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RESUMO: Os altos custos econémicos e ambientais
gerados pela fertilizagdo nitrogenada tém
incrementado o interesse na procura de sistemas
que diminuam a aplicagédo de fertilizantes sem pér
em risco os rendimentos das culturas. O trabalho
objetivou: (i) isolar e quantificar bactérias
diazotréficas do lodo de esgoto de abatedouro de
aves, (ii) caracterizar as bactérias de acordo com a
morfologia celular da coldnia e (i) avaliar o
crescimento e conteudo de N de plantas de milho
em resposta a inoculagdo bacteriana. Foram
isoladas 16 estirpes bacterianas, sendo quatro do
meio JMV, duas do JMVL, quatro do NFb, trés do
JNFb, uma do LGl e duas do LGI-P. Todas as
estirpes bacterianas apresentaram coloracdo gram
positiva e diferiram na morfologia celular. Para
avaliar a fixagédo bioldgica de nitrogénio em viveiro,
realizou-se a inoculagdo bacteriana em sementes
de milho. O experimento consistiu de 17
tratamentos (16 estirpes bacterianas e um controle
sem inoculagédo), conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com seis repetigdes e
tendo como unidade experimental um vaso
contendo duas plantas de milho. Aos 45 dias, foram
mensuradas as caracteristicas de crescimento e
conteudo de N. Os maiores indices nas variaveis
avaliadas foram obtidos com o isolado UFV L-162,
que resultou uma matéria seca total de 0,68 g e um
conteudo de N de 22,14 mg/planta, representando
incrementos de 74% e 133%, respectivamente, em
relacdo ao controle. Conclui-se que bactérias
diazotréficas habitam naturalmente o lodo de esgoto
do abatedouro de aves e promovem o crescimento
de plantas de milho.

Termos de indexagdo: Zea mays L., bactérias
diazotrdficas, residuos soélidos.

INTRODUGAO

As interagcbes entre BPCP-milho-ambiente tém
sido demonstradas em varios trabalhos e por
diversos autores (Kappes et al., 2013),
apresentando resultados promissores na procura de
sistemas de fertilizagcdo econdmicos e sustentaveis.

Bactérias diazotroficas ja foram isoladas de
diferentes fontes, como por exemplo 6rgédos das

plantas (Débereiner et al., 1995) e solos (Nébrega et
al., 2004). Os lodos de esgoto de abatedouro de
aves, por apresentarem uma riqueza microbiana
(Bettiol & Fernandes, 2004), talvez também
abriguem bactérias diazotréficas. Estes lodos séo
definidos como uma mistura de substancias que
geralmente se caracterizam por apresentarem
minerais, coloides e particulas provenientes de
matéria organica decomposta em suspensdo no
meio aquoso (CONAMA, 2006).

Diante do exposto, o presente trabalho teve
como objetivos: (i) isolar e quantificar bactérias
diazotréficas de lodo de esgoto de abatedouro de
aves em diferentes meios de cultura, (ii) caracterizar
as bactérias de acordo com a morfologia celular e
morfologia da colbnia e (iii) selecionar os isolados
bacterianos promotores de crescimento de plantas
de milho em casa-de-vegetacao.

MATERIAL E METODOS

Coleta e caracterizagdo das amostras de lodo

Amostras de lodo de esgoto de abatedouro de
aves (residuo gerado no sistema de tratamento de
efluentes do tipo Lodos Ativados/Aeracao
Prolongada) foram cedidas pelas Organizagdes
FRANCAP S.A., Para de Minas - MG. As amostras
foram transportadas para o Setor de Floricultura da
Universidade Federal de Vigosa, Campus Florestal,
onde foram realizados os trabalhos microbiolégicos
nos anos de 2013 e 2014.

Isolamento e quantificagao de bactérias

O isolamento de bactérias diazotroficas foi
realizado conforme descrito por Doébereiner et al.
(1995) nos meios de cultura JNFb, NFb, LGI, LGI-
P, JMV e JMVL. A formagdo de uma pelicula
aerotaxica tipica na superficie do meio apés 7 dias
de incubagdo em camara de crescimento a 30°C, foi
considerado como crescimento positivo. A
contagem das bactérias presentes no meio de
cultura foi realizada por meio da técnica do Niumero
Mais Provavel, utilizando a Tabela de McCrady para
trés repeticbes por diluigdo. Os resultados obtidos
foram submetidos a transformacéao logaritmica, em
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seguida, foram calculadas as médias e o erro
padrao da média para cada tratamento.

Caracterizagéao celular e das colénias

Apdés o isolamento, as bactérias foram
crescidas em meio liquido DYGS por 24 h, a 30°C e
120 rpm e colocadas em placas de Petri contendo
esse mesmo meio porém sdlido. As placas
permaneceram em estufa bacteriolégica a 30°C por
7 dias, e as colbnias que ali cresceram, foram
caracterizadas de acordo com as caracteristicas das
células (forma e coloragdo gram) e as
caracteristicas das colbénias (forma, cor, tamanho,
elevagao, borda, superficie e mucosidade).

Selecao de bactérias diazotréficas

O ensaio de selegado bacteriana consistiu de 17
tratamentos, sendo 16 isolados bacterianos e um
controle  (sem  inoculagdo), conduzido no
delineamento inteiramente casualizado, com 6
repeticbes e a unidade experimental foi um vaso
contendo 2 plantas de milho.

Para obtencgao do pré-inéculo, as bactérias foram
crescidas em 5 mL de meio liquido DYGS por 24 h,
a 30 °C e 120 rpm. Em seguida, o pré-inéculo foi
vertido em frascos de erlenmeyer contendo 200mL
de meio DYGS e permaneceram por 24h, sob
agitagdo de 120 rpm, a 30°C, para obtencédo do
inéculo. A inoculagdo foi realizada no erlenmeyer
pela imersdo das sementes de milho. Cada
tratamento ficou imerso no meio bacteriano por 2
horas, com posterior aplicagdo do mesmo meio
bacteriano no substrato. O controle foi imerso em
meio liquido DYGS autoclavado. Posteriormente, as
sementes foram transferidas para vasos de plastico
de 0.7dm3 O substrato usado apresentava: pH 4.1;
P 6.8, K 78 mg/dm3; Ca 0.6, Mg 0.3, Al 1.4, H+AI
7.59, SB 1.10, CTC(t) 2.50, CTC(T) 8,69 cmolc
/dm3; V 13, m 56 %. O experimento foi conduzido
em casa de vegetagao.

Aos 45 dias apds plantio, as plantas foram
coletadas para a mensuragdo das seguintes
variaveis: altura da planta (ALT); didametro do caule
(DIAM); nuamero de folhas (NF); matéria fresca da
raiz (MFR); matéria fresca da parte aérea (MFPA);
matéria fresca total (MFT); matéria seca da raiz
(MSR); matéria seca da parte aérea (MSPA);
matéria seca total (MST), obtidas pela secagem em
estufa sob ventilagdo forcada de ar a 65 °C por 72
horas e posterior pesagem em balanca de precisao.

A anadlise de nitrogénio (N) foi realizada no
Laboratério de Anadlise de Solos Vigosa Ltda., com
trés repeticdes por tratamento e foi utilizada
metodologia de N- Kjeldahl. Os contetidos de N
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foram estimados por meio da multiplicacdo da
matéria seca total (MST) pelo teor de nitrogénio.

Os dados foram submetidos a analise de
variancia por meio do programa R e as médias
foram comparadas pelo teste de TUKEY a 5 % de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 16 estirpes de bactérias
diazotréficas do lodo de esgoto de abatedouro de
aves em diferentes meios de cultivo (Tabela 1,
Figura 1).

Tabela 1 - Numero de estirpes diazotroficas
isoladas por meio de cultivo e a respectiva
diluicao.

Meio de cultivo Numero de isolados Diluicao

JMV 4 10°
JMVL 2 10°
NFB 4 10°
JNFB 3 10°
LGI 1 10°
LGI-P 2 10°
Total 16

Todos os isolados bacterianos apresentaram
coloragdo gram-positiva, formato de cocos ou
bastonete e diferiram nas caracteristicas
morfoldgicas das coldnias (Tabela 2).

Foi possivel observar efeito positivo com
aplicacdo de bactérias diazotroficas em todas as
variaveis analisadas nas plantas de Zea mays e
estatisticamente significativo para as variaveis MFR,
MFT e conteudo de N (Tabela 3).

Os isolados bacterianos que permitiram o
maior acumulo de MFT foram o UFVL-163 e o UFV-
L164, com incrementos de 96 e 81% em relagcdo ao
controle, respectivamente. Dados que corroboram,
os resultados de Perin et al. (2003), ao encontrar
incrementos, na MFT em plantas de milho entre 2 a
28% apods utilizar bactérias das espécies
Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum
brasilense. A cultura do milho é a mais utilizada
para a produgao de silagem, pois tem qualidades
superiores a outras espécies (Cruz et al., 2001). O
uso de BPCP em milho, destinado a silagem pode
se tornar uma alternativa viavel e rentavel para
produzir alimentos a espécies animais em sistemas
estabulados, semi-estabulados ou em épocas de
baixa produgéo de forragens (Matte, 2014).

Ao realizar analises sob o acimulo de matéria
fresca por parte da planta, pode-se observar que
existe um incremento de 91% nas raizes com o uso
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do isolado UFVL-164 comparado ao controle. Os
resultados estdo na mesma linha de Perin et al.
(2003), que acharam em estudos com Zea mayz,
apos de ser inoculadas com bactérias diazotréficas
(H. seropedicae e A. brasilense), um acumulo de
biomassa radicular de 3 e 17 %. Ao existir uma
maior biomassa MFR, existe a possibilidade que as
plantas sejam mais eficientes na absorgdo dos
nutrientes e da agua do solo. Por conseguinte, isto
sera refletido, em uma maior biomassa area, uma
melhor sanidade vegetal e uma boa producé&o na
maioria dos casos.

Nesta mesma tabela 4, também se pode
observar, na ultima coluna, os contetdos de N por
planta. Os maiores incrementos foram encontrados
com o uso da bactéria UFVL-162, de 134% em
relacio ao controle. Obando et al. (2013)
observaram incrementos no contetdo de N de 41 %
com a inoculagao de Azotobacter em milho

No presente trabalho foi possivel observar a
capacidade de colonizagdo das bactérias
diazotréficas em ambientes de residuos, tais como
os lodos de esgoto de abatedouros de aves.
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Figura 1. Numero Mais Provavel (NMP) de
bactérias diazotréficas em lodos de esgoto de
abatedouros de aves nos diferentes meios de
cultura (log do numero mais provavel de bactérias
diazotréficas por grama de lodo).

CONCLUSOES

1. As bactérias diazotréficas habitam naturalmente o
lodo de esgoto do abatedouro de aves em
quantidade superior a 4,6 x 107 células por grama
de lodo.

2. Predominam no lodo de esgoto de abatedouro de
aves bactérias diazotroficas gram-positivas, no
formato de cocus ou bastonete, formando colbnias
com diferentes caracteristicas morfoldgicas.

3.Os isolados bacterianos UFVL-162, UFVL-163 e
UFVL-164 promovem o] crescimento e
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desenvolvimento de plantas de milho e possuem
potencial para uso no enriquecimento de
inoculantes e biofertilizantes.
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Tabela 2. Caracterizagdo das coldnias dos isolados bacterianos de lodo de esgoto de abatedouro de aves
nos meios especificos. Identificagdo dos isolados bacterianos: nome UFV seguido dos caracteres que
indicam: Lodo de esgoto de abatedouro de aves (L), meio de cultura usado no isolamento (1 — JMV, 2 —
JMVL, 3 — NFb, 4 — JNFb, 5 — LGlI, 6 — LGI-P), diluigdo, ordem.

Caracterizacéo das colbnias

Estirpe Coloragéo Tamanho Elevacéo Forma Borda Superficie Muco
UFV L-161 Centro branco leitoso <1 mm Lente Circular Inteira Lisa +
UFVL-162  Ceniro branco claro, borda branca e <1'mm Plana  Circular ~ Ondulada  Lisa .

translucida
UFVL-163  Cenirobranco leitoso, borda branca e 1 mm lente  Circular Inteira Lisa +
translucida.
UFVL-164 ~ Ceniro branco, borda branca e 1 mm Plana  Circular Inteira Lisa +
translucida
UFV L-261 Centro branco leitoso 1 mm Lente Circular Ondulada Lisa +
UFV L-262 Centro amarelo leitoso >1 mm Convexa Circular Ondulada Lisa +
UFV L-361 Centro branco leitoso <1 mm Lente Circular Inteira Lisa +
UFV L-362 Centro branco leitoso >1 mm Convexa Circular Inteira Lisa +
UFV L-363 Centro branco 1 mm Plana Circular Inteira Lisa +
UFV L-364 Centro branco claro, borda translucida >1 mm Lente Circular Inteira Lisa +
UFV L451  Centro branco leitoso, borda <1'mm Plana  Circular  Ondulada  Lisa +
translucida
UFV L-452 Centro branco borda translucida <1 mm Lente Circular Inteira Lisa +
UFV L-453 Centro k?ranco lsitoso, borda branca e >1 mm Convexa Circular Inteira Lisa +
translucida
UFV L-562 Centro branco claro, borda translucida <1 mm Plana Circular Inteira Lisa -
UFV L-661 Centro branco claro, borda e clara <1 mm Plana Circular Inteira Lisa -
UFV L-662 Centro branco claro, borda e clara <1 mm Convexa Circular Inteira Lisa -

Tabela 3. Caracteristicas de crescimento de Zea mays em resposta a inoculagao de bactérias diazotréficas:
ALT, altura da planta; DIAM, didmetro do caule; NF, nimero de folhas; MFR, matéria fresca da raiz;
MFPA, matéria fresca da parte aérea; MFT, matéria fresca total; MSR, matéria seca da raiz; MSPA,
matéria seca da parte aérea; MST, matéria seca total; Cot./N, conteddo de nitrogénio; QMR, quadrado
médio do residuo e CV, coeficiente de variagao.

Tratamento ALT DIAM NF MFR MFPA MFT MSPA MSR MST Cont/N
cm mm und g

Controle 14,10ab 2,45ab 4abcde 1,62 b 4,00 ab 40 ¢ 0,0a 0,28 abc 0,39 ab 9,48 b

UFV L-161 17,563ab 2,75ab 6 ab 2,29 ab 4,13 ab 6,30 abc 0,14 a 0,45 ab 0,60 ab 14,68 ab

UFV L-162 17,24ab 3,08 ab 6 ab 2,18 ab 474 a 6,30 abc 0,16 a 0,51a 0,68 a 2214 a

UFV L-163 20,35a 3,33 ab 6a 3,04 ab 4,13 ab 7,82a 0,20 a 0,28 abc 0,49 ab 15,17 ab

UFV L-164 19,51 a 3,37 ab 6 ab 3,10 a 3,95 ab 7,23 ab 0,23 a 0,31abc 0,55ab 13,50 ab

UFV L-261 18,76 ab 3,50 a 5 abcd 2,20 ab 3,31 ab 6,15abc 0,16 a 0,24 bc 0,41ab 11,28 ab
UFV L-262 20,15 a 2,65 ab 5 abcd 2,08 3,00 ab 539abc 0,17 a 0,20 bc 0,38 ab 10,17 b
UFV L-361 17,84ab 2,58 ab 4 bcde 1,71 3,62 ab 471 bc 011a 014 ¢ 025D 8,07 b
UFV L-362 1345ab 243 b 4 de 1,7 3,10 ab 532abc 0,10a 0,25abc 0,36 ab 7,96 b
UFV L-363 17,54ab 2,93 ab 4 de 1,95 4,62 a 5,05abc 0,13 a 0,23 bc 0,36 ab 912 b

UFV L-364 13,95ab 2,68 ab 4 cde 1,93 3,40 ab 6,55abc 0,15a 0,32abc 0,48 ab 12,96 ab
UFV L-451 12,08 ab 2,50 ab 3 e 1,93 4,19 ab 534abc 0,17 a 0,18 ¢ 0,35ab 9,57 b
UFV L-452 18,95ab 3,04 ab 5 abcd 2,41 ab 4,11 ab 6,60abc 0,17 a 0,29 abc 0,47 ab 10,73 b

UFV L-453 17,58ab 3,18 ab 5 abcd 2,44 ab 3,75 ab 6,55abc 0,16 a 0,26 abc 0,42 ab 11,21 ab
UFV L-562 17,62ab 2,84 ab 5 abcd 197 b 3,10 ab 5,70abc 0,15a 0,30 abc 0,41 ab 8,280 b
UFV L-661 1545ab 2,77 ab 4abcde 2,04 b 4,18 ab 519abc 0,15a 0,18 ¢ 0,34ab 463 b
UFV L-662 15,16 ab 3,92 ab 6 abc 219 ab 255 b 6,38abc 0,16 a 0,34 abc 0,50 ab 11,98 ab
QMR 14,83 0,266 0,52 0,228 0,935 1,681 0,015 0,0168 0,028 13,696

CV (%) 22,8 17,6 15,1 22,0 25,6 21,8 76,9 45,3 37,4 32,9

b
b
b
b
b
b




