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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes doses de formononetina e
de fosforo sobre a densidade de bactérias fixadoras de nitrogénio associativas na
rizosfera de plantas de milho. Amostras da rizosfera de milho, foram coletadas em
experimento em campo, sob diferentes doses de formononetina (0, 25, 50 e 100 g
ha®), produto comercial PHC-506, na forma de pé (sal de potassio 7-hidroxi, 4'-
metoxi-isoflavona), associadas a trés doses de fosforo correspondentes a 0, 70 e
140 kg ha™ do P,Os, foram analisadas. Dez gramas de cada amostra de solo foi
submetida a diluicdo seriada (10" até 107), posteriormente aliquotas de 0,1 mL
foram inoculadas em frascos de vidro contendo 15 mL de dois diferentes meios de
cultura semissolidos (FAM e NFb). A densidade de bactérias foi determinada por
meio do método do niumero mais provavel (NMP), baseado na presenca ou auséncia
de pelicula formada proxima a superficie dos frascos apos 15 dias de incubacédo a
28°C. Houve crescimento bacteriano com formacéo de peliculas nos dois meios. Os
ndmeros de bactérias variaram de 4,5 x 10% a 5,7 x 10° no meio FAM, e de 3,6 x 10°
a 4,8 x 10* no meio NFb. N&o houve diferenca no nimero de bactérias entre os
tratamentos, evidenciando que a formononetina ndo apresenta efeitos negativos
sobre a densidade de bactérias diazotréficas associativas em milho. Também néo
houve influéncia das diferentes doses de fosforo sobre a densidade de bactérias
associativas na rizosfera de milho.

PALAVRAS-CHAVE : bactérias diazotrdéficas, fixacdo bioldgica de N, Isoflavonéide

FORMONONETIN AND PHOSPHORUS DO NOT AFFECT THE DENSITY OF
ASSOCIATIVE NITROGEN FIXING BACTERIA IN THE RHIZOSP HERE OF MAIZE
ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of different doses of
formononetin and phosphorus on the density of associative nitrogen fixing bacteria in
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the rhizosphere of maize plants. Samples of maize rhizosphere were collected in field
experiment under different doses of formononetin (0, 25, 50 and 100 g ha™), PHC-
506 commercial product in powder form (the potassium salt of 7-hydroxy 4'-methoxy-
isoflavone) associated with three doses of phosphorus (0, 70 and 140 kg ha™ of
P,0s) were analyzed. Ten grams of each soil sample was subjected to serial dilution
(10 to 10). Aliquots (0.1 mL) were inoculated into glass vials containing 15 mL of
two different semi-solid culture media (FAM and NFb). The density of bacteria was
determined by the most probable number method (MPN), based on
presence/absence of pellicle near the surface 15 days after incubation at 28 <.
There was bacterial growth, with the formation of pellicle, in both media. The number
of bacteria ranged from 4.5 x 10 to 5.7 x 10° in the FAM medium. In the NFB
medium, it ranged from 3.6 x 10° to 4.8 x 10*. There was no difference in the number
of bacteria among treatments, showing that formononetin has no negative effects on
the density of associative nitrogen fixing bacteria in maize. There was no influence of
different doses of phosphorus on the density of associative bacteria in maize
rhizosphere.

KEYWORDS: diazotrophic bacteria, biological N fixation, isoflavonoid

INTRODUCAO

Dentre os organismos conhecidos, 0 grupo dos procariotos € o unico a
possuir representantes capazes de reduzir o N, a amodnia. Os representantes
capazes de realizar esse processo possuem a enzima nitrogenase, responsavel pela
reducdo do N,. Esses organismos sdo denominados diazotroficos e o processo
biologico de conversdo de N, a amdnia recebe o nome de fixagcdo biolégica de
nitrogénio (FBN) (MOREIRA et al., 2013a; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Estudos relacionados a FBN sao importantes devido a relevancia do processo
como fonte de N em diversos ecossistemas naturais ou manejados (MOREIRA et al.,
2010; TIKHONOVICH & PROVOROV, 2011; ZHAN & SUN, 2012).
Comparativamente a FBN realizada pelas simbioses rizobio-leguminosas, a fixacéo
de N desempenhada pelas diazotroficas associativas é considerada menos eficiente
(MOREIRA et al., 2013b). Entretanto, esse aspecto nédo inviabiliza os possiveis usos
desses microrganismos na agricultura, uma vez que os fertilizantes nitrogenados
elevam os custos de producdo, e a demanda por alimentos cresce anualmente
(MOREIRA et al., 2010; LARA et al., 2013).

Estimativas tém apontado que as bactérias associativas podem gerar
acréscimos entre 20 e 30% na aquisicdo de N em gramineas, incluindo-se o milho
(MOREIRA et al., 2013b). Portanto, uma reducdo no uso de fertilizantes
nitrogenados podera reduzir os custos na producao agricola.

O milho € uma das culturas agricolas mais importantes para o Brasil. No
entanto, os gastos com fertilizantes nessa cultura resultam em um elevado custo de
producdo para o agricultor. No caso dos fertilizantes nitrogenados essa cultura foi
responsavel pelo segundo maior consumo (~900 mil toneladas) entre as culturas
agricolas em 2013 (INTL FCSTONE, 2013). Assim, ha a necessidade de avancos
em pesquisas com micro-organismos que vivem associados aos vegetais, 0s quais
auxiliam na obtencao de nutrientes, diminuindo os custos e aumentando a producéo
(TAWARAYA et al., 2012; COZZOLINO et al., 2013).

A importancia dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA), especialmente
para o suprimento de fosforo as plantas, é bastante conhecida. A utilizacdo do
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isoflavonoide formononetina estimula a associacdo desses fungos com as raizes de
plantas e consequentemente amplia a capacidade de absorcdo de elementos
essenciais, especialmente P, podendo resultar em ganho de produtividade (NAIR et
al., 1991; SIQUEIRA et al.,, 1991; SIQUEIRA et al., 1992; SILVA-JUNIOR &
SIQUEIRA, 1997). Assim o uso da formononetina pode reduzir a necessidade de
adubacao fosfatada. Embora esses estudos tenham enfatizado o potencial da
formononetina como insumo biolégico para uso na agricultura, ndo ha relatos dos
possiveis efeitos, positivos ou negativos, desse isoflavondide sobre as bactérias
associativas.

A introducdo de substancias estimulantes na agricultura exige informacdes
sobre os efeitos em organismos de grupos funcionais chave, além daqueles que ja
sdo o alvo principal de sua acao. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito da formononetina associada a doses de fésforo na densidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio associativas na rizosfera de milho.

MATERIAL E METODOS
Experimento de campo

O experimento foi conduzido em uma é&rea de Latossolo Vermelho distrofico
com textura argilosa pertecente a Universidade Federal de Lavras em Lavras, MG.
(21°13’ 27"Sul, 44° 58'19”0este e 920 m de altitude). A regido é caracterizada por
clima mesotérmico de inverno seco (Cwb), precipitacdo anual média de 1.411 mm e
temperatura anual média de 19,3°C. Nessa area houve plantio de milho nos 10 anos
anteriores. O solo apresentava pH (H-0) 5,80; 4,9 mg dm™ de P (Mehlich 1); 125 mg
dm™ de K; 4,6 cmolc dm™ de Ca; 0,4 cmolc dm™ de Mg; 0,0 cmolc dm™ de Al; 4,0
cmolc dm™ de H+AL.

O experimento foi instalado em blocos casualizados, com quatro repeti¢des,
em esquema fatorial 4 x 3, quatro doses de formononetina: 0, 25, 50 e 100 g ha™,
(produto comercial PHC-506, sal de potassio 7-hidroxi, 4’-metoxi-isoflavona) e trés
doses de fésforo (P20s): 0, 50 e 100%, de acordo com recomendacgdo a partir da
analise do solo. A formononetina foi aplicada as sementes antes da semeadura. As
parcelas experimentais consistiram de quatro linhas de plantio, com espacamentos
de 0,80 m e comprimento de 6 metros. As amostras de solo foram coletadas apenas
das duas linhas centrais. A cultivar de milho utilizada foi a GNZ 2004. De acordo com
a necessidade da cultura tratos culturais e fitossanitarios foram realizados. As doses
de P,Os aplicadas foram: 100% da recomendacdo (140 kg ha'), 50% da
recomendacao (70 kg ha™) e 0 na forma de MAP na formulacdo (10-54-00). Foram
realizadas adubacdo de fundac&o, aplicado-se 40 Kg de N ha™ na forma de uréia,
tomando-se o cuidado em descontar o N contido no MAP, e 80 Kg de K,O na forma
de KCI e 30 dias apds, realizou-se adubacado de cobertura, aplicando-se 135 Kg de
N ha™ na forma de uréia, 90 Kg de K,O ha™ na forma de KCl e 60 Kg ha™ de S na
forma de sulfurgram (90% de S). A semeadura foi realizada em 26 de novembro de
2011.

Amostragem do solo

Amostras compostas por solo rizosférico de quatro plantas por parcela foram
coletadas. Para isso, 0 sistema radicular do milho foi retirado e transferido para
sacos plastico estéreis e agitado para o desprendimento das particulas de solo.
Posteriormente todo o volume de solo obtido foi armazenado em sacos plastico e
acondicionado sob refrigeragéo 4°C.
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Contagem e isolamento de bactérias diazotréficas as  sociativas

A contagem de bactérias diazotréficas associativas foi realizada por
estimativa do niumero mais provavel. Para isto, amostras de solo foram submetidas a
diluicdo seriada: 10 g de solo foram transferidos para Erlenmeyers contendo 90 ml
de solucao salina (NaCl 0,85%) estéril, os quais foram agitados por 20 minutos a 120
rpm (diluicdo 10™). Desta diluicdo, 1 mL foi transferido para tubo de ensaio contendo
9 mL da solucéo salina, correspondendo a diluicdo 107, esse processo foi repetido
até que se obtivesse a diluicéo de 107

Dois meios de cultura semissélidos que favorecem espécies-alvo de bactérias
diazotroficas foram utilizados (MOREIRA et al., 2013b). O meio FAM (termo original
empregado pelos desenvolvedores do meio) cuja espécie-alvo é o Azospirillum
amazonense (MAGALHAES & DOBEREINER 1984): 5 g Sacarose, 0,03 g K,HPO,,
0,12 g KH2POq4, 0,2 g MgS0.4.7H,0, 0,1 g NaCl, 4,0 mL FeEDTA (1,64%), 1 mL
solucédo de vitaminas (10 mg biotina, 20 mg piridoxina, em 100 mL de 4gua destilada
estéril), 2 mL solucdo de micronutrientes (0,008 g CuS0O4.5H,0, 0,024 g
ZnS04.7H,0, 0,28 g H3BO3, 0,2 g NaM00O4.2H,0, 0,263 g MnSO4.H,O em 200 mL
de agua destilada), 1,75g agar e 1000 mL de agua destilada, pH 6.0; e 0 meio NFb
(termo original empregado pelos desenvolvedores do meio) cujas espécies-alvo sdo
os A. lipoferum, A. brasilense, A. irakense e A. halopraeferans) (DOBEREINER et al.
1995): 5 g acido malico, 0,6 K,HPO4, 0,2 g MgS0,4.7H,0, 0,1 g NaCl, 0,02 g
CaCl,.2H,O, 2 mL solugcdo micronutrientes (0,008 g CuS04.5H,0, 0,024 ¢
ZnS04.7H,0, 0,28 g H3BO3, 0,2 g NaM00O4.2H,0, 0,263 g MnSO4.H,O em 200 mL
de agua destilada), 2 mL de solucédo de azul de bromotimol 0,5% em 0,2 N KOH, 4
mL FeEDTA (1,64%), 1 mL solugéo de vitaminas (10 mg biotina, 20 mg piridoxina,
em 100 mL de agua destilada estéril), 1000 mL com agua destilada, 1,75 g de Agar,
pH 6,5 ou 6,8.

Aliquotas de 0,1 mL das diluicbes 10" até 107 foram inoculadas em cinco
frascos de vidro, contendo 15 mL, de cada um dos meios de cultura. Os frascos
foram incubados a 28°C por um periodo de até 15 dias, observando-se a formacgéo
(positivo) ou ndo (negativo) de pelicula na superficie do meio de cultura. O niumero
de frascos positivos e negativos foram quantificados e com auxilio de tabela prépria
foi determinado o NMP de bactérias diazotroficas associativas.

Isolamento e confirmacédo da capacidade fixadora de N dos isolados.

Uma porcdo do meio de cultura, juntamente com fragmentos da pelicula, de
cada frasco positivo, foi transferida para placa de petri contendo os meios de
culturas FAM e NFb solidos. Apds crescimento das colbnias procedeu-se novamente
a re-inoculacdo em meios de culturas semissolidos para confirmagéo da capacidade
de fixar N, por meio da formacéo de novas peliculas.

Andlises estatisticas

Os dados foram transformados para Log de NMP e submetidos a analise
variancia e teste de média de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Ocorréncias de bactérias diazotroficas associativas, caracterizada pela
formacao de peliculas (Figura 1) na superficie dos meios de culturas, foram
observadas em todos os tratamentos para os dois melos utlllzados (FAM e NFb)

&——— pelicula

FIGURA 1 Bactérias dlazotroflcas assomatwas crescendo em meio semissolido
(a) seta indicando a pelicula na superficie do meio. (b) Bactérias
diazotrdficas vistas ao microscépio optico em aumento de 1000x.

As densidades de bactérias diazotréficas associativas em ambos 0os meios de
culturas ndo foram afetadas significativamente pelos niveis de P ou de
formononetina (Tabela 1). As densidades bacterianas variaram de 4,5 x 10° a 5,7 x
10° no meio FAM, e de 3,6 x 10° a 4,8 x 10* no meio NFb, ambos foram
considerados baixos. Valores na faixa de 10° - 10’ células por g™ de solo tem sido
normalmente relatados (DOBEREINER et al., 1995; MOREIRA et al. 2010). O
namero de bactérias diazotroficas no meio FAM foi superior ao observado por
LANGE & MOREIRA (2002). Estes autores avaliaram a ocorréncia de A.
amazonense em diferentes espécies vegetais, e observaram NMP de 5 x 10°
bactéria g* solo rizosférico de milho.

TABELA 1. Resumo das andlises de variancia para Log de NMP de bactérias
diazotréficas associativas em dois meios de culturas (FAM e NFb),
inoculados com solo rizosférico de milho cultivado em diferentes doses
de formononetina associada a trés niveis de P,Os.

- QM

Fonte de Variacao GL EAM? NFDL
Fosforo (P) 0,1109 ns® 0,2833 ns
Formononetina 0,2106 ns 0,2635 ns
Bloco 0,6790 ns 0,5072 ns
Fosforo (P) x Formononetina 3292 ns 4338 ns
Erro 20,82 0,3429
CV (%) 19,37 15,73

! Meios de cultura para bactérias diazotréficas associativas, siglas originais empregadas
pelos autores que elaboraram o meio; ns - néo significativo, respectivamente pelo teste F
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FIGURA 2 Densidade média de bactérias diazotroficas
associativas (Numero Mais Provavel) em dois
meios de culturas (FAM e NFb) inoculados com
solo rizosférico de milho cultivado em
diferentes doses de formononetina associada a
trés niveis de P,Os. Letras diferentes indicam
diferencas significativas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A contagem de bactérias no meio NFb foi cerca de 6,4 vezes (P < 0,05) maior
do que no meio FAM (Figura 2). Essa densidade mais baixa verificada no meio FAM
pode ser devido a maior especificidade desse meio comparativamente ao meio NFb.
De fato, enquanto o meio FAM tem como espécie-alvo principal o Azospirillum
amazonense, o meio NFb possui quatro espécies-alvo: A. lipoferum, A.brasilense, A.
irakense e A. halopraeferans (DOBEREINER et al., 1995; MOREIRA et al., 2013b),
embora outras espécies de diazotréficas possam também crescer em ambos os
meios (MOREIRA et al., 2013b).

As bactérias associativas fixadoras de N, colonizam o interior ou a superficie
do tecido vegetal, folhas, caules, colmos e raizes (MOREIRA et al.,, 2013b). No
presente estudo foi estimada a densidade das bactérias do solo da rizosfera do
milho, portanto, é provavel que isolamentos diretamente a partir das raizes
apresentem populacdo mais elevada. Testes adicionais podem ampliar a
possibilidade de uso de estirpes de diazotréficas associativas como promotora do
crescimento vegetal. De fato, diversos estudos tém relatado a capacidade dessas
bactérias em sintetizar fitormonios (auxinas, giberelinas e citocininas) e compostos
de baixa massa molecular capazes de quelatar ions de ferro, denominados de
sideréforos (ZHAN & SUN, 2012; MOREIRA et al.,, 2010). Outra caracteristica
importante também observada é a capacidade de solubilizacdo de fosfatos
(MOREIRA et al., 2013b; AHEMAD & KIBRET, 2014).
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CONCLUSOES
A formononetina ndo apresenta efeitos negativos sobre a densidade de
bactérias diazotroéficas associativas em milho.
A densidade de bactérias associativas nao foi afetada pelas diferentes doses
de fésforo.
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