
desempenho dos tratamentos, a area util de cada parcela foi de 9,6 m2. A descricdo
dos tratamentos utilizados encontra-se na Tabela 3.

Tabela 4 — Descricdo dos tratamentos que foram utilizados em
sementes de trigo, cultivar TBIO Sossego.

Tratamento Inoculante coll?mlee;?:;ra
1 (Testemunha) -
2 - 50 kg hat
3 - 100 kg ha
4 A. brasilense Abv5/Abv6
5 A. brasilense HM053
6 5V3
7 H2D
8 C7D
9 10N6
10 5V3 + H2D + C7D + 10N6

A dose de inoculante utilizada para cada tratamento foi de 10 mL para cada 2,5 kg
de sementes, conforme recomendacéo do inoculante comercial utilizado, sendo que
todos os tratamentos receberam 2x108 unidades formadoras de coldnia por mL
(UFC/mL). Quanto a adubacdo nitrogenada, todos os tratamentos receberam
adubacéo de base com 350 kg ha da formula NPK (5-25-25), o que corresponde a
17,5 kg hat de N, 87,5 kg ha! de P,Os e 87,5 kg ha! K.O. A adubacéo nitrogenada
em cobertura foi determinada com base nas Informacdes Técnicas para Trigo e
Triticale (2017), utilizando metade da dose recomendada (50 kg ha? de N) para o
Tratamento 2 e a dose recomendada (100 kg ha' de N) para o Tratamento 3. A
aplicacdo ocorreu a lango no inicio do perfilhamento da cultura, aos 35 dias apos a

semeadura (DAS), na forma de nitrato de amonio (32% de N).
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5.4 PREPARO DO INOCULANTE, SEMEADURA E MANEJO

Os inoculantes referentes as BPCV foram preparados no LABMOM, onde o
crescimento dos isolados foi efetuado em meio liquido DIGS (DOBEREINER,;
ANDRADE; BALDANI, 1999) a 30° C, sob agitacao de 180 rota¢gBes por minuto (rpm)
por 24 horas. As bactérias foram crescidas até a DOsoo = 1,0, 0 que corresponde a
uma concentracdo bacteriana de 108 UFC mL*, segundo curva de crescimento

previamente realizada.

As sementes foram acondicionadas em sacos plasticos e o inoculante foi
adicionado as sementes com o auxilio de pipetas. Em seguida, os sacos plasticos
foram agitados manualmente até a completa cobertura das sementes. A semeadura

ocorreu em até quatro horas apos a realizacéo da inoculagéo.

Cada parcela experimental recebeu 2,5 kg de sementes inoculadas conforme a
descricdo dos tratamentos da Tabela 3. A semeadura do trigo foi realizada no dia 29
de junho de 2017, de forma mecéanica em linhas espacadas em 0,20 m, utilizando-se
350 sementes por metro quadrado. Antes da cultura do trigo, a area experimental foi

utilizada para o cultivo da soja.

A cultura do trigo foi monitorada continuamente, e quando houve deteccédo de
pragas, doencas ou plantas daninhas foi efetuado o devido controle quimico com
produtos registrados para a cultura do trigo. Ao longo do ciclo da cultura foram
utilizados fungicidas do grupo quimico morfolina, estrobilurina e triazol. Devido a
suscetibilidade da cultura ao ataque de pragas, foram realizadas aplicagbes com
inseticidas do grupo quimico piretroide e benzoilureia. Herbicidas do grupo quimico

sulfonilureia e fenoxiacético também foram utilizados.

5.5 AVALIACOES

5.5.1 Contagem de plantas

Aos 14 dias ap6s a semeadura (DAS), foi realizada a contagem de plantas

emergidas. Para isso, foi selecionada duas linhas centrais de cada parcela e com
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auxilio de uma trena delimitou-se um metro linear em cada linha, onde foi contabilizado

o total de plantas emergidas e em seguida efetuou-se uma meédia.

Quando a cultura estava na fase final de perfilhamento (60 DAS), outra contagem
do numero de plantas foi realizada, utilizando-se a mesma metodologia descrita
acima, porém, demarcando 50 cm em cada linha central da parcela e contabilizando

0 numero de plantas somado ao numero de perfilhos.

5.5.2 Analise do teor de nitrogénio nas folhas e gréos de trigo

No florescimento (90 DAS) da cultura do trigo, foram coletadas amostras foliares,
retirando-se a folha bandeira de 15 plantas por parcela, as quais foram lavadas em
agua deionizada, colocadas para secar em estufa de circulacao forcada de ar a 60°C,
até atingir massa constante e posteriormente moidas. Em seguida, os teores de
nitrogénio foram determinados conforme os métodos descritos por Malavolta; Vitti e
Oliveira (1997). O florescimento foi escolhido para esta avaliacdo por ser o estadio
com maior contetdo de N absorvido pela planta (SILVA; PIRES, 2017).

Apos a colheita, amostras de gréos foram secas a 60°C e posteriormente moidas
para determinacédo dos teores de nitrogénio nos gréos de trigo, conforme proposto por
Malavolta; Vitti e Oliveira (1997).

5.5.3 Quantificacdo de diazotroficos

Ainda no florescimento da cultura do trigo (98 DAS), foram coletadas amostras de
solo aderido a rizosfera de pelo menos oito plantas de trigo de cada parcela para
realizacdo de avaliacbes microbiolégicas. As amostras de um mesmo tratamento
foram agrupadas, secas ao ar e peneiradas, obtendo assim amostras de terra fina
seca ao ar (TFSA), as quais foram armazenadas em sacos de papel até o momento

das avaliacdes.

Para efetuar a determinacéo da populacéo de diazotroficos das amostras de solo
rizosférico, 10 g de TFSA de cada amostra foram incubadas com 2 mL de agua
destilada a 30°C por 48 h. Apés este periodo, as amostras foram transferidas para
frascos Erlenmeyer de 250 mL juntamente com 90 mL de solugao salina esterilizada

(NaCl 0,85%), os quais foram mantidos sob agitacao orbital (80 rpm) por 15 minutos
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a temperatura ambiente. ApOs a agitacdo, aliquotas da solucdo do solo foram
coletadas para realizar as diluicdes seriadas das amostras (1:10 em solugcao salina
esterilizada). Aliquotas de 0,1 mL das diluicées de 102 a 10 foram inoculadas em
frascos contendo 3 mL do meio de cultura semi-solido NFb livre de nitrogénio
(DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999), contendo 3 repeticbes para cada
diluicéo e por fim, foram incubados a 30°C por um periodo variavel entre 5 e 12 dias,
possibilitando assim a quantificacdo da populacéo de diazotroficos através do método
do nimero mais provavel (NMP) (DOBEREINER, BALDANI, BALDANI, 1995; MAPA,
2017).

Apos este periodo, os frascos que apresentaram formacao de pelicula (Figura 3),
indicadora de crescimento bacteriano, foram assumidas como fixadoras de nitrogénio,
Ou seja, positivas para essa atividade. Nos frascos onde houve auséncia de formacao
de pelicula, admitiu-se carater negativo ao teste. Para garantir a eficacia do teste, a
tltima diluicdo deve apresentar todas as repeticdes negativas, a fim de evitar a
subestimacao do resultado (MAPA, 2017).

Figura 3 — Presenca de pelicula, a qual caracteriza a bactéria como sendo positiva
para a fixacéo bioldgica de nitrogénio.

Fonte: A autora

Por fim, para estimar a quantidade de organismos diazotréficos (NMP), utilizou-se
a tabela de MacCrady (MAPA, 2017), na qual verifica-se o nimero de frascos com

resultado positivo em cada diluicdo, sendo que para fins de calculo adotou-se trés
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diluicdes (D1, D2 e D3). Em seguida, foi utilizado a seguinte formula para estabelecer

0 numero de células por grama de solo:
N° de células/g=nxd x f

onde n é o valor consultado na tabela MacCrady, d € a menor diluicdo da série
empregada e f € o fator de diluicdo (MAPA, 2017).

5.5.4 Produtividade de graos, peso do hectolitro e peso de mil graos

A produtividade dos graos foi avaliada por meio da colheita mecanizada (colhedora
Wintersteiger — modelo Classic) de 8 linhas centrais da parcela com 6 metros de
comprimento, totalizando uma area util de 9,6 m2. As amostras de grédos de cada
parcela foram pesadas e o0 peso de mil grédos também foi determinado. A umidade dos
graos e o peso hectolitro (PH) foram determinados em um medidor eletrénico
(MOTOMCO Model 919%). Em seguida, a produtividade dos grdos foi corrigida com

base na umidade de 13%.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos passaram por uma verificacdo das pressuposicoes de
normalidade, homogeneidade das variancias e auséncia de outliers. Em seguida,
foram submetidos a analise de variancia e quando significancia a 10% (p<0,10) foi
encontrada, a diferenca entre as médias foi comparada pelo teste de Duncan a 10%.
Para a variavel NMP, utilizou-se a transformacéo dos dados de acordo com Box e Cox
(1964). Todas as andlises foram realizadas utilizando a linguagem R versdo 3.5.1 e 0

pacote ExpDes (R Core Team, 2018).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLANTAS DE TRIGO

Nos estadios iniciais da cultura do trigo, foram realizadas a contagem do numero
de plantas emergidas em duas fases fenoldgicas distintas, como mostra a Tabela 5.
N&o houve diferenca estatistica significativa (p < 0,10) no nimero de plantas entre os

tratamentos para a primeira contagem e para a porcentagem de incremento.

Tabela 5 — Nimero de plantas de trigo por metro no estadio 1 e no estadio 3, segundo
escala fenolégica de Feekes (1940), modificada por Large (1954).
Estadio 1 Estadio 3* % de

Tratamentos .
Plantas/metro incremento**
1 Okgha!N 61,25 a 106,67 b 76,38 a
2 50 kg ha N 55,58 a 120,83 b 122,83 a
3 100 kg ha* N 52,00 a 109,50 b 111,80 a
4 A. brasilense Abv5/Abv6 53,08 a 117,17 b 125,86 a
5 A. brasilense HM053 56,92 a 108,00 b 9591 a
6 Burkholderia sp. 5V3 53,50 a 117,50 b 120,05 a
7 Pseudomonas sp. H2D 59,25 a 147,83 a 150,82 a
8 Agrobacterium sp. C7D 59,25 a 119,00 b 105,50 a
9 Burkholderia sp. 10N6 56,67 a 116,00 b 105,66 a
10 5V3 + H2D + C7D + 10N6 52,42 a 96,17 b 83,41 a

*Plantas méaes + perfilhos. **Calculado com base no acréscimo do nimero de
plantas do estadio 3 em relacdo ao estadio 1.

Na primeira contagem o numero de plantas emergidas variou entre 52 a 61
plantas/metro, nos tratamentos 3 e 1 respectivamente. No entanto, vale ressaltar que
a adubacao nitrogenada em cobertura ainda nao tinha sido realizada, estando esse
resultado isento do efeito de nitrogénio em cobertura. Portanto, nota-se que nimeros
muito proximos foram alcancados com a inoculacéo de BPCV, como o tratamento 7 e
8, 0s quais apresentaram 59 plantas/metro, mostrando que a inoculacdo das
sementes com BPCV nao apresenta um efeito prejudicial a germinac¢ao e emergéncia
das plantulas, visto que os tratamentos 1, 2 e 3 ndo foram inoculados e sdo iguais
estatisticamente aos demais tratamentos que receberam inoculacdo. De acordo com
Georgin et al. (2014) o uso de inoculante a base de A. brasilense em sementes de
trigo ndo influenciou a germinacdo das sementes nem o indice de velocidade de
emergéncia. No entanto, em teste realizado em casa de vegetacdo com a cultura de
trigo, os tratamentos inoculados com Burkholderia sp. 10N6, Burkholderia sp. 5V3 e

Agrobacterium sp.C7D apresentaram valores de indice de velocidade de emergéncia
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significativamente superior ao tratamento com inoculante comercial e o tratamento
sem inoculacdo (MORAES et al., 2017).

Outro fator que pode ter influenciado em grande parte estes resultados foi a
condicao climética presente ap0s a semeadura do trigo. Como pode ser visto na
Figura 4, ndo foi registrado um volume de precipitacao significativo ap6s a semeadura,
0 que pode ter afetado a germinacao e consequentemente a emergéncia das plantas
de trigo, bem como o estabelecimento das bactérias na rizosfera, fazendo com que a
resposta dos tratamentos se igualassem.

Figura 4 — Valores de precipitagdo e temperatura média representados em
decéndios, durante a fase inicial do desenvolvimento da cultura do

trigo.
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Fonte: Mini Farm — BASF/SA — Ponta Grossa.

De acordo com Fartrigo (2019), até a fase de perfilhamento a cultura do trigo
necessita de aproximadamente 55 mm de precipitacéo pluviométrica ao més, podendo
variar de 30 a 80 mm. Considerando o exposto na Figura 4, um volume préoximo a 30
mm de precipitacdo ocorreu somente um més apds a semeadura do trigo. Sala et al.
(2007) afirma que mesmo na presenca de um genoétipo promissor e de estirpes
eficientes, caso as condigbes ambientais (temperatura, umidade, aeracdo, entre
outros) ndo sejam favoraveis a sobrevivéncia e atividade bacteriana é provavel que

n&ao ocorra respostas satisfatorias a inoculagéao.
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Kasim et al. (2013) demonstraram que tanto a sobrevivéncia quanto o crescimento
das plantas de trigo foram fortemente afetados pela seca em poucos dias e que a
inoculacdo bacteriana melhorou o crescimento do trigo sob condi¢des de estresse
hidrico, consequentemente alcancando melhores resultados de peso fresco, seco e

conteudo de agua.

Na segunda contagem houve diferenga estatistica significativa (p < 0,10) entre os
tratamentos, sendo possivel observar uma amplitude de variacdo maior do que na
primeira contagem. Essa variacdo pode ser justificada pelo fato de que nesta
avaliagéo ja haviam perfilhos formados junto a planta mée e os tratamentos 2 e 3 ja

haviam recebido a dose de nitrogénio em cobertura.

Um maior numero de plantas foi obtido com a inoculagdo das sementes com
Pseudomonas sp. H2D (Tratamento 7) sendo estatisticamente superior aos demais
tratamentos, o qual apresentou aproximadamente 148 plantas/metro (Tabela 5) e
corrobora com resultados de testes realizados em casa de vegetacdo com a cultura
do trigo, onde a inoculacdo com esta estirpe apresentou indice de velocidade de
emergéncia superior ao controle e estatisticamente igual ao controle comercial com
A. brasilense Abv5/Abv6 (MORAES et al., 2017). Bashan et al. (2008) relata que a
inoculacdo de sementes de Phragmites australis com Pseudomonas asplenii
melhorou a germinacdo das sementes e protegeu as plantas da inibicdo do
crescimento. Delshadi; Ebrahimi e Shirmohammadi (2017) afirmam que
Pseudomonas sp. € um género de bactéria importante, a qual pode aumentar os
elementos minerais do solo, bem como afetar o desenvolvimento e rendimento das

plantas.

6.2 COMPONENTES DE PRODUCAO

Ao final do ciclo da cultura do trigo, os componentes de producéao:
produtividade, peso do hectolitro (PH) e peso de mil graos (PMG) foram mensurados
e estdo descritos na Tabela 6. Todos os parametros analisados ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa (p < 0,10) entre os tratamentos.

Segundo Pereira et al. (2017) o PH é um indicativo de qualidade e rendimento

do trigo, o qual apresenta elevada importancia para efeito de comercializagdo. No
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Brasil, o PH igual ou superior a 78 kg hL* para o grédo limpo a 13% de umidade é

considerado o valor de referéncia para o trigo de alta qualidade industrial.

Neste experimento, os valores de PH variaram de 75 a 76 kg hL%, ndo atingindo
o valor de referéncia citado acima. Mumbach et al. (2017) avaliaram componentes de
rendimento de trigo submetidos a diferentes doses de nitrogénio combinado a
inoculacdo das sementes e encontraram valores de PH variando de 68,32 a 71,28 kg
hLt.

Tabela 6 — Produtividade de gréos e componentes de rendimento da cultura do

trigo.
PH PMG Produtividade
Tratamentos
kg hL? g kg hat
1 O kg ha-1 N 75,00 28,38 1.147,64
2 50 kg/ha N 75,83 29,91 1.478,19
3 100 kg/ha N 75,00 29,94 1.179,08
4 A. brasilense Abv5/Abv6 76,00 30,02 1.565,44
5 A. brasilense HM053 75,50 29,26 1.387,52
6 Burkholderia sp. 5V3 75,16 28,47 1.124,34
7 Pseudomonas sp. H2D 75,16 28,67 1.352,40
8 Agrobacterium sp. C7D 75,50 29,42 1.317,76
9 Burkholderia sp. 10N6 75,16 28,57 1.236,22
10 5V3 + H2D + C7D + 10N6 75,50 28,83 1.172,38

De acordo com Guarienti (1996), valores muito baixos de PH podem indicar
problemas na lavoura, os quais podem ter afetado o enchimento de gréos e sua
gualidade. Os valores baixos de PH apresentados neste estudo, podem ser
justificados pelas altas temperaturas que ocorreram durante o ciclo da cultura
combinado a ocorréncia de chuva na fase de enchimento de grdos e maturacéo

fisiolégica (Figura 2).

No estadio de antese, a incidéncia de altas temperaturas resulta em menor
rendimento de gréos, nao pela redu¢do no numero de graos por unidade de area, mas
sim pela variacdo no peso dos graos (RODRIGUES et al., 2011). Neste experimento,
a antese foi verificada no final de setembro e inicio de outubro, onde a temperatura

maxima neste periodo variou de 30,9°C e 32°C respectivamente.
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De acordo com Guarienti et al. (2005) o déficit hidrico do solo influenciou de
forma negativa o peso do hectolitro nos periodos de 41 a 60 dias anteriores a colheita
e 0 excesso hidrico do solo afetou negativamente o peso do hectolitro nos periodos

de 1 a 20 dias antes da colheita.

Cunha et al. (2002) relata que o periodo antes da antese é responséavel por
determinar o nimero de graos e apo6s esse estadio os graos sao de fato enchidos e
entdo é estabelecido a sua massa seca final no momento da maturacao fisiolégica. A
compreensao desses aspectos relacionados com o desenvolvimento da planta de
trigo é fundamental para o entendimento da formag&o do rendimento de gréos e das

possiveis limitacdes causadas pelo ambiente.

Ainoculacao das sementes com A. brasilense Abv5 e Abv6 foi responsavel pelo
maior valor de PMG, sendo superior ao encontrado nos tratamentos que receberam
apenas nitrogénio, sem inoculagdo. Guimaréaes; Vila e Santos (2015) avaliaram a
inoculacdo de bactérias diazotroficas em trigo e nao encontraram diferenca
significativa para o peso de mil gréos, porém, o maior valor encontrado também foi em

plantas inoculadas.

Mumbach et al. (2017) também ndo encontraram diferenca significativa para a
massa de mil graos de trigo, neste experimento a maior média encontrada foi de 28,86
g utilizando a inoculacédo de sementes combinada a adubacédo nitrogenada de base
(20 kg de N) e adubacédo nitrogenada em cobertura com a meia dose de nitrogénio
mineral (35 kg de N).

Quanto a produtividade dos grdos de trigo, ndo houve diferenca estatistica
significativa (p < 0,10) entre os tratamentos. Di Salvo et al. (2018) avaliaram os valores
médios de rendimento de grdos e biomassa aérea em trés estadios fenoldgicos da
cultura do trigo e ndo encontraram nenhuma diferenca significativa entre os
tratamentos que receberam inoculacdo, em nenhum dos estadios fenoldgicos

observados.

Devido as condi¢des climaticas em que o experimento foi conduzido, com
periodo de déficit hidrico e altas temperaturas durante a fase vegetativa e excesso de
precipitacdo na fase final do ciclo, a média geral da produtividade de grédos foi de
1.296,09 kg hat. Conforme Guarienti et al. (2005) o déficit hidrico do solo afetou
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negativamente o rendimento de gréos no periodo compreendido entre 41 e 50 dias
anteriores a colheita e o excesso hidrico do solo influenciou negativamente o
rendimento no periodo de 11 a 20 e 61 a 70 dias antes da colheita. Wendling et al.
(2007) afirmam que o déficit hidrico prejudicou o rendimento de grdos de trigo,
resultando em uma média de produtividade de 1.701 kg ha'.

De acordo com Kili¢ e Yagbasanlar (2010), para a cultura do trigo, os caracteres
morfolégicos mais afetados pela falta de agua s&o: comprimento de raiz,
perfilhamento, nUmero de espigas, numero de graos por espiga, humero de perfilhos

férteis, peso de mil gréos, taxa fotossintética, producao de biomassa, entre outros.

Segundo o Acompanhamento da Safra Brasileira de Gréos (CONAB, 2018a),
apos o plantio de trigo da safra 2017 ser concluido no Parana, a maior preocupacao
para a cultura foi o clima, o qual comprometia significativamente toda a safra e os
efeitos da estiagem eram visiveis, onde as lavouras estavam pouco desenvolvidas. A
estimativa de produtividade de trigo, na safra 2017, no Parana se consolidou em 2.308
kg hal, o que correspondeu a 26,5% menor que o obtido na safra 2016 e 18,6% menor

do que as expectativas iniciais para a safra de 2017 (CONAB, 2018a).

Apesar dos baixos niveis de produtividade, é possivel observar que a
inoculacdo das sementes com A. brasilense Abv5/Abv6 foi o tratamento
numericamente mais expressivo (1.565,44 kg ha'l), com um incremento de
produtividade de 36,4% em relacdo ao controle (Tratamento 1), e também superou as
médias de produtividade dos tratamentos que receberam apenas adubacéo

nitrogenada em cobertura (Tabela 6, Figura 5).
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Figura 5 — Produtividade de gréos de trigo e incremento de produtividade em
relacdo ao controle (Tratamento 1).
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Fonte: A autora.

Hungria et al. (2010) relataram aumento de 18% no rendimento de graos de
trigo quando a inoculacédo das sementes com A. brasilense foi realizada. Kasim et al.
(2013) relataram uma reducéo significativa nos pesos frescos e secos quando o trigo
foi submetido a condi¢des de estresse hidrico, sendo estes superados pela inoculacéo

das sementes com Bacillus amyloliquefaciens 5113 e Azospirillum brasilense NO40.

Kasim et al. (2013) concluiram que o uso de bactérias benéficas é uma estratégia
promissora para controlar o estresse hidrico em trigo através de uma combinacéo de
efeitos morfoldgicos, fisiologicos e metabdlicos na planta hospedeira. Ha relatos na
literatura de que o efeito de microrganismos e/ou substancias promotoras do
crescimento sdo mais proeminentes em condi¢cdes ambientais mais restringentes ao
crescimento das plantas, principalmente sob estresses hidricos e nutricionais (SILVA;
PIRES, 2017).

E possivel perceber que o Tratamento 3 (100 kg ha N) apresentou produtividade
inferior ao Tratamento 2 (50 kg ha* N) (Tabela 6, Figura 5). Nunes et al. (2011) relatam
gue as leguminosas proporcionam uma taxa consideravel de N residual no solo devido
principalmente & menor relagcdo C/N da palha e maiores taxas de decomposicéo e
mineralizacdo do N, as quais podem ser recicladas e recuperadas pela cultura em
sucesséo. De acordo com Galetto et al. (2017), isso poderia explicar a diminuicdo na

produtividade de gréos de trigo, cultivado apds soja, quando a maior dose de N foi
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aplicada. Além disso, o solo da area experimental apresentava niveis de médio a alto
dos principais nutrientes requeridos pelas culturas. Isto também pode ter influenciado
para que as respostas ndo apresentassem diferenca estatistica significativa.

Ao observar a Figura 5, é possivel perceber que outras BPCV também se
destacaram quanto a produtividade dos graos, como a inoculacdo com A. brasilense
HMO053, Pseudomonas sp. H2D e Agrobacterium sp. C7D, as quais apresentaram
incremento de produtividade de 20,9%, 17,8% e 14,8% respectivamente, em relacao
ao controle. Segundo a Tabela 4, essas BPCV apresentam algumas atividades
positivas, como solubilizacao de fosfato, producéo de acido indol acético (AlA) e FBN,
as quais podem ter auxiliado no desenvolvimento das plantas e na absorcédo de
nutrientes, contribuindo para que niveis mais altos de produtividade fossem
alcancados. Para a cultura do feijao, a inoculagdo com Burkholderia sp. 10N6 induziu
um aumento significativo do niumero de vagens por planta e a inoculacdo com
Pseudomonas sp. H2D proporcionou um aumento no nimero de graos por vagens
(MORAES et al., 2016).

De acordo com Santos et al. (2017a), A. brasilense HM053 foi capaz de colonizar
a superficie das raizes de trigo e aumentar em 30 e 49% o0 peso seco da parte aérea
e da raiz, respectivamente. Tien; Gaskins e Hubbell (1979) foram os primeiros a
descrever que Azospirillum sp. poderia aumentar o crescimento das plantas atraves
da producdo de auxinas, especialmente AIA. Outros mecanismos de promocao do
crescimento também foram propostos para Azospirillum, como producdo de fito-
horménio, sideréforo, solubilizacdo de fosfato e biocontrole de fitopatégenos
(PUENTE, LI, BASHAN, 2004; BASHAN, De-BASHAN, 2010).

Pérez-Jaramillo; Mendes e Raaijmakers (2016) afirmam que cultivares modernas
podem ter perdido algumas caracteristicas necessarias ao recrutamento de microbiota
nas raizes com especificidade ao hospedeiro, porém, Rubin; Van Groenigen e
Hungate (2017) demonstram que cultivares de alta produtividade podem se beneficiar

da inoculacdo com BPCV.

De acordo com Salamone (2012) é importante distinguir entre a falta de resposta
estatistica e a vantagem econémica em aumentar o rendimento de graos através da

inoculagdo. Embora o uso de inoculantes contribua com uma pequena parcela para o
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custo da producéo, qualquer aumento benéfico no rendimento de gréos é aceito com
gratidao pelos agricultores (DI SALVO et al., 2018).

6.3 TEOR DE NITROGENIO EM FOLHAS E GRAOS DE TRIGO

O teor de nitrogénio nas folhas e graos de trigo ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa (p < 0,10) entre os tratamentos (Tabela 7). Lemos et al. (2013),
analisando a inoculacéo das sementes com A. brasilense, adubacéo nitrogenada em
cobertura e a associacgdo destas, ndo encontrou diferenga significativa para o teor de

nitrogénio na parte aérea de trés cultivares de trigo testadas.

Nas folhas, a média geral encontrada para o teor de nitrogénio foi de 36,59 g
kg*. De acordo com Malavolta; Vitti e Oliveira (1997), valores entre 30 a 33 g kg* de
matéria seca sao considerados adequados para a cultura. Segundo Ali; Darwish e
Mansour (2002) a transferéncia de nitrogénio atmosférico para as plantas atravées da
FBN e o crescimento promovido pelas substancias oriundas de BCPV, melhoram o
desenvolvimento radicular e consequentemente aumentam a absorcao de nutrientes

pelas plantas de trigo.

Tabela 7 — Teor de nitrogénio em folhas e grédos de trigo.
N folha N gréo

Tratamentos
g kgt
1 OkghalN 35,09 a 26,46 a
2 50 kg ha* N 36,17 a 26,76 a
3 100 kg ha* N 38,03 a 25,81 a
4 A. brasilense Abv5/Abv6 36,77 a 25,88 a
5 A. brasilense HM053 36,31a 26,69 a
6 Burkholderia sp. 5V3 37,85a 2595 a
7 Pseudomonas sp. H2D 36,07 a 25,85 a
8 Agrobacterium sp. C7D 35,51 a 26,37 a
9 Burkholderia sp. 10N6 38,03 a 26,41 a
10 5V3 + H2D + C7D + 10N6 36,12 a 26,53 a

A adubacéao nitrogenada em cobertura apresentou incrementos lineares no teor
de nitrogénio nas folhas de trigo, corroborando com os dados de Galetto et al. (2017),
0s quais também relatam resposta linear de doses de nitrogénio na concentracdo de

nitrogénio em folhas de trigo.



44

O valor mais alto de teor de nitrogénio na folha (38,03 g kg?) foi igual,
numericamente, quando se utilizou a maior dose de adubacdo nitrogenada em
cobertura (100 kg ha?) e a inoculagcdo com Burkholderia sp. 10N6. Além disso, a
inoculagdo com Burkholderia sp. 10N6 apresentou incremento de 8,3% de nitrogénio
nas folhas de trigo em relagdo ao controle, o que pode estar associado a atividade
positiva deste isolado em fixar nitrogénio atmosférico (Tabela 4). Hungria et al. (2010)
observaram incremento nos teores de nitrogénio, potassio e enxofre com a inoculacédo
de A. brasilense Abv5 em trigo. Lemos et al. (2013), encontrou incremento de 6,6%
guando utilizou a inoculacdo com A. brasilense em relacéo ao tratamento que recebeu
inoculacéo acrescido da adubacéo nitrogenada em cobertura. Milléo e Cristofoli (2016)
verificaram que o teor de nitrogénio total na massa seca de folhas apresentou
resultados promissores e superiores numericamente a testemunha quando se utilizou

inoculacdo com A. brasilense na cultura do milho.

O teor de nitrogénio nos grdos variou de 25,81 g kg' a 26,76 g kg*, nos
tratamentos 3 e 2 respectivamente. Galetto et al. (2017) avaliando doses de
nitrogénio, descreveram que quanto maior a dose de nitrogénio aplicada, maior a
concentracdo de nitrogénio nos graos de trigo. Isso ndo aconteceu neste caso, Visto
gue a aplicacdo de 100 kg ha de nitrogénio em cobertura (Tratamento 3) ndo

apresentou teor de nitrogénio superior a aplicacédo de 50 kg ha™ (Tratamento 2).

Dentre os tratamentos que receberam inoculacdo, merece destaque a BPCV
A. brasilense HM053, a qual apresentou 26,69 g kg de nitrogénio nos gréos, sendo
numericamente superior ao tratamento com a maior dose de nitrogénio em cobertura
(Tratamento 3) e apresentou um incremento de nitrogénio de 3,13% em relacdo a
inoculacdo com A. brasilense Abv5/Abv6. Esse incremento pode estar relacionado a

atividade de FBN e sua eficiéncia em fixar N mesmo em altas concentracoes de NH4".

Pankievicz et al. (2015) relataram que, sob condicbes adequadas, Setaria
viridis, pode obter nitrogénio suficiente para suprir sua demanda diaria de nitrogénio
através da FBN e promover o crescimento da planta. A estirpe HM053 expressou 0
gene nifH em um nivel 278 vezes maior do que a estirpe parental em trigo (Santos et

al., 2017a). Santos et al. (2017b) descreveram que a estirpe A. brasilense HM053 é
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capaz de colonizar e expressar genes nif na superficie radicular e no interior dos pelos
radiculares de cevada.

Breda; Alves e Reis (2016) afirmam que a inoculacdo de milho com
Herbaspirillum seropedicae foi capaz de aumentar o acimulo de nitrogénio nos graos
e igualou o tratamento 50 kg ha' de N + inoculacdo ao 100 kg ha' de N. Milléo e
Cristofoli (2016) analisando o teor de nitrogénio nos grdos de milho relataram que
todos os tratamentos que receberam inoculacdo com A. brasilense diferiram da
testemunha e afirmam que a inoculagéo proporciona maior acumulo de nitrogénio nos

graos de milho.

6.4 QUANTIFICAC}AO DE DIAZOTROFICOS

Na Tabela 8, observa-se que a analise quantitativa de bactérias diazotroficas na
rizosfera de trigo ndo apresentou diferenca estatistica significativa (p < 0,10) entre os
tratamentos. Di Salvo et al. (2018) n&o encontraram diferenca significativa no NMP de
bactérias diazotréficas na rizosfera do trigo quando submetido a inoculacdo e a
fertilizacao.

O NMP de bactérias diazotroficas presentes na rizosfera de trigo variou entre
1.266,67 a 25.783,33 células/grama de solo. A menor populacdo microbiana foi
encontrada no Tratamento 2, onde ndo houve inoculacdo das sementes. Portanto as
bactérias diazotréficas encontradas neste tratamento referem-se a populacdo nativa
do solo. As maiores populacbes microbianas foram resultado da inoculacdo com
Burkholderia sp. 10N6 e 5V3, com 25.783,33 e 25.383,33 células/grama de solo
respectivamente. Além disso, é possivel observar que existe uma correlacéo positiva
entre os tratamentos que apresentaram maior NMP e os maiores valores de teor de
nitrogénio nas folhas (Tabela 7), ambos relacionados a inoculacdo das sementes de
trigo com Burkholderia sp., sugerindo que este género bacteriano pode contribuir com
o fornecimento de nitrogénio para a cultura através da FBN, como descrito na Tabela
4.
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Tabela 8 — Quantificagdo de bactérias diazotréficas
pelo método do Nimero Mais Provavel
(NMP) em solo rizosférico de plantas de
trigo submetidas a diversos tratamentos.

NMP
Tratamentos

n° células g*
1 OkghalN 2.216,67 a
2 50 kg hal N 1.266,67 a
3 100 kg ha* N 2.550,00 a
4 A. brasilense Abv5/Abv6 3.833,33 a
5 A. brasilense HM053 1.283,33 a
6 Burkholderia sp. 5V3 25.383,33 a
7 Pseudomonas sp. H2D 4.250,00 a
8 Agrobacterium sp. C7D 3.200,00 a
9 Burkholderia sp. 10N6 25.783,33 a
10 5V3 + H2D + C7D + 10N6 1.500,00 a

Segundo Baldani; Baldani e Dobereiner (2000), a inoculacdo de Burkholderia
brasilensis em arroz, contribuiu com 31% do total de nitrogénio da planta, além de
aumentar a biomassa das plantas em 69%. Alves (2007) verificou que a inoculacéo

de Burkholderia contribuiu com até 34% do nitrogénio absorvido em plantas de milho.

A média de bactérias diazotréficas entre os tratamentos que ndo receberam
inoculacéo foi de 2.011,11 células/grama de solo, enquanto a média dos tratamentos
gue receberam inoculacdo com BPCYV foi de 9.319,05 células/grama de solo. Quadros
et al. (2014) relata que a inoculacao de plantas de milho manteve o niumero de células
de bactérias fixadoras de nitrogénio significativamente maior quando comparada ao
tratamento controle, comprovando a sobrevivéncia das bactérias inoculadas no

ambiente rizosférico das plantas de milho.

Segundo Quadros (2009), o NMP de bactérias presentes nas raizes frescas das
plantas de milho foi superior nos tratamentos inoculados, na ordem de dois logaritmos
(Log) em relacédo ao tratamento controle, porém, aumentos de ordem menor que estes
podem estar relacionados a variagdes no comportamento fisiolégico das células e ndo

devido ao evento da inoculagéo.

Cassan e Diaz-Zorita (2016) afirmam que a inconsisténcia nas respostas a
inoculacdo com A. brasilense € devida as intera¢des inoculante-planta-ambiente e

Nadeem et al. (2014) relatam que o estresse hidrico possui influéncia direta sobre a



47

guantidade de fixagao de nitrogénio nas plantas. No geral, observa-se que a biomassa
bacteriana total diminui com a seca, como consequéncia da limitagdo de recursos
(ALSTER et al., 2013).

Porém, em certos casos, a biomassa bacteriana do solo permanece estavel sob a
seca (HARTMANN et al., 2017) ou é capaz de aumentar, possivelmente devido a
atenuacdo de bactérias a exposicdo repetida a seca (HUESO; HERNANDEZ;
GARCIA, 2011) e/ou potencial funcional alterado para auxiliar na resiliéncia
(BOUSKILL et al., 2016), uma possivel explicagdo para o comportamento do género
Burkholderia sp. demonstrado nesta avaliacao.

E comum esperar que alteragdes na composicdo quimica do solo e na
composicéo e atividade da microbiota do solo alterem o pool de bactérias disponiveis,
das quais as plantas recrutam comunidades endofiticas, porém, as mudancas
induzidas pela seca na fisiologia e bioquimica da planta podem influenciar ainda mais
a dinamica da microbiota radicular (NAYLOR, 2017). Portanto, mais estudos s&o
necessarios para entendermos a dinamica da comunidade microbiana do solo, a
influéncia da interacao planta-bactéria e principalmente a relagcéo entre a eficiéncia da

inoculacéo sob diferentes condi¢des climaticas as quais as plantas estdo inseridas.
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7 CONCLUSOES

A inoculagdo com Pseudomonas sp. H2D auxiliou de forma benéfica o
estabelecimento das plantas de trigo sob condicdo de déficit hidrico na fase de
perfilhamento da cultura, apresentando aproximadamente 148 plantas/m, o maior
valor encontrado entre os tratamentos.

Os demais parametros avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa. No entanto, os valores absolutos encontrados neste experimento
mostraram o grande potencial que essas BPCV possuem para exploracdo e uso na
agricultura. Portanto, novos testes devem ser realizados, para buscar entender o

comportamento desses microrganismos em condicdes adversas de cultivo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Em geral, o uso de BPCV apresentou beneficios para a cultura do trigo, visto que
o experimento foi afetado pela condicéo climatica local, mostrando o efeito promissor
dessas bactérias. Além disso, vale ressaltar que a area experimental em que o estudo
foi realizado apresenta um histérico de baixas produtividades devido & natureza

granulométrica do solo.

7

Outro fator que merece destaque é o fato de que as BPCV testadas nao
apresentavam uma formulacdo para o inoculante, diferente do que encontramos no
inoculante comercial, o qual ja possui veiculos para melhorar a sobrevivéncia dos

microrganismos.

E importante que novos testes sejam realizados, em diferentes locais e com
diferentes culturas para podermos tirar conclusdes mais precisas, podendo assim

contribuir com uma agricultura mais sustentavel.
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