UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DO SOLO

INOCULACAO DE AZOSPIRILLUM SPP. EM SEMENTES DE GENOTIPOS
DE MILHO CULTIVADOS NO RIO GRANDE DO SUL

Patricia Dorr de Quadros
(Dissertacdo de Mestrado)

Porto Alegre
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DO SOLO

INOCULACAO DE AZOSPIRILLUM SPP. EM SEMENTES DE GENOTIPOS
DE MILHO CULTIVADOS NO RIO GRANDE DO SUL

Patricia DOrr de Quadros
Engenheira Agronoma (UFRGS)

Dissertacdo apresentada como um dos requisitos a obtencao
ao Grau de Mestre em Ciéncia do Solo.

Porto Alegre (RS) Brasil
2009



Pagina de homologacéo



Dedico a minha filha Camille Vitoria.

iv



AGRADECIMENTOS

Aos professores Flavio Camargo e Luiz Fernando W. Roesch pela

confianga e apoio no decorrer do meu mestrado;

Aos professores Paulo Regis F. da Silva e Enilson S. de Sa pelo

apoio e sugestoes;

A minha minha mie e meu pai, apoio incondicional, carinho e

confianca;
A Urubitan, pelo amor, dedicac&o, paciéncia e apoio.

A amiga Maria lzolete pelo apoio e incentivo desde o tempo da

faculdade;

A Andressa, Céatia, Lucélia, Vanessa, Robson, Diéni, Viviane,

Anall e Daniela pela amizade, divertido convivio e ajuda no laboratorio.

A Vladirene, Paulo Endrigo, Leonardo, Michael e Douglas pela

amizade, coleguismo e ajuda no campo;

Aos colegas, amigos e professores do Departamento de Solos,

pela amizade.

Ao CNPq pela concesséao da bolsa de estudos.



INOCULACAO DE AZOSPIRILLUM SPP. EM SEMENTES DE GENOTIPOS
DE MILHO CULTIVADOS NO RIO GRANDE DO SUL*

Autor: Patricia Dorr de Quadros
Orientador: Flavio A. de Oliveira Camargo

RESUMO

Bactérias diazotréficas podem fixar nitrogénio e produzir auxinas,
substancias responsaveis pelo estimulo ao crescimento das plantas, podendo
reduzir a utilizagéo de fertilizantes nitrogenados na cultura do milho. Para testar
esta hipbtese, este trabalho teve como objetivo avaliar a inoculacdo de
espécies de Azospirillum em sementes de gendtipos de milho cultivados no
estado do Rio Grande do Sul. A atividade experimental foi realizada em trés
etapas, tendo a primeira etapa o objetivo de selecionar em vasos, cultivares de
milho eficientes na associacdo com uma espécie de Azospirillum, que resultou
na selecao de dois hibridos cujo desempenho foi avaliado com a inoculacao de
uma mistura de trés espécies de Azospirillum (segunda etapa — em vasos). A
terceira etapa foi realizada em campo, em um Argissolo Vermelho Distrofico
tipico, onde trés hibridos foram testados em tratamentos com e sem inoculagéo
e adubacao nitrogenada com o objetivo de avaliar a campo as caracteristicas
agrondmicas das plantas. O gendtipo de milho influenciou na associacéo entre
as bactérias e as plantas. A inoculacdo de bactérias diazotréficas aumentou o
volume das raizes nas cultivares avaliadas. As raizes das plantas
apresentaram maior populacdo de diazotroficos do que os colmos. A
inoculacdo a campo aumentou o rendimento da massa seca da parte aérea
hibridos AS 1575 e SHS 5050.

! Dissertagéo de Mestrado em Ciéncia do Solo. Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (63 p.) — Fevereiro, 2009.
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INOCULATION OF AZOSPIRILLUM SPP. IN SEEDS OF MAIZE CULTIVARS
CROPPED ON SOUTH BRAZIL?

Author: Patricia Dorr de Quadros
Adviser: Flavio A. de Oliveira Camargo

ABSTRACT

Diazotrophic bacteria are able to fix nitrogen and produce auxins
which are substances which increase plant growth reducing the use of nitrogen
fertilizers. To test this hypothesis, this work was carry out aiming to evaluate the
inoculation of Azospirillum species in maize cultivars cropped in Rio Grande do
Sul / Brazil. The experimental activity was conducted in three steps, being the
first step the selection in pots of maize cultivars, effective in association with
one Azospirillum specie, which resulted in the selection of two cultivars whose
performance was evaluated with the inoculation of a mixture of three species of
Azospirillum (second step — in pots). The third step was conducted in an
Argissolo Vermelho Distrofico, where three hybrids were tested in treatments
with and without inoculation and nitrogen fertilizer. This last step had the
objective to evaluate in field conditions the agronomic performance of corn
hybrid inoculated with diazotrophic bacteria. The genotype of plant development
influenced the association between the bacteria and plants. The inoculation
increased the total volume of roots. The bacterial population was higher in roots
in relation to the stem. On the third step, it was observed with the inoculation an
increase in dry matter yield of the AS 1575 and the SH 5050 cultivars.

% M. Sc.Dissertation in Agriculture (Soils). Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre (63 p.) — February, 2009.
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1. INTRODUCAO

O milho é uma das principais culturas de importancia econémica para
0 estado do Rio Grande do Sul e necessita grandes quantidades de nitrogénio
(N) para complementar a quantidade suprida pelo solo, e/ou adicionada ao solo
na semeadura e em cobertura, quando se deseja produtividade elevada. Além
do alto custo deste insumo, os riscos de poluicdo ambiental decorrentes da
adubacao nitrogenada podem ser elevados, especialmente em condi¢cdes de
intensa precipitagdo e altas doses de adubacéo. A safra brasileira de milho de
2007/08 teve uma producao de 58 milhdes de toneladas (CONAB, 2008). Em
média se utilizam 22 kg de N para cada 1.000 quilos de graos produzidos,
sendo assim, estima-se que foram utilizados 2.890 mil toneladas de uréia (45%
N) para esta producéo nesta safra.

Tendo em vista 0s custos ambientais e econdmicos e o fato de que o
Brasil importa atualmente 70% da uréia utilizada na agricultura (Bonifacio &
Sousa, 2007), se faz necesséario encontrar alternativas viaveis que visem a
reducdo no seu uso. Deste modo, a inoculacdo de bactérias diazotroficas pode
ser uma alternativa biotecnoldgica na busca pela sustentabilidade, visto que
estes microrganismos podem atuar na disponibilidade de N para a planta, além
de produzirem auxinas, substancias responsaveis pelo estimulo ao crescimento
das plantas, podendo desta maneira reduzir a utilizacdo de uréia na cultura do
milho (Reis, 2006).

Entre as bactérias diazotréficas, destacam-se as do género
Azospirillum, que podem colonizar as raizes e o colmo da planta, sem causar
sintomas de doenca (Terver & Hollis, 2002). Os mecanismos de promocéo de
crescimento vegetal incluem acdes diretas como a fixacdo biolégica de

nitrogénio (Baldani et al., 1997), producdo de reguladores de crescimento



vegetal (Cassan et al., 2001), solubilizacdo de fosfato inorgéanico (Verma et al.
2001), e acdes indiretas como o controle bioldgico (Kloepper et al. 1999;
Benchimol et al. 2000), producdo de siderdforos (Lodewyckx et al. 2002) e
inducdo de resisténcia sisttmica no hospedeiro (Jetiyanon & Kloepper,
2002).

A colonizacdo de plantas de milho por bactérias diazotréficas pode
ser afetada por muitos fatores bibticos e abidticos, e a simples presenca destas
bactérias na planta ndo é indicativo de promocao de crescimento, visto que
bactérias diazotroficas nativas geralmente ndo sdo eficientes na fixacdo de N.
Por este motivo, as pesquisas devem selecionar bactérias eficientes, com
potencial de fixagdo de N e de produgcdo de substancias promotoras do
crescimento de plantas e competitivas com outras estirpes nativas ou com
outros componentes da microbiota do solo, assim como, selecionar genaotipos
de milho aptos a associarem-se as bactérias.

Diversos estudos com bactérias diazotréficas tém sido realizados no
Brasil, porém a grande maioria é realizada “in vitro”, em vasos ou tanques.
Questdes fisiologicas, genéticas e bioguimicas a respeito de muitos
diazotréficos ja foram abordadas, porém experimentos a campo se fazem
estritamente necesséarios quando se deseja obter dados sobre a interagdo
planta-bactéria-ambiente, visto que um dos objetivos do estudo sobre
diazotréficos € fazer desta tecnologia uma alternativa para os agricultores e,
para tal, precisa ser viavel agronomicamente.

Com base nos pontos abordados anteriormente, supfe-se que a
inoculacao de linhagens selecionadas de Azospirillum em milho possa reduzir a
necessidade de adubacé&o nitrogenada nesta cultura, bem como €é possivel que
o0 gendtipo da planta desempenhe papel essencial na colonizacdo das
bactérias. Esta colonizacdo poderd mais efetiva quando inoculado uma mistura
de espécies de diazotroficos, visto que os fatores edafocliméaticos do local de
cultivo podem beneficiar algumas espécies ou linhagens e prejudicar outras,
aumentando assim a probabilidade de sucesso da inoculacao.

Tendo em vista a melhor exploragcdo do potencial das bactérias
diazotréficas na agricultura, o presente estudo teve como objetivo geral avaliar
a inoculacdo de espécies de Azospirillum em sementes de gendtipos de milho

cultivados no estado do RS. Especificamente, o trabalho visa numa primeira



etapa a selecdo de cultivares com alto e baixo potenciais de associacdo com
as bactérias, para serem testadas na segunda etapa, com e sem adubacgdo
nitrogenada, em dois estadios de desenvolvimento das plantas. A terceira
etapa visa testar trés hibridos a campo com e sem inoculacao de trés espécies
de Azospirillum, com e sem adubacédo nitrogenada, em um Argissolo Vermelho

Distrofico tipico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serd abordada a importancia da fixagdo biologica do N
em gramineas, assim como aspectos fisiolégicos das bactérias utilizadas neste
trabalho e fatores importantes a serem considerados quanto a inoculacdo de

bactérias diazotréficas no milho.

2.1 Fixacao bioldgica de nitrogénio em gramineas

O nitrogénio (N) é um dos principais componentes das biomoléculas,
fazendo parte da estrutura de acidos nucléicos, aminoacidos, proteinas, etc, o
que o torna, portanto, essencial a sobrevivéncia e ao crescimento dos
organismos. Embora constitua quase 80% da atmosfera terrestre, o N gasoso,
N,, € quimicamente inerte a temperaturas atmosféricas e, diferentemente de
outros elementos que ocorrem na natureza, suas reservas minerais S&o
relativamente raras. A reacdo de reducédo de N atmosférico a aménia — fixacao
de N — requer uma energia de ativacdo extremamente alta, ndo ocorrendo
espontaneamente sem a presenca de catalisadores adequados. Na industria,
por exemplo, o processo de fixagdo de nitrogénio desenvolvido por Harber—
Bosch para sintese de amébnia emprega temperaturas entre 300 e 500°C e
pressfes acima de 300 atm, sendo utilizados catalisadores a base de ferro
(Kim & Rees, 1994). A principal finalidade da amonia produzida € a fabricacdo
de fertilizantes, sendo que mais de 100 milhdes de toneladas sdo anualmente
utilizadas na agricultura, uma demanda que implica em altos custos financeiros,
energéticos e ambientais (Newton, 2000).

Na natureza, somente um pequeno namero de microrganismos,

7

denominados diazotréficos, ou fixadores de nitrogénio, é capaz de reduzir
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nitrogénio atmosférico a amoénia. Esse processo que € chamado fixacao
biolégica do nitrogénio (FBN), é realizado pelo complexo protéico da
nitrogenase, a enzima que catalisa a reacdo (Eady & Postgate, 1974).
Evolutivamente, acredita-se que a FBN tenha se desenvolvido quando as
reservas geoquimicas de N se tornaram escassas na biosfera. O esgotamento
dos Oxidos de N (nitratos e nitritos) pelos organismos teria, provavelmente,
limitado seu crescimento, ocasionando uma pressao seletiva que favoreceu o
aparecimento da diazotrofia. A capacidade de fixar N seria, portanto, um evento
relativamente precoce na evolu¢do dos procariontes e anterior ao surgimento
da fotossintese (e conseqiiente aumento da concentracdo de oxigénio livre na
atmosfera), uma vez que a nitrogenase é extremamente sensivel a
desnaturacao por oxigénio (Newton, 2000).

Estima-se que aproximadamente 5% das bactérias procaribticas tém
0S genes responsaveis pelo processo bioldgico de fixacdo de nitrogénio
(Raymond et al., 2004) sendo estes distribuidos nos cromossomos ou em
plasmideos. A FBN contribui com a maior parte do N fixado anualmente na
Terra: aproximadamente 175 milhdes de toneladas, representando cerca de
65% do total, o que o faz ser considerado o segundo processo biolégico mais
importante do planeta depois da fotossintese, juntamente com a decomposicéo
orgéanica (Moreira & Siqueira, 2006).

Os melhores resultados da fixacdo bioldgica de nitrogénio como
potencial biotecnologico tém sido demonstrados para a interacdo rizobium-
leguminosas. A possibilidade da ocorréncia de aumentos significativos na
disponibilidade de nitrogénio por meio da FBN para gramineas, tais como o
arroz (Boddey et al., 1995a), cana-de-acucar (James, 2000), milho, sorgo e
trigo (Roncato-Maccari et al., 2003) também tem sido descrita. Entre estas
culturas, a cana-de-agucar foi um dos melhores exemplos de associagdo com
bactérias fixadoras de nitrogénio, devido a eficiéncia de uma espécie
bacteriana usualmente utilizada nesta cultura, Acetobacter diazotrophicus, em
fixar N para a planta — aproximadamente 48% da necessidade de N da cultura
(Lima et al., 1987; Oliveira et al., 2002). Entretanto, o milho apresenta grande
potencial a ser explorado em termos da viabilidade da inoculagéo, pois pode
ser colonizado simultaneamente por grande diversidade de bactérias
diazotréficas (Roesch, 2007).



Bactérias diazotroficas que se associam a gramineas e a cereais,
possuem a capacidade de colonizar as raizes e outros tecidos internos do
vegetal, sem causar sintomas de doencas, sendo consideradas promotoras de
crescimento vegetal. Além de fixarem N atmosférico, produzem horménios de
crescimento como auxinas e giberelinas, que estimulam o crescimento vegetal,
principalmente de raizes, atuando na maior absorcdo de nutrientes e agua
(Peoples et al., 1995; Fallik et al., 1988; Dobbelaere et al., 1999; Lambrecht et
al., 2000; Lin et al., 1983). Podem agir como solubilizadores de fosfatos ou
acelerar processos biolégicos como a mineralizagcédo (Persello-Cartineaux et al.,
2003). Também podem agir no crescimento de forma indireta, protegendo a
planta de fungos patdgenos do solo ou de bactérias patogénicas através de
varios mecanismos como producdo de sideréforos, chitinases, glucanases e
antibiose (Whipps, 2001).

No processo da FBN, um dos complicadores é a transferéncia do N
fixado para a planta, que ocorre muito lentamente e apenas uma pequena parte
torna-se disponivel para o vegetal (Dommelen et al., 1998). A morte e
subsequente mineralizacdo de diazotréficos podem liberar significativas
quantidades de N fixado (Lethbridge & Davidson, 1983; Lee et al., 1994),
porém este processo € ineficiente e demorado quando comparado a fixacao de
N por microorganismos simbidticos em leguminosas (Mylona et al., 1995).

Considerando a importancia e a urgéncia do desenvolvimento de
produtos que venham a substituir ou diminuir a utilizacdo de energias nao
renovaveis, a pesquisa sobre bactérias diazotroficas se faz necesséaria e pode
trazer beneficios aos sistemas produtivos e a sustentabilidade da agricultura.

2.2 Uso de Azospirillum como inoculante de cereais

Dentre os microrganismos diazotréficos encontrados em associacdes
com cereais e gramineas, as espécies de Azospirillum constituem um dos
grupos mais bem estudados atualmente, sendo numerosos os trabalhos sobre
sua ecologia, fisiologia e genética (Baldani et al.,, 1997; Bashan & Holguin,
1997).

Reis Junior et al (2008) verificaram o comportamento de dois hibridos
intervarietais de milho sob diferentes doses e formas de N e o efeito da

inoculacdo com Azospirilum amazonense, em um ensaio em casa de
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vegetacao, e constataram que a inoculagcdo com A. amazonense aumentou a
producdo de matéria seca e o acimulo de N nas raizes.

Em condicdes de campo, foram observados os beneficios e a
viabilidade econdmica da inoculacdo de novos isolados de bactérias
diazotréficas endofiticas em gendétipos de trigo sob diferentes doses de N.
Observou-se ainda que a inoculacdo da estirpe IAC-AT-8-Azospirillum
brasiliense aumentou o N acumulado na espiga (Rodrigues Sala et al., 2006).

Um sumério de experimentos envolvendo a inoculacdo de
Azospirillum em gramineas conduzidos na década de 90 em diversos paises
tais como: Israel, Franca, Bélgica, Argentina, Uruguai, México e Africa do Sul
foi publicado por Dobbelaere et al. (2001). Na Bélgica a inoculagdo de A.
brasilense estirpe Sp245 e A. irakense KBC1 aumentaram a biomassa seca
de plantas de trigo em 62 e 46 % respectivamente. Outras revisdes
também apresentam resultados positivos do uso destes produtos para a
agricultura (Kennedy et al., 2004; Lucy et al., 2004).

Baldani et al. (1983) sugeriram que a superioridade da estirpe Sp
245 de A. brasilense nos estudos de inoculacdo em trigo deve estar
relacionada com a selecdo inicial e uso de estirpes homdlogas. Alguns
estudos de inoculagdo em arroz mostraram resultados promissores para a
inoculacdo de plantas com Herbaspirillum seropedicae (aumentos de 17-19%
do N derivado de FBN) e Burkholderia sp. (11 a 20%) em experimento de
vasos (Baldani, 1996). Estes resultados indicam que a diversidade da
populacdo bacteriana diazotréfica pode auxiliar na efetivacdo da inoculagéo.
Sumner (1990) descreveu um levantamento de dados sobre a aplicagdo de
estirpes de Azospirillum em cereais e observou que 32 ensaios apresentaram
respostas positivas a inoculacao rendimento de grdos (dados entre os anos de
1983 a 1985).

De uma maneira geral, 60 a 70% dos experimentos citados por
Okon & Labandera-Gonzalez (1994), mostraram incrementos de
rendimento com a inoculacdo, no entanto, somente 5-30% apresentaram
respostas estatisticamente significativas. Esta variabilidade pode estar
relacionada interacdo planta-bactéria, bem como ao limitado conhecimento

sobre o potencial de uso destes organismos.



Fazendo-se um balanco dos resultados de experimentos de
inoculagcdo com Azospirillum, verificou-se grande variabilidade nos resultados
em culturas como trigo, arroz, milho e sorgo, onde a média de incremento
na produtividade esta em torno de 20 a 30%. Embora inoculantes comerciais
baseados em Azospirillum ja estejam comercialmente disponiveis em alguns
paises, a sua aplicagdo ainda € restrita devido a limitagdes e a inconsisténcias
no desempenho do processo de colonizacdo da planta pelas bactérias
(Morrissey et al. 2004).

2.3 Aspectos fisiologicos, morfoldégicos e bioquimicos de

Azospirillum

O género Azospirillum compreende bactérias diazotroficas de vida
livre amplamente encontradas em solos de clima tropical e subtropical, em
associacdo com as raizes de gramineas de grande importancia econdémica,
como milho, arroz, trigo e diversas forrageiras, além de outras espécies
vegetais. De 30 a 90% das amostras de solo coletadas em todo o mundo
contém A. brasilense ou A. lipoferum (Ddbereiner & Day, 1976).

Sao bactérias Gram-negativas, em forma de bastonete e usualmente
uniflageladas, apresentando um movimento vibroide caracteristico. A.
brasilense, A. irakense, A. largimobile e A. lipoferum possuem um padrdo
flagelar misto, em que um flagelo polar é sintetizado durante o crescimento em
meio liquido e vérios flagelos laterais sdo adicionalmente sintetizados durante o
crescimento em meio sélido (Hall & Krieg, 1984). A. amazonense, A.
dobereinerae e A. halopraeferens possuem apenas o flagelo polar.

A alta motilidade exibida pelas células, aliada a quimiotaxia positiva
para certos acidos organicos, aclcares e aminoacidos (Barak et al, 1983;
Reinhold et al, 1985; Zhulin et al, 1988), provavelmente, confere a Azospirillum
uma vantagem seletiva importante sobre outros microrganismos na rizosfera,
onde a disponibilidade de nutrientes é muitas vezes limitada.

Os metabolismos de carbono e nitrogénio apresentados pelas
espécies de Azospirillum sdo bastante dinamicos e variados. As fontes de
carbono preferenciais sdo acidos organicos como malato, piruvato e succinato,

havendo também uma aparente preferéncia de frutose sobre glicose. Aménia,



nitrato, nitrito e aminoacidos, além de nitrogénio atmosférico, podem servir
como fontes de nitrogénio (DObereiner, 1992).

Para A. brasilense, podem-se salientar duas caracteristicas
distintivas, que séao sua alta mobilidade, evidente mesmo em culturas alcalinas
envelhecidas (Dobereiner, 1992) e a incapacidade de utilizar glicose como
fonte de carbono, devido a auséncia de um transportador especifico na
membrana plasmatica e de enzimas glicoliticas (Goebel & Krieg, 1984).

Bactérias do género Azospirillum sdo conhecidas pela sua
capacidade de produzir horménios de crescimento como auxinas, giberelinas e
citocininas “in vitro” (Hartman & Zimmer, 1994). Tem-se verificado que a
liberacdo destes fitohormodnios estimula a formacao de pélos radiculares, a taxa
de aparecimento de raizes secundarias e da superficie radicular quando as

plantas séo colonizadas por estas bactérias.

2.4 O processo de colonizacao da planta por Azospirillum

As plantas sdo consideradas um complexo micro ecossistema
composto por diferentes habitats e podem ser colonizadas simultaneamente
por uma grande diversidade de bactérias endofiticas (Chelius & Triplett, 2001;
Lodewyckx et al., 2002). A efetivacao da colonizacdo vai depender de aspectos
como escolha da estirpe, estado fisioldgico da planta e da bactéria, gendtipo da
planta, aspectos fisico-quimicos do solo, competigdo com outros
microorganismos, veiculo de inoculagdo entre outros.

Dois tipos de associacdes radiculares tém sido descritas: uma, em
nivel de superficie e outra, internamente. No primeiro caso, a bactéria coloniza
indistintamente toda a superficie radicular, formando pequenos agregados,
algumas vezes embebidos em mucigel, e raramente coloniza a superficie dos
pélos radiculares (Patriquin & Débereiner, 1978; Umali-Garcia et al., 1980). No
caso de uma associacao endofitica, ocorre a colonizacdo pelo Azospirillum dos
espacos intercelulares das células da epiderme e do cortex radicular na zona
de elongamento e formacéo dos pélos radiculares, os quais muitas vezes néo
apresentam sinais de ruptura. Raramente, porém, invadem o tecido vascular e
o interior das células. Segundo Ddbereiner (1992), quando uma populacédo se
estabelece na rizosfera, uma populacdo interna também se desenvolve

especialmente no aerénquima radicular e vasos do protoxilema, onde as
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concentracfes de oxigénio sdo mais baixas e, assim, favorecem a atividade da
fixacdo do nitrogénio.

O processo de ligacdo da bactéria a radicula ou raiz se realiza em
duas etapas: a primeira (fase de adsorcdo) dura aproximadamente duas horas,
€ reversivel, e provavelmente envolve apenas proteinas; a segunda (fase de
ancoramento) dura de 8 a 16h, é irreversivel e provavelmente envolve
polissacarideos de superficie (Michiels et al, 1991). Ambas as fases sé&o
mediadas pela acédo do flagelo polar de Azospirillum, cuja participacdo na fase
de adsorcéo é decisiva. Diferentes mutantes de A. brasilense desprovidos do
flagelo sdo incapazes de se ligar as raizes de trigo; a desestruturacdo do
flagelo por tratamento térmico ou quimico elimina a capacidade de adsorcao da
bactéria; flagelos polares purificados sdo capazes de se ligar as raizes das
plantas, ao passo que flagelos laterais ndo (Michiels et al, 1991). Na fase do
ancoramento, observa-se semelhanca ao processo que ocorre nas espécies de
rizobios (Mylona et al, 1995), a formac¢éo de diversos agregados bacterianos,
tendo sido sugerido que o processo de coloniza¢cdo s6 se torna viavel quando
um namero minimo de microorganismos esta presente nas raizes (Steenhoudt
& Vanderleyden, 2000).

2.5 Potencial de inoculacéao de Azospirillum em milho

Considerando o cultivo do milho, sabe-se que o rendimento € o
resultado do potencial genético da semente, das condi¢des edafoclimaticas, do
local de semeadura e do manejo adotado na lavoura. O milho possui uma via
fotossintética (C4) mais eficiente do que as leguminosas e, com isto, é capaz
de converter intensidades de energia solar duas vezes maiores, além disso,
apresenta um sistema radicular fasciculado, tendo vantagens sobre o sistema
pivotante das leguminosas para extrair agua e nutrientes do solo. Este tipo de
planta pode mais facilmente dispensar fontes energéticas para a alimentacao
de bactérias diazotroficas e para 0 processo energeticamente caro da
conversdo do N, atmosférico em formas combinadas utilizaveis pelas plantas
(Dobereiner, 1992).

Em plantas de milho, a maioria dos experimentos foi conduzida com
a inoculagdo de Azospirilum, mostrando aumentos de rendimento de

aproximadamente 25% (Kennedy et al., 2004). Esta contribuicdo das bactérias
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€ maior quando as plantas recebem doses variaveis de fertilizante nitrogenado
(Dobbelaere et al., 2003). Inoculantes comerciais contendo mistura de
diazotroficos ja foram desenvolvidos para inoculacdo em milho e tém sido
testados em condicbes de campo. Na Italia, Alemanha e Bélgica foi
desenvolvido um produto contendo uma mistura de A. brasilense (estirpe Cd)
com A. lipoferum (estirpe Brl7), chamado Zea-Nit'™, da Companhia
Heligenetics. Na Franca, foi lancado um produto a base de Azospirillum spp.
denominado Azo Green™. Seu uso em um experimento a campo com milho na
estacdo de Agbasar, na Africa, aumentou em 100% o rendimento de gréos
(Fages & Mulard, 1988). De acordo com Mufoz-Garcia et al. (1991), a
inoculagdo das sementes de milho com Azospirillum brasiliense cepa UAP 77,
aumentou a matéria seca de raizes de 54 a 86% e a matéria seca da parte
aérea de 23 a 64%. Por sua vez, Salomone e Ddbereiner (1996) avaliando a
resposta de varios genotipos de milho a inoculacdo de quatro estirpes de
Azospirillum spp. isoladas na Argentina e trés de raizes de sorgo e milho
isoladas no Brasil, constataram aumento no rendimento de gréos, variando em
diferentes genétipos, da ordem de 1.700 a 7.300 kg ha™; contudo, tais
resultados sdo bastante influenciados pelas condicbes de solo, ambiente e
genotipos de planta.

Okon & Vanderleyden (1997), baseando-se em dados acumulados
durante 22 anos de pesquisa com experimentos de inoculacdo a campo,
concluem que o género Azospirilum promove ganhos em rendimento em
importantes culturas nas mais variadas condi¢coes de clima e solo; contudo,
salientam que o ganho com Azospirillum vai mais além do que simplesmente
auxiliar na fixacao biolégica do nitrogénio, interferindo também no aumento da
superficie de absorcao das raizes da planta e, consequientemente, no aumento
do volume de substrato do solo explorado. Tal constatacdo é justificada pelo
fato da inoculacdo modificar a morfologia do sistema radicular, aumentando
nao apenas o numero de radicelas, mas, também, o diametro médio das raizes
laterais e adventicias. Pelo menos parte, ou talvez muitos desses efeitos de
Azospirillum spp. nas plantas, possam ser atribuidos a produgcdo de
substancias promotoras de crescimento pela bactéria, entre elas as auxinas,

giberelinas e citoquininas, e ndo somente a fixacao bioldgica de nitrogénio

11



O sucesso da inoculacdo de bactérias diazotroficas em milho
depende da pesquisa interdisciplinar envolvendo o solo, a planta e as
bactérias, visto estar muito clara a influéncia destas bactérias nas plantas.
Resultados obtidos em laboratorio devem ser testados a campo, sendo
necessaria a selecdo de genoétipos de milho eficientes em associarem-se a
bactérias diazotroficas assim como de linhagens que estabelecem relacdes
mais intimas e estaveis com a planta hospedeira e que potencializem a

utilizagéo simultanea de fertilizantes.

2.6 Selecdo de genotipos parainoculagdo na cultura do milho

A exsudacao radicular pode determinar quais organismos vao residir
na rizosfera (Nehl et al., 1996). A maioria dos fotossintetizados acaba no solo
pelos exsudatos radiculares, mucilagens, escamacdo e morte de células dos
pélos absorventes (rizodeposicdo). Esta matéria organica representa energia
que € usada por organismos do solo.

Plantas e bactérias variam em sua interacao, levando a alteracdes
metabdlicas importantes que podem influenciar a maneira como plantas e
microrganismos interagem. Barak et al. (1983), Reinhold et al. (1985) e Zhulin
et al, (1988) demonstraram a motilidade exibida por Azospirillum em direcéo a
certos &cidos organicos, acucares e aminoacidos. Embora o termo
especificidade hospedeira n&o seja usado para caracterizar estas
associacbes, tem-se demonstrado que existe certa afinidade entre estirpes
e cultivares (Wani et al., 1985) ou entre a bactéria e espécies de plantas
(Penot et al.,, 1992). Dentro deste ponto de vista, pode-se sugerir que a
populacdo de Azospirilum varia de cultivar para cultivar, em funcdo das
diferengas na composi¢do quimica dos exudatos radiculares, sendo atraidos ou
nao em direcdo a estas fontes de carbono (quimiotaxia), visto que cada cultivar
tem um genatipo distinto, com quantidade e qualidade de exudatos radiculares
diferenciaveis.

Para sucesso da inoculacdo, é importante a escolha de gendétipos
adaptados as condicOes locais e propensos a colonizacdo de bactérias
diazotréficas, assim como, selecionar bactérias eficientes em fixar nitrogénio e

em produzir substancias promotoras de crescimento de plantas.
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3. MATERIAL E METODOS

A atividade experimental foi realizada em trés etapas, tendo a
primeira etapa o0 objetivo de selecionar cultivares de milho (em vasos),
eficientes na associagdo com uma espécie de Azospirillum, que resultou na
selecéo de duas cultivares cujo desempenho foi avaliado com a inoculagéo de
uma mistura de trés espécies de Azospirillum (segunda etapa, em vasos). A
terceira etapa foi realizada em campo, em um Argissolo Vermelho Distréfico
tipico no RS, onde trés hibridos foram testados em quatro tratamentos com e
sem inoculacéo e adubacé&o nitrogenada com o objetivo de avaliar a campo as

caracteristicas agronémicas dos hibridos inoculados.

3.1 Inoculagéo e selecao de cultivares de milho eficientes na

associacdo com uma espécie de Azospirillum

Este experimento foi realizado em vasos, na casa-de-vegetacdo da
Faculdade de Agronomia da UFRGS (Anexo 7.2, Foto 2) em Porto Alegre,
onde dez cultivares dentre as mais utilizadas no estado do RS foram avaliadas,
sendo duas variedades: Fepagro RS-22 e Embrapa Missdes; e oito hibridos:
Agroeste 1560, Agroeste 1575, Dow Agrosciences 2A120, Dow Agrosciences
2B587 Pioneer 30F53, Pioneer 32R48, Santa Helena SHS 5050, e Syngenta
NB3234. Para a inoculacao, foi utilizada uma espécie de Azospirillum (linhagem
EL-S - Azospirillum brasilense, isolado de plantas de milho em Eldorado do
Sul/RS).

Os tratamentos foram: a) controle (sem N e sem inoculagéo); b) com
inoculacdo (sem N) e c) com N (dose equivalente a 130 kg ha’de N, sem
inoculacédo). Foram utilizadas trés repeticbes por tratamento, totalizando 90

vasos (com capacidade de cinco litros cada um), com uma planta por vaso.
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3.1.1 Preparo dos vasos, inoculacao e adubacao

Os vasos foram desinfestados com alcool 70% por 1 minuto, seguido
da aplicacao de hipoclorito de sédio 2,5% por 4 minutos e entdo lavados com
agua estéril. Apoés, foram preenchidos com vermiculita previamente esterilizada
em autoclave por 1h30min, a 120°C e 111 kgf cm™ de pressdo. As sementes
de milho foram desinfestadas com alcool 70% por 50 segundos, hipoclorito de
soédio 2% por cinco minutos e lavadas com agua esteéril por cinco vezes. As
sementes foram germinadas em placas de petry contendo papel filtro
umedecido com &agua estéril. Para preparo do in6culo do tratamento com
bactérias, colonias purificadas foram multiplicadas em meio de cultura Dygs
(anexo 7.1) (Do6bereiner, 1995) por 24 horas sob agitacdo e temperatura de
28°C. O caldo bacteriano foi centrifugado por dez min a 10.000 RPM e o pellet
ressuspendido em solucdo salina. Este inoculo foi padronizado para
aproximadamente 10" células mL™. Para isto, foi feita uma curva de calibracdo
correlacionando o n° de UFC (plagueamento de diluicdes sucessivas do caldo
bacteriano e incubacdo por 24h a 28°C), com a leitura da absorbancia
(densidade o6ptica) do caldo bacteriano em espectrofotdmetro a 453nm. Uma
aliquota de um ml do in6culo foi adicionada sobre cada semente do tratamento
com bactérias (Anexo 7.2, Foto 1). Apds quatro dias de germinacdo em estufa
a 28°C, as plantulas foram transferidas para os vasos, acondicionados em casa
de vegetacéo - estufa de vidro.

A umidade do substrato foi mantida com aplicacdo em dias
intercalados, de solucdo Sarruge estéril (Sarruge, 1975) na concentracdo de
25%, a qual contém micronutrientes, fosforo e potassio. Para os tratamentos
com N, além da solugdo Sarruge foi utilizada solucdo de nitrato de amonio
(NH4NOs3), sendo que no tratamento com N foi adicionada dose equivalente a
130 kg ha* de N (subdividida em 30 kg ha™ N na base e 100 kg ha™ de N em

cobertura - estadio Vg segundo escala de Ritchie et al, 1993).

3.1.2 Coleta das plantas e quantificacdo do N total

As plantas foram colhidas no estadio Vg, quando o numero de fileiras
de graos é definido (Ritchie et al, 1993). As raizes e a parte aérea das plantas

foram secas em estufa a 68°C durante sete dias e, apos, este material foi
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pesado para determinacdo da massa seca. Para quantificacdo de N, as
amostras passaram por processos de digestédo sulfarica, destilacéo e titulagéo,
segundo metodologia de Tedesco et al. (1995).

3.1.3 Quantificagcdo do namero mais provavel (NMP) de bactérias
diazotréficas

Para quantificacdo das bactérias diazotroficas, amostras de raizes e
colmos das plantas de milho foram desinfestadas com alcool 70% por 50
segundos + hipoclorito de sédio 1% por 3 minutos, lavadas por 8 vezes em
agua estéril e apdés maceradas (10g de matéria fresca para 90 mL de solugéo
salina — NaCl 1%) e diluidas serialmente até & diluicdo de 10”. Uma aliquota
de 100pL das diluicdes 10°, 10° e 107 foi inoculada em triplicata, em tubos
contendo 8 mL de meio de cultura NFb (livre de nitrogénio), sendo incubados a
30°C por sete dias. Apés o periodo de incubacédo, procedeu-se a contagem dos
tubos negativos e positivos, sendo que foram considerados tubos com
crescimento positivo aqueles que apresentaram a pelicula caracteristica de
crescimento de bactérias diazotroficas (na condigdo microaerofilica). Os dados
da contagem foram utilizados para quantificacdo do numero mais provavel
(NMP) de bactérias por grama de matéria fresca, segundo Dd6bereiner et al.
(1995).

3.2 Inoculagcdo de mistura de trés espécies de Azospirillum e

avaliacdo em dois estadios de desenvolvimento da planta

Este experimento foi realizado em vasos, na casa-de-vegetacdo da
Faculdade de Agronomia da UFRGS, Porto Alegre. As cultivares utilizadas
nesta etapa foram Pionner 32R48 e Dow Agrosciences 2B587,
respectivamente a mais e a menos apta a associacdo com as bactérias
inoculadas no primeiro experimento.

Foi utilizado como inoculante uma mistura de trés espécies de
Azospirillum, sendo que da espécie A. lipoferum foram utilizadas duas
linhagens diferentes: LG1-R (Azospirillum lipoferum), isolado de plantas de
milho cultivadas no municipio de S&o Luiz Gonzaga/RS; L-S (Azospirillum

lipoferum), isolado de plantas de milho -cultivadas no municipio de

15



Livramento/RS; EL-S (Azospirillum brasilense), isolado de plantas de milho
cultivadas no municipio de Eldorado do Sul/RS; M-S (Azospirillum oryzae),
isolado de plantas de milho cultivadas no municipio de Marau/RS. As bactérias
foram selecionadas por Roesch et al. (2007) por sua eficiéncia na fixacdo de
N, e producao de auxinas in vitro.

Os tratamentos foram respectivamente: a) controle (sem N, sem
inoculacdo); b) sem N, com inoculagéo; c) com N (equivalente a 30 kg ha™ de
N) + com inoculacdo; d) com N (equivalente a 130 kg ha™ de N) sem
inoculacdo. As avaliacdes foram feitas em dois estadios de desenvolvimento
das plantas, com seis repeticdes para cada estadio (sendo trés plantas para
quantificacdo de N e massa seca e trés plantas para determinagéo do volume
das raizes e contagem bacteriana), totalizando 96 vasos (duas cultivares x
quatro tratamentos x dois estadios x seis repeticdes), com uma planta por vaso

(com capacidade para cinco litros).

3.2.1 Preparo dos vasos, inoculacéao e adubacéao

O procedimento de preparo dos vasos, inoculacdo e adubacgéo foi
realizado da mesma maneira que no primeiro experimento (item 3.1.1).

Para os tratamentos com N, além da solucdo Sarruge foi utilizada
solucédo de nitrato de aménio (NH4sNO3), sendo que no tratamento com N foi
adicionada dose equivalente a 130 kg ha™® de N (subdividida em 30 kg ha™ de
N na base e 100 kg ha™ de N em cobertura - estadio V), e no tratamento
inoculado + N foi adicionado N somente em cobertura, em dose equivalente a
30 kg hade N.

3.2.2 Determinacéao do teor relativo de clorofila da folha

A partir da primeira semana apdés a emergéncia, de cinco em cinco
dias, foi determinado o teor relativo de clorofila na folha (leitura SPAD), com
clorofildometro marca Minolta, modelo 502. Os valores SPAD sao estimados
pela leitura diferencial da quantidade de luz transmitida pela folha, em duas
regides de comprimento de onda (650 nm e 940 nm), sendo que a absorcao
de luz pela clorofila ocorre no primeiro comprimento de onda (Swiader &
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Moore, 2002). As leituras foram realizadas na ultima folha completamente

expandida de cada planta (duas leituras por planta).

3.2.3 Coleta de plantas e quantificacdo do N total

Metade (48 plantas) foi colhida no estadio Vg e metade (48 plantas)
no estadio Vi (quando o nimero de Ovulos - grdos em potencial - em cada
espiga, assim como o tamanho da espiga ¢é definido) segundo escala de Ritchie
et al (1993). As raizes e a parte aérea das plantas foram secas em estufa a
68°C durante sete dias, sendo apods pesados para determinacdo da massa
seca. Para quantificacdo de N, as amostras passaram pelos processos de
digestao sulfurica, destilacéo e titulacdo, segundo metodologia de Tedesco et
al. (1995).

3.2.4 Determinacao do volume de raizes

A determinacdo do volume de raizes das plantas foi realizada logo
apos a sua colheita, respectivamente nos estadios Vg e Vi,. As raizes foram
lavadas, secas com papel absorvente e submersas em proveta contendo 100
mL de solucdo de agua destilada com alcool 70%, na proporcao 4:1. O volume

foi determinado pela diferenga entre os volumes inicial e final do recipiente.

3.2.5 Quantificacdo do ndamero mais provavel (NMP) de

bactérias diazotréficas

A quantificacdo das bactérias diazotroficas presentes nas raizes e
nos colmos das plantas de milho foi realizada conforme metodologia de
Dobereiner et al (1995).

3.3 Desempenho agronémico a campo de hibridos de milho

inoculados com bactérias diazotréficas

Este terceiro experimento foi conduzido de outubro de 2007 a marco
de 2008, no municipio de Eldorado do Sul, regido ecoclimatica da Depresséo
Central do RS. O clima da regido, segundo classificagdo de Koppen, é
subtropical umido com verdo quente, do tipo fundamental Cfa, e o solo da area
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experimental é classificado como Argissolo Vermelho Distrofico tipico (SBCS,
2006). As amostras de solo apresentaram 0s seguintes resultados (2007/08):
argila: 27%:; indice SMP: 6,1; P (Mehlich-): 53 mg L™; K: 178 mg L™; matéria
organica: 2,4%.

O delineamento experimental foi o completamente casualizado,
disposto em fatorial 3 x 4, com quatro repeticdes. Foram testados trés hibridos
- Pioneer P 32R48 (P 32R48), Santa Helena 5050 (SHS 5050) e Agroeste 1575
(AS 1575) que foram selecionados por critérios de eficiéncia na associacéo
com as bactérias, como alto NMP células g massa fresca de raiz* e teor de
massa seca da parte aérea superior no tratamento inoculado em relacdo ao
controle no primeiro experimento. Os tratamentos aplicados aos trés hibridos
foram: a) sem inoculacdo e sem adi¢cao de adubacao nitrogenada (controle); b)
com inoculacédo, sem adicdo de adubacao nitrogenada; c) com inoculacdo +
adicdo de 50 kg ha* de N (na base) e d) sem inoculacdo, com adicéo de 130 kg
ha* de N (50 kg ha™ de N na base + 80 kg ha™ de N em cobertura).

O experimento foi instalado numa area manejada sob plantio direto
had 17 anos, em area com cultivo anual anterior de milho, sobre resteva de

aveia-branca (Anexo 7.2, Foto 3).

3.3.1 Preparo do inoculante

Neste experimento, assim como no experimento anterior, foi
inoculada uma mistura contendo trés espécies de Azospirillum, sendo elas: EL-
S (A. brasilense, isolado de plantas de milho cultivadas no municipio de
Eldorado do Sul/RS), LG1-R (A. lipoferum, isolado de plantas de milho
cultivadas no municipio de Sao Luiz Gonzaga / RS), M-S (A. oryzae, isolado de
plantas de milho cultivadas no municipio de Marau/RS) e a L-S (A. lipoferum,
isolado de plantas de milho cultivadas no municipio de Livramento/RS).

Para preparo do inéculo, colénias purificadas foram multiplicadas em
meio de cultura dygs (DObereiner, 1995) (anexo 7.1) por 24 horas sob agitacao
e temperatura de 28°C. O caldo bacteriano foi centrifugado por dez min a
10.000 RPM em tubos falcon de 50 mL. Apds a eliminacdo do sobrenadante,
foi adicionado novamente caldo bacteriano e repetiu-se 0 processo por mais
duas vezes, a fim de se obter um grande nimero de células. Por ultimo, as

células foram ressuspensas em meio nutritivo dygs estéril. Este processo se
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repetiu para cada uma das espécies e linhagens, sendo que o numero de
células foi padronizado para densidade o6ptica de 1,5 em leitura realizada em
espectrofotdbmetro a 453nm. ApoOs a padronizacdo, foram misturadas as trés
espécies de Azospirillum, formando o inéculo para a turfa.

A turfa foi previamente seca ao ar e esterilizada em autoclave por
1h30min, a 120°C e 111 kgf cm™ de pressdo, sendo que foi repetido este
procedimento apds 24h. A turfa seca e estéril, acrescentou-se o indculo na
proporcdo de 20 mL para cada 100g de turfa, que foi cuidadosamente
homogeneizado com a ajuda de uma espatula. Apds 24 horas de estabilizacao
em ambiente refrigerado (4°C) realizou-se o procedimento de contagem do
ndmero de células do inoculante (turfa + inéculo), resultando no valor de 10’
células por grama de turfa.

Nos tratamentos com inoculacdo, as sementes de milho foram
misturadas com solucdo de acucar 30% mais o inoculante, na seguinte
proporgao: 10 kg sementes / 50 mL de solucdo agucarada / 100 g inoculante.

Foi realizada a homogeneizagéo e imediatamente realizou-se a semeadura.

3.3.2 Semeadura e adubacgéo

A semeadura foi realizada com semeadora manual (saraqua), em
parcelas de 3,2 x 5m (16 m?. O espacamento entre linhas foi de 0,80m e o
espacamento entre plantas de 0,21m. Quando as plantas estavam com trés a
quatro folhas expandidas, foi realizado desbaste, mantendo-se 26 plantas por
linha, totalizando uma densidade de 75.000 plantas por hectare (Anexo 7.2,
Foto 4). A adubac&o fosfatada (100 kg ha™ de P,Os), potassica (100 kg ha™ de
K,0) e nitrogenada (290 kg ha™ de uréia no tratamento 130 kg hade N, e 110
kg ha' de uréia no tratamento inoculado + 50 kg ha*de N) foi realizada de
acordo com a recomendacdo do Manual de Adubacdo e Calagem para os
Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CFSRS/SC, 2004). Quando
necessario, as plantas foram irrigadas por aspersdo e receberam tratamento

fitossanitario.
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3.3.3 Teor relativo de clorofila nas folhas

A partir da primeira semana ap0s a emergéncia, avaliou-se
quinzenalmente o teor relativo de clorofila na folha, a leitura SPAD (Soil Plant
Analysis Development), com clorofildometro marca Minolta, modelo 502. As
leituras foram realizadas sempre nas mesmas plantas, demarcadas no inicio do
experimento na regido do terco superior da ultima folha completamente
expandida (duas leituras por planta, em trés plantas por parcela) durante o
periodo vegetativo (Anexo 7.2, Foto 6); no periodo reprodutivo, as leituras

foram realizadas na folha indice (folha onde esta inserida a espiga).

3.3.4 AvaliacGes agrondmicas

Quinzenalmente, foi realizada a medicdo da estatura de planta
(Anexo 7.2, Fotos 5, 7 e 8). Foi determinado o estadio de desenvolvimento das
plantas conforme escala de Ritchie et al (1993), a senescéncia foliar e o
florescimento das plantas (pendoamento e espigamento). Foi considerado
pendoamento quando 50% das plantas da linha apresentaram o pendao
liberando polen e espigamento quando 75% das plantas da linha apresentaram

espiga.

3.3.5 Andlises pos-colheita

Na area util da parcela (metragem linear sem falhas de plantas,
excetuando-se a 12 e 52 linhas e a bordadura - 80 cm - do inicio e final da
parcela) as espigas das plantas foram colhidas para analise dos componentes
do rendimento (Anexo 7.2, Foto 9). Amostras da parte aérea das plantas, no
centro de cada parcela, foram colhidas para analises do teor de N total,
segundo metodologia descrita em Tedesco et al, (1995). Foram secas em
estufa a 68°C durante sete dias e ap0s, pesadas para avaliacdo da massa

Seca.
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3.3.6 NMP de células bacterianas associadas as raizes e
colmos das plantas

A quantificacdo das bactérias diazotroficas presentes nas raizes e
nos colmos das plantas no final do ciclo da cultura, foi realizada conforme

metodologia de Ddbereiner et al (1995).

3.4 Tratamento estatistico dos dados

Na primeira e segunda etapa do experimento, os resultados das
determinacdes foram avaliados por meio do software estatistico SISVAR
versao 5.0 (Ferreira, 2003), efetuando-se a analise de variancia e o teste de
Scott-Knott, ao nivel de significancia 5%. Na terceira etapa do experimento, 0s
resultados foram avaliados por meio do software estatistico SAS, efetuando-se
a analise de variancia e o teste de Tukey, em nivel de significaAncia de 5% (SAS
l. 1., 1985).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inoculagdo e selegdo de cultivares de milho eficientes na

associacdo com uma espécie de Azospirillum

O objetivo desta etapa foi avaliar a inoculacdo de 10 gendtipos de

milho em relacdo a inoculagédo de uma espécie de Azospirillum.

4.1.1 Avaliacao da presenca de diazotréficos nas plantas

Para o NMP de bactérias presentes nas raizes frescas das plantas,
consideraram-se superiores 0s tratamentos inoculados onde houve
crescimento na ordem de dois logaritmos (Log) em relacdo ao tratamento
controle, visto que aumentos de ordem menor que este podem estar
relacionados a variagbes no comportamento fisioldégico das células, e nédo
devido ao evento da inoculacdo. As amostras oriundas das cultivares Pioneer
32R48, Pioneer 30F53, Fepagro RS-22 e AS 1575 se destacaram das demais,
apresentando NMP entre Logi0=5 e Logi10=6 bactérias por grama de matéria
fresca de raizes (Figura 1), valor aproximadamente 2 Log superior em relacao
aos tratamentos controle e com N. Entretanto, apenas a cultivar P 32R48 foi
considerada estatisticamente superior quanto a associabilidade com as
bactérias diazotréficas inoculadas, visto que apresentou NMP na ordem de dois
Log maiores no tratamento inoculado em relag&o ao tratamento controle.

Véarios estudos indicam que o gendtipo interfere na resposta a
inoculacdo de diazotroficos em gramineas, como foi demonstrado para trigo
(Avivi & Feldman, 1982), milho (Garcia de Salomone et al., 1996) e milheto
(Bouton et al., 1985). Urquiaga et al. (1992), usando o método de diluicdo

isotopica de N mostraram claramente a diferenca entre variedades de cana-
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de-acucar quanto ao ganho de N, sendo a variedade mais promissora capaz de
obter além de 60% do N via FBN.

[:] Sem N, sem inoculacéo
Inoculado com 1 espécie de Azospirillum
Y com N, sem inoculagéo
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Figura 1. NUumero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas por g de
matéria fresca de raizes em 10 cultivares de milho, com e sem
adubacao nitrogenada e com e sem inoculacdo, de acordo com a
tabela de McCrady para trés diluicbes, na etapa de selecdo de
cultivares. Porto Alegre, 2007.

Nas amostras oriundas do colmo das plantas, ndo foram detectadas
bactérias diazotréficas através da técnica utilizada. Considerando que as
sementes de milho utilizadas no experimento foram desinfestadas
superficialmente, pré-germinadas em ambiente estéril e plantadas em
vermiculita esterilizada, esta deteccdo de diazotréficos mesmo em amostras
que nao foram inoculadas (controle e com N) evidencia que as sementes de
milho continham diazotréficos endofiticos, provavelmente oriundos da
populacdo nativa do solo de onde as plantas foram cultivadas. De acordo com
Hallmann et al. (1997), estas bactérias podem se originar de sementes,
propagulos vegetativos, rizosfera e filoplano. Roesch et al. (2006) néo

detectaram bactérias diazotréficas na area experimental antes da semeadura
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do milho, no entanto, ap6s a semeadura foram detectadas bactérias
diazotréficas tanto no solo como no tecido vegetal.

Quando em condi¢cdes de campo, devido a baixa quantidade de
fontes de carbono disponivel para as bactérias diazotréficas no solo (ha
auséncia da planta hospedeira), assim como a variagdo do ambiente natural
guanto as caracteristicas de umidade, potencial redox, pH, potencial hidrico e
salinidade, bem como a concorréncia com a biota do solo, a pequena
populacdo de diazotréficos talvez ndo seja detectdvel com a técnica de
contagem do NMP de células bacterianas em meio semi-sélido Reis et al.

(2000) conforme Ddbereiner a metodologia de et al. (1995).

4.1.2 Avaliacdo agrondmica dos cultivares

O teor de N (Tabela 1) das raizes das plantas na média das 10
cultivares foi de 1,07 mg g™ no tratamento controle; 0,98 mg g™ no tratamento
inoculado e 1,70 mg g™ no tratamento com N. As cultivares P 32R48 e NB
3234 apresentaram 0,99 e 1,19 mg N g* no tratamento inoculado, sendo
estatisticamente superiores aos tratamentos controle, que apresentaram
valores de respectivamente 0,67 e 0,85 mg N g massa seca das raizes.

Ja na parte aérea das plantas, o teor médio de N foi de 1,38 mg g™
no tratamento controle; 1,52 mg g™ no tratamento inoculado e 4,06 mg de N g™
de massa seca no tratamento com N, entretanto nenhuma cultivar que recebeu
inoculacédo diferiu-se do tratamento controle quando ao teor de N da parte
aérea.

Quanto ao teor de massa seca da parte aérea (Tabela 1), as médias
dos tratamentos controle, com inoculacdo e com N (sem inoculagéo) foram
respectivamente de 3,7; 4,6 e 15,1 g por planta. O tratamento que recebeu
dose equivalente a 130 kg de N foi estatisticamente superior aos demais
tratamentos para todas as cultivares quanto a esta caracteristica. Os valores de
massa seca das cultivares P 32R48, NB 3234, SHS 5050, e Fepagro RS-22 no
tratamento com inoculacdo foram superiores respectivamente em 52, 41, 27 e

17% aos valores destas mesmas cultivares no tratamento controle.
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Tabela 1. Teor de N da parte aérea e raizes e massa seca da parte aérea no
estadio Vg de 10 cultivares de milho com e sem inoculagdo e
adubacdo nitrogenada no estadio V (conforme escala de Ritchie et
al, 1993) na etapa de selecéo de cultivares. Porto Alegre, 2007.

TEOR DE NITROGENIO

) Raizes Parte aérea
Cultvar MG G e e MG g e,
Inoculado, Com N, sem Inoculado, Com N, sem
Controle ; ~ Controle ; ~
sem N inoculacéo sem N inoculacdo
SH 5050 C 0,95 ns! B 0,96 D 1,13 A150b nsl,77b A 5,89 a
RS-22 C0,95b B0,92b Cl,77a B1,05b 1,18 b B 3,66 a
D 2A120CL C0,89b C0,79b D 1,79 a B1,21b 1,59b B 3,68 a
P 32R48 D 0,67 c B0,99b D 1,48 a B1,06b 1,62b B3,12a
NB 3234 C0,85¢c Al119b D 1,50 a Al46b 1,52b B 3,78 a
MISSOES C1,040b B1,04b B 2,06 a A158b 1,45b A4d471a
P 30F53 B1,14b B 0,93 b A23la A153Db 1,48 Db A 3,48 a
D 2B587 B1,20b B 0,96 ¢c C1l,62a B1,37b 1,41 b A 4,10 a
AS 1560 Al157Db B1,01b A299a Al152Db 1,48 b A 3,62a
AS 1575 C0,89b B1,01b A232a Al1l52b 1,70 b A 4,57 a
Média 1,07 0,98 1,70 1,38 1,52 4,06
CV% = 6,82
MATERIA SECA DA PARTE AEREA
Cultivar e gplanta™ ..................
Controle Inoculado, sem N Com N, sem inoculacéo
SH 5050 ns 3,59 ¢ ns 4,91 b B 16,02 a
RS-22 4,26 c 595 b B 16,30 a
D 2A120CL 394 b 470 b B 15,49 a
P 32R48 259 ¢ 536 b A 19,11 a
NB 3234 2,90 ¢ 487 b B 15,68 a
MISSOES 392 b 323 b C 11,86 a
P 30F53 285 ¢ 456 b D 13,14 a
D 2B587 353 Db 454 b D 13,61 a
AS 1560 4,15 b 463 b A 18,15 a
AS 1575 2,65 Db 424 b C 12,25 a
Média 3,73 4,70 15,16

CV (%) = 13,64

ns' = n&o significativo

*Médias antecedidas da mesma letra mailscula na coluna nédo diferem significativamente entre
cultivares e médias seguidas da mesma letra mindscula na linha nao diferem
significativamente entre tratamentos pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Os hibridos SHS 5050, NB 3234 e P 32R48 e a variedade Fepagro RS-
22 foram consideradas promissoras para testes futuros de inoculagdo em
sementes de milho por manterem uma populacdo nas raizes cerca de 2 Log
superior ao tratamento controle e por aumentarem consideravelmente a massa

seca da parte aérea das plantas.
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4.1.3 Selecao de duas cultivares para inoculagdo com trés
espécies de Azospirillum

Foram escolhidas as cultivares P 32R48 e D 2B587, como sendo
respectivamente a mais apta e a menos apta na associacdo com as bactérias
inoculadas, para serem testadas no experimento de inoculacéo de trés espécies
de Azospirillum, a fim de detectarem-se alteracdes na interacdo da planta com
0S microorganismos inoculados.

O hibrido P 32R48 foi selecionado por apresentar o maior NMP de
células por grama de massa fresca de raiz entre as 10 cultivares no tratamento
inoculado, sendo este valor na ordem de dois Log maior do que nos tratamentos
controle e com N sem inoculagédo. Este hibrido apresentou 32% mais N das
raizes no tratamento inoculado em rela¢do ao controle comparando aos demais
hibridos e matéria seca da parte aérea 52% maior em relacéo ao controle. E o
hibrido D 2B587 foi selecionado por apresentar o mais baixo NMP de células
por grama de massa fresca de raiz no tratamento inoculado, evidenciando baixa
aptiddo a associacdo com as bactérias inoculadas. Quanto ao teor de N das

raizes, o tratamento com inoculacéao foi 20% inferior ao tratamento controle.

4.2 Inoculacdo de mistura de trés espécies de Azospirillum e
avaliacdo em dois estadios de desenvolvimento de dois

hibridos de milho

Neste experimento, com a avaliacdo da inoculagdo de uma mistura
de trés espécies de Azospirillum (sendo duas linhagens de A. lipoferum) nos
hibridos P 32R48 e D 2B587 selecionados no experimento anterior, foi
possivel comparar estes dois gendtipos quanto a inoculagdo de uma espécie
ou de mistura contendo trés espécies de Azospirillum. Desta forma pbéde-se
testar a hipotese de que a inoculacdo de uma mistura contendo trés espécies
pode ser mais eficiente do que a inoculacdo de apenas uma espécie de

Azospirillum.
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LOG do numero mais provavel (NMP)

4.2.1 Avaliacdo da presenca de diazotréficos na planta

O NMP de células bacterianas (Figura 2) encontradas nos
tratamentos com inoculacéo no estadio Vi, foi de aproximadamente Logi10=6
células g matéria fresca™ na cultivar P 32R48 e de Log10=5 células g matéria
fresca™ no hibrido D 2B587.

Foi considerado crescimento populacional significativo, aquele onde
houve acréscimo de dois Log no NMP de células por grama de massa fresca.
Tendo em vista este critério, o aumento do NMP no hibrido P 32R48 nos
tratamentos inoculado e inoculado + N (Log10=6) foi significativo em relagéo ao

tratamento controle (Log10=3).
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Figura 2. Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas por g de
matéria fresca de raizes em dois hibridos de milho, com e sem
adubacao nitrogenada e com e sem inoculacdo, de acordo com a
tabela de McCrady para trés diluicdes, na etapa de avaliagcdo do
inoculante. Porto Alegre, 2007.

Para o hibrido D 2B587 , no tratamento com inoculagdo, sem N, a
populacdo bacteriana néo se diferenciou do tratamento controle, apresentando
inclusive NMP inferior ao mesmo. O mesmo comportamento foi observado no

primeiro experimento, quando inoculada apenas uma espécie de Azospirillum
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neste mesmo hibrido: ndo obteve-se diferenca no NMP do tratamento
inoculado em relagdo ao n&o inoculado (sem N). Porém no tratamento
inoculado + N, o aumento de 2 Log no NMP foi significativo em relacdo ao
tratamento controle (sem inoculagcdo e sem N). Estes resultados mostram
indicios de que sem aplicacdo de N na semeadura, o hibrido D 2B587 nao €&
apto a associar-se a Azospirillum.

Nas amostras oriundas do colmo das plantas inoculadas com trés
espécies de Azospirillum, assim como nas inoculadas com uma espécie
(experimento de selecdo de cultivares), ndo foi detectada a presenca de
nenhum organismo diazotréfico com a aplicagdo da metodologia utilizada. Reis
Junior et al (2000) encontraram resultados semelhantes em cana-de-agUcar.
Observaram que o sitio preferencial de colonizacao das bactérias diazotréficas
sdo as raizes, provavelmente por serem um dreno de fotoassimilados
produzidos na parte aérea, compostos que s&o utilizados para sua
sobrevivéncia.

Os resultados encontrados no primeiro e no segundo experimento
sugerem que o gendtipo das cultivares de milho influenciou na colonizagéo da
planta pelas bactérias, provavelmente devido a composicdo quimica dos
exudatos radiculares liberados pelo sistema radicular do milho, que podem ou
nado servir como fontes de carbono para as bactérias inoculadas. Os exudatos
variam entre gendtipos (Kipe-Nolt et al.1985) e, segundo Grayston et al. (1998),
a variedade destes compostos liberados influencia também a diversidade dos
organismos presentes na rizosfera. A movimentagdo dos microrganismos em
direcdo as raizes das plantas ocorre quando existe um reconhecimento
quimico, denominado quimiotaxia, e acredita-se que 0S microrganismos sejam
atraidos pelo gradiente de fontes de carbono (exudatos radiculares) existentes
entre o solo e a rizosfera (Oliveira et al. 2003). A funcao quimioatrativa exercida
pelos exudatos das raizes possui certo grau de especificidade (Benizri et al.
2001).

4.2.2 Avaliag&o agrondmica das cultivares

Quanto ao teor de N (Tabela 2) no estadio Vg, os hibridos P 32R48 e
D 2B587 no tratamento inoculado apresentaram respectivamente 1,4 e 1,7

b

vezes mais nitrogénio na parte aérea em relacdo a inoculagdo com uma
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espécie de Azospirillum (experimento de selecdo de cultivares). O tratamento
com N foi superior estatisticamente aos demais tratamentos
independentemente do hibrido, da parte da planta e do estadio avaliado, exceto
no estadio Vi, para o hibrido D 2B587, onde o teor de N das raizes foi igual
estatisticamente aos dois tratamentos que receberam inoculacao.

Observou-se que os tratamentos com inoculagdo foram superiores
ao tratamento controle para os dois hibridos, nos dois estadios avaliados, tanto
nas raizes como na parte aérea. O hibrido D 2B587 quando anteriormente
inoculado com uma espécie de Azospirillum apresentou menores teores de N
do que quando inoculado com trés espécies de Azospirillum, tanto nas raizes
guanto na parte aérea, nao diferindo estatisticamente do hibrido P 32R38 nesta
etapa de avaliacao.

O volume de raizes (Tabela 2), nos tratamentos com inoculacéo
foram, aproximadamente, 60 e 80% maiores em relacdo aos tratamentos nao
inoculados, para os hibridos P 32R48 e D 2B587 respectivamente, tanto no
estadio Vg quanto no Vi,. No estadio Vg, 0 volume médio de raizes das plantas
de milho foi de 10,6 cm® para o tratamento controle, 16,5 cm® para o
tratamento inoculado, 17,0 cm® para o tratamento inoculado + N, e 20,4 cm?®
para o tratamento com N. O volume de raizes no estadio Vi, nos tratamentos
com inoculacdo, foi superior aos tratamentos controle e com N (sem
inoculacéo). Este efeito provavelmente se deve a producdo de auxinas pelas
bactérias, que estimula o crescimento de raizes secundarias, aumentando
assim a é&rea especifica de absor¢cdo de agua e nutrientes pela planta (El-
Desouk Radwan et al. 2004).
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Tabela 2. Teor de nitrogénio nas raizes e na parte aérea e volume de raizes
de dois hibridos de milho em tratamentos com e sem inoculacdo e
adubacao nitrogenada, nos estadios Vg e Vi, (conforme escala de
RITCHIE et al, 1993). Porto Alegre, 2007.

Hibridos Controle Inoculado Inoculado +N Com N
TEOR DE NITROGENIO (N)
.............................................. 1310 X R
Raizes / Estadio Vg
P 32R48 ns' 0,47 c ns 1,03 b nsl1,07 b nsl1l,39 a
D 2B587 0,46 c 1,38 b 1,39Db 1,55 a
Média 0,46 1,21 1,23 1,47
CV% =431
Parte aérea / Estadio Vg
P 32R48 ns 0,57 c ns2,19b ns2,19b B 2,76 a
D 2B587 0,60 c 2,45Db 2,26 b A 3,46 a
CV% = 6,36
Raizes / Estadio V1>
P 32R48 ns 0,42 c ns1,32b ns1,48b ns 1,64 a
D 2B587 0,46 b 1,75 a 1,54 a 1,81 a
Média 0,44 1,54 1,36 1,73
CV% =4,12
Parte aérea / Estadio Vi,

P 32R48 ns 0,57 c ns 2,23 b ns2,49b ns 3,30 a
D 2B587 0,65c 2,23 b 2,66 b 3,42 a
Média 0,61 2,23 2,58 3,36

CV% = 6,25
VOLUME DAS RAIZES
.............................................. O e
Estadio Vg

P 32R48 ns 9,6 ¢ ns 15,0 b ns1500b Al76a

D 2B587 116 ¢ 18,0b 19,0b B 236a
CV% = 3,97

Estadio V1o

P 32R48 ns 20,0 ¢ ns 38,0 a A376a A323Db

D 2B587 210c 35,6 a B33,3a B280b
CV% = 2,50

ns'= n&o significativo

* Médias antecedidas da mesma letra mailscula na coluna ndo diferem
significativamente entre cultivares e médias seguidas da mesma letra minuscula na
linha ndo diferem significativamente entre tratamentos pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro.

4.2.3 Avaliacdo do teor relativo de clorofila na folha

Quanto aos valores obtidos com a leitura SPAD (Figura 3), observou-
se que a inoculacdo aumentou o teor relativo de clorofila da folha em relacéo

ao tratamento controle. No tratamento com inoculacdo + N em cobertura, em
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que aos 32 dias foi aplicada adubacédo nitrogenada equivalente a 30 kg de N
ha?, observou-se um aumento crescente nos valores de teor relativo de
clorofila, sendo que aos 47 da emergéncia das plantas estes valores se

aproximavam dos valores do tratamento sem inoculacdo + 130 kg ha™de N.
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Teor relativo de clorofila na folha (leitura SPAD)
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Figura 3. Teor relativo de clorofila na tolha (leitura SPAD) e erro padrdo entre
repeticbes na etapa de avaliacdo da inoculacédo de trés espécies de
Azospirillum em plantas de milho, avaliado dos 12 aos 47 dias ap0s
a emergéncia das plantas, nos hibridos D 2B587 e P 32R48. Porto
Alegre, 2007.
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Estes resultados mostram indicios de que a inoculacdo juntamente
com a aplicacdo de 30 kg ha de N pode apresentar para esta caracteristica
equivaléncia & aplicacdo de 130 ha™ kg de N sem inoculagéo, dentro do
periodo vegetativo avaliado.

A inoculacdo de Azospirillum na presenca de pequenas doses de
fertilizantes nitrogenados tem mostrado maior eficiéncia para o0 sistema
planta/bactéria quando comparado ao uso isolado da bactéria. Didonet et
al. (1996) observaram que a producdo de gréos de trigo inoculado com a
estirpe JAO4 de A. brasilense, e complementado com 15 kg ha™ de N néo
diferiu estatisticamente da obtida no tratamento controle, que recebeu a

adubac&o equivalente a 45 kg ha™ de N.

4.3 Desempenho agronémico a campo de hibridos de milho

inoculados com bactérias diazotroficas

Os hibridos utilizados neste experimento foram selecionados por
apresentarem alta populacdo de diazotréficos nas raizes no primeiro
experimento (inoculagcdo de uma espécie de Azospirilum e selecdo de
cultivares), além de produzirem maior teor de matéria seca no tratamento

inoculado em relagéo ao tratamento controle.

4.3.1 Avaliacdo da presenca de diazotréficos

Para o NMP de bactérias presentes nas raizes e nos colmos frescos
das plantas, coletadas no final do ciclo da cultura, foram considerados
significativamente superiores o0s tratamentos inoculados onde houve
crescimento minimo na ordem de dois logaritmos (Log) em relacdo ao
tratamento controle, visto que aumentos de ordem menor do que esta podem
estar relacionados a variagdes no comportamento fisiolégico das células, e nédo
devido ao evento da inoculacéo.

O NMP variou entre Logi;0=3 e Logi10=6 (Figura 4), sendo que nos
tratamentos sem inoculacao também foram detectadas bactérias diazotroficas,

provavelmente porque estas bactérias ocorrem naturalmente no solo e a area
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do experimento ja vem sendo cultivada com milho em rotacdo com soja ha 17

anos, mantendo-se desta maneira uma populacéo de diazotréficos estavel.
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Figura 4. Logaritmo do numero mais provavel (NMP) de células bacterianas
por grama de matéria fresca de raiz (a) e colmo (b) de milho, sob
tratamentos com e sem inoculacdo de bactérias diazotroficas e
adubacdo nitrogenada. Eldorado do Sul / RS, 2008.

33



Entretanto, a quantidade destas bactérias nas raizes nos tratamentos
sem inoculacdo foi menor em aproximadamente 2 Log em relacdo aos
tratamentos que foram inoculados.

Nas raizes, observou-se que o0s tratamentos com inoculacdo e com
inoculacdo + 50 kg ha™ de N apresentaram valores de NMP semelhantes e
obtiveram aumento na ordem de 2 Log em relagdo aos seus respectivos
controles, demonstrando que a inoculacdo das bactérias foi efetiva quanto a
colonizagéo das plantas.

Nos colmos, o NMP por grama de matéria fresca variou entre
Logi0=3 e Logi0=4, ndo havendo diferencas significativas entre os tratamentos,
com excegdo do hibrido P 32R48, onde observou-se um aumento da
populacdo diazotréfica de aproximadamente 3 Log no tratamento inoculado em
relacdo ao seu tratamento controle.

A menor populacéo detectada no colmo do milho em comparacéo as
raizes, pode ser explicada pelo fato de que o género Azospirillum tem o
sistema radicular como nicho preferencial de colonizagdo nas plantas, e uma
vez dentro do tecido das plantas, podem interagir com outras bactérias sendo
que a efetivacdo da colonizacdo dependera de diferentes requerimentos
energéticos de cada microrganismo (Lodewyckx et al., 2002).

Liu et al. (2006), estudando a colonizacdo de milho e arroz por
Bacillus megaterium observaram que esta bactéria migrou lentamente das
raizes em direcdo ao colmo e as folhas, evidenciando que apenas poucas

células bacterianas podem ser encontradas na parte aérea destas espécies.

4.3.2 Avaliacao do teor relativo de clorofila na folha

O SPAD fornece leituras que se correlacionam com o teor de clorofila
presente nas folhas das plantas, constituindo-se num instrumento pratico e
rapido para se avaliar o teor de N foliar, visto que o teor de clorofila da folha se
correlaciona positivamente com o teor de N na planta (Schadchina & Dmitrieva,
1995) e com o rendimento da cultura (Smeal & Zhang, 1994). Isso se deve ao
fato de que 50 a 70% do N total das folhas serem integrantes de enzimas
(Chapman & Barreto, 1997) que estdo associadas aos cloroplastos. Os valores
médios das seis leituras SPAD obtidas durante os estadios desenvolvimento de
planta Vs e Rz foram de 31,94 no tratamento controle; 34,32 no tratamento
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inoculado; 41,76 no tratamento inoculado + 50 kg ha™ de N e de 42,51 no

tratamento com 130 kg ha™ de N (Tabela 3, Figura 5).

Tabela 3. Leitura do clorofilbmetro (leitura SPAD - Soil Plant Analysis

Development) realizada nas folhas das plantas, em seis estadios
de desenvolvimento do milho. Eldorado do Sul / RS, 2008.

Leitura SPAD
Tratamentos
. Inoculado, Inoculado + 130 kg
Hibrido Controle sem N 50 kg N ha'™ de N ha
Estadio® V5  (CV% = 4,04)

P 32R48 ns?29,77 b B 28,80 b ns 35,60 a ns 35,90 a
AS 1575 29,70 b A 32,52 ab 35,50 a 36,52 a
SHS 5050 32,60 b AB 31,80 ab 36,72 a 34,07 a
Média 30,69 31,04 35,94 35,49

Estadio V7 (CV% =6,14)

P 32R48 ns 37,87 b ns 41,07 ab ns 45,37 a ns 46,62 a
AS 1575 37,30 b 42,15 ab 47,00 a 47,60 a
SHS 5050 39,92 b 41,70 b 48,82 a 49,12 a
Média 38,36 41,64 47,06 47,78

Estadio V10 (CV% =7,07)

P 32R48 ns 37,92 b ns 36,75 b ns 48,82 a ns 49,37 a
AS 1575 36,90 b 37,00 b 47,37 a 50,70 a
SHS 5050 34,77 b 37,50 b 49,47 a 50,72 a
Média 36,53 37,08 48,55 50,26

Estadio V15 (CV% =7,67)

P 32R48 ns 32,85b ns 38,87 b ns 46,02 a ns 46,00 a
AS 1575 30,80 b 35,10 ab 40,90 a 47,45 a
SHS 5050 31,17 b 37,22 b 46,97 a 49,05 a
Média 31,60 26,39 44,63 47,50

Estadio R1 (CV% = 8,39)

P 32R48 ns 28,75 b ns 31,57 b ns 37,85 a ns 39,60 a
AS 1575 26,65 ¢ 3452 b 38,45 ab 4515 a
SHS 5050 26,65 b 32,15b 40,60 a 4535 a
Média 27,35 32,74 38,96 43,36

Estadio R3 (CV% = 9,26)

P 32R48 ns 24,50 b ns 28,87 b ns 36,92 a ns 37,57 a
AS 1575 2430 b 31,25 b 39,15 a 42,12 a
SHS 5050 25,85 b 30,90 b 39,02 a 42,62 a
Média 24,88 30,34 38,36 40,77

Média geral 31,94 34,32 41,76 42,51

1. Vx: x = n° de folhas completamente desenvolvidas na planta ; R1 = embonecamento

e polinizacdo; R3 = grao leitoso; conforme escala de Ritchie et al. (1992).

ns?= nao significativo.

* Médias antecedidas pela mesma letra mailscula na coluna, e médias seguidas pela

mesma letra
probabilidade.

mindscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
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Observou-se que até o estaddio V;, nos tratamentos controle e
inoculado os teores relativos de clorofila da folha aumentaram, o que se deve
provavelmente pela extracdo de N do solo e disponibilizado pela decomposicao
da resteva de aveia-branca, suprindo o N requerido pelas plantas neste
periodo. Apds, observou-se uma queda nos valores da leitura SPAD nas
plantas destes tratamentos, passando de 38,36 (estadio V;) para 31,94
(estadio R3) no tratamento controle, e de 41,64 (estadio V;) para 34,32 (estadio
R3) no tratamento inoculado (sem N).

No tratamento com inoculacdo, sem aplicacdo de N, os incrementos
nos teores relativos de clorofila da folha n&o foram estatisticamente
significativos em relagdo ao tratamento sem inoculagdo (controle), exceto no
estadio R; para o hibrido AS 1575.

Nas plantas dos tratamentos que receberam adubacao nitrogenada,
o valor méximo de leitura no clorofildometro ocorreu entre os estadios V; e Vo,
provavelmente porque a adubacdo nitrogenada de cobertura ocorreu no
estadio V. Para esta caracteristica, os tratamentos inoculado + 50 kg ha™ de N
e 130 kg hade N, foram estatisticamente iguais para os trés hibridos em todos
os estadios de desenvolvimento de planta avaliados.

Segundo Kollb & Martin (1987), a adicdo de N no milho tem um efeito
direto sobre a exudacao radicular, aumentando o fornecimento de fontes de
carbono as bactérias, estimulando desta forma sua colonizacéo e efetivacao da
inoculacéo. A inoculacdo de Azospirillum com baixas doses de aplicacdo de N
(15 a 40 kg ha® de N) tem mostrado maior eficiéncia para o sistema planta-
bactéria quando comparado com o uso isolado da bactéria. Fages (1994) relata
gue os aumentos observados no rendimento de gréos de sete experimentos de
inoculacdo de milho na presenca de baixas doses de N aplicado, se devem a

um maior desenvolvimento do sistema radicular.
4.3.3 AvaliacGes agrondmicas dos hibridos

Quanto a caracteristica estatura (Tabela 4), os tratamentos inoculado
+ 50 kg ha'de N e 130 kg ha™ de N foram iguais estatisticamente nas
avaliacbes realizadas entre os estadios de desenvolvimento Vi a Ry . A

estatura média final das plantas (no estadio R, —gréo “bolha d’agua) foi de 220,
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224, 257 e 266 cm respectivamente, para os tratamentos controle, inoculado,
inoculado + 50 kg ha™ de N e 130 kg ha*de N.

Quanto as caracteristicas numero total de folhas e senescéncia foliar
(Tabela 4), ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos avaliados.

Quanto ao numero de grdos por espiga (Tabela 5), os valores
variaram de 146 (P 32R48 / controle) a 380 (AS 1575 / 130 kg ha™ de N) grdos
por espiga. Os valores médios foram de 175, 167, 275 e 340 grédos por espiga
respectivamente para os tratamentos controle, inoculado, inoculado + 50 kg ha’
1de N e 130 kg ha™ de N. Observou-se que a inoculacdo ndo afetou esta
caracteristica, visto que o tratamento com inoculacdo foi igual ao tratamento
controle. Entretanto, os tratamentos inoculado + 50 kg ha™ de N e 130 kg ha™
de N foram superiores e iguais estatisticamente, exceto para o hibrido SHS
5050.

O peso de gréos por espiga ndo variou entre os tratamentos controle,
inoculado e inoculado + 50 kg ha™ de N (55, 56 e 84 g de gréos por espiga),
sendo superior no tratamento com 130 kg ha® de N (109 g de grdos por
espiga).

Quanto ao rendimento de massa seca da parte aérea (Tabela 5),
variou de 6,61 Mg ha™ para o hibrido P 32R48 no tratamento inoculado, a
15,36 Mg ha™ para o hibrido AS 1575 no tratamento inoculado + 50 kg de N ha’
!, Os hibridos AS 1575 e SHS 5050 no tratamento inoculado, apresentaram
incremento de 1,68 e 3.77 Mg de massa seca ha™ em relagéo ao tratamento
controle, evidenciando que a inoculacdo das bactérias aumentou a massa seca
da parte aérea para estes hibridos. Para os hibridos AS 1575 e SHS 5050, os
tratamentos inoculado + 50 kg ha™ de N e 130 kg ha™de N foram iguais quanto
ao rendimento de massa seca.

Reis Junior et al. (2008) observaram incremento na massa seca de
plantas de milho inoculadas com Azospirillum spp., e consideraram que o maior
rendimento de massa seca e 0 acumulo de nutrientes por plantas inoculadas
sejam devidos a producdo de substancias promotoras de crescimento pelas
bactérias. Bashan & Holguin (2004) relataram que os fito-horménios,
principalmente o acido indol-acético (AlA), excretados por Azospirillum
desempenham papel essencial na promocdo do crescimento de plantas em

geral.
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Tabela 4. Avaliacdo da estatura de plantas em quatro estadios de
desenvolvimento, numero total de folhas no pendoamento e
senescéncia foliar de trés hibridos de milho, com e sem
inoculacdo de bactérias diazotréficas e adubacdo nitrogenada.
Eldorado do Sul / RS, 2008.

Tratamentos
. Inoculado + 130 kg de N
Hibrido Controle Inoculado 50 kg N ha'® hal
Estatura (cm)
Estadio'Vs (CV% =6.2)
P 32R48 ®ns 46 ns ns 48 ns 50 ns 54
AS 1575 45b 38b 52 a 59 a
SHS 5050 48 b 50b 53b 60 a
Média 46 45 52 58
Estadio V1o (CV% = 69)

P 32R48 ns 109 b ns111b ns 139 a ns 148 a
AS 1575 113 b 120 b 153 a 173 a
SHS 5050 126 ab 119b 149 a 166 a
Média 116 117 147 162

Estadio V4 (CV% = 5,92)

P 32R48 ns 168 b ns 173 b ns 220 a ns 232 a
AS 1575 156 b 170 b 214 a 241 a
SHS 5050 170 b 165b 219 a 233 a
Média 165 170 218 235

Estadio °R; (CV% =5,1)

P 32R48 ns 223 b ns219b ns 259 ab ns 262 a
AS 1575 225b 234 ab 259 a 279 a
SHS 5050 213 b 219b 252 a 255 a
Média 220 224 257 266

Total de folhas  (CV% = 3,3)
........................................ 5
P 32R48 ns 18 ns ns 19 ns 19 Ns 19
AS 1575 22 ns 22 22 22
SHS 5050 19 ns 20 20 20
Média 20 20 20 20
Senescéncia (CV% =5,7)

....................................................... TR

P 32R48 ns 44 ns ns 44 ns 48 ns 45
AS 1575 49 ns 53 52 53
SHS 5050 47 ns 48 48 48
Média 47 48 49 49

1. Vx: x = n° de folhas completamente desenvolvidas na planta.
2. R, =grao bolha d’agua, conforme escala de Ritchie et al. (1992).
ns*= nao significativo.

Médias antecedidas pela mesma letra mailscula na coluna, e médias seguidas pela
mesma letra minUscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.
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Quanto aos teores de N da massa seca da parte aérea (Tabela 5),
variaram de 2,97 mg g (hibrido SHS 5050 no tratamento controle) a 4,42 mg
g (hibrido AS 1575 no tratamento com 130 kg de N ha™). Para o hibrido AS
1575, os tratamentos inoculado, inoculado + 50 kg N ha™ e 130 kg de N ha™

nao diferiram estatisticamente.

Tabela 5. Caracteristicas agrondmicas de trés hibridos de milho, com e sem
inoculacdo de bactérias diazotréficas e adubacdo nitrogenada.
Eldorado do Sul / RS, 2008.

Tratamentos
Hibrido Controle Inoculado é%oﬁglﬁldﬁaz 130 kg de N ha*
Gréos /espiga (CV% =9,9)
................................................ 1 e
P 32R48 B 146 b B172b B252a B 302 a
AS 1575 A213b A204Db A312a A 380 a
SHS 5050 AB 165 c B125¢c AB 262 b AB 337 a
Média 175 167 275 340
peso graos / espiga (CV% =12,6)
............................................. O cerrerrrre e e e e e e
P 32R48 B39b AB 55 Db B 70b B 98a
AS 1575 AT7c A 70c A 104 Db A 128 a
SHS 5050 B50c B 42¢c B 79b B 100 a
Média 55 56 84 109
Rendimento de massa seca da parte aérea’  (CV% = 17,0)
................................................. MG h&™ e
P 32R48 A 7,13 ns? B 6,61 B 9,33 B 9,66
AS 1575 A 10,71b A12,39Db A 15,36 a A 15,04 a
SHS 5050 A 7,12b A 10,89 a AB 12,73 a AB 12,48 a
Média 8,32 9,96 11,47 12,40
Rendimento de gréos  (CV% = 14,9)
............................................... MG A ..
P 32R48 B 287D ns 3,69 b B4,88b AB 7,46 a
AS 1575 A 527D 492 b A7,78 a A 9,19a
SHS 5050 AB 3,43 Db 3,09b B 5,69 a B 7,15a
Média 3,85 3,90 6,11 7,93
Teor de N na massa secal da parte aérea  (CV% =8,1)
................................................ 100 1o [P
P 32R48 ns 3,35 b AB 3,75 ab ns 4,10 ab ns 4,27 a
AS 1575 3,50 b A 422 a 4,15 a 4,42 a
SHS 5050 2,97b B 3,12 ab 3,57 ab 3,80 a
Média 3,27 3,70 3,94 4,16

1. Referente a matéria seca das folhas, colmos e espiga (sem graos).
2. ns = ndo significativo.

* Médias antecedidas pela mesma letra mailscula na coluna, e médias seguidas pela

mesma letra mindscula na linha, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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O rendimento de gréos (Tabela 5) variou de 2,87 Mg ha™* (SHS 5050,
tratamento controle) a 9,19 Mg ha™ (AS 1575, tratamento com 130 kg de N
ha). Para os hibridos AS 1575 e SHS 5050 os resultados foram iguais
estatisticamente nos tratamentos inoculado + 50 kg ha™ de N e 130 kg ha'de
N, embora o tratamento com 130 kg ha™ de N tenha apresentado rendimento
maior em 1,45 Mg ha™* de gréos, para os dois hibridos.

Como o experimento n&o contou com tratamento “ 50 kg ha™ de N,
sem inoculac&o” (controle para o tratamento com inoculacdo + 50 kg ha™ de N),
nao € possivel afirmar que a igualdade estatistica dos tratamentos inoculado +
50 kg ha™ de N (somente na semeadura) e 130 kg ha™ de N (50 kg na base e
80 kg em cobertura) tenha sido devido & inoculacéo ou & adicéo de 50 kg ha™
de N na semeadura, no tratamento com inoculacdo. Porém, estes resultados
demonstram um possivel efeito da inoculacdo das bactérias sobre a
disponibilidade de N para as plantas nos tratamento com inoculacdo + 50 ha™
kg de N (na base).

Sem a aplicagdo do adubo nitrogenado, a inoculagcéo das plantas de
milho com bactérias diazotréficas nao resultou em alteracdo para a maioria das
caracteristicas avaliadas. No caso do hibrido SHS 5050, um trabalho recente
(Cavalcanti Alves, 2007) demonstrou que com a inoculacdo de bactérias
diazotroficas das espécies Herbaspirillum spp. e Burkolderia spp. em milho, a
campo, e pela técnica de abundancia natural de *°N, o hibrido SHS 5050
recebe contribuicdo de 45 e 36% de N provenientes da FBN nos experimentos

de safrinha e safra respectivamente.
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5. CONCLUSOES

a) O gendtipo de milho influenciou na associacéo entre as bactérias e

as plantas.

b) A inoculacdo de bactérias diazotroficas aumentou o volume das

raizes nas cultivares avaliadas.

c) As raizes das plantas apresentaram maior populacdo de

diazotréficos do que os colmos.

d) A inoculacdo a campo aumentou o rendimento da massa seca da
parte aérea dos hibridos AS 1575 e SHS 5050.

e) A inoculacdo a campo apresentou indicios de que juntamente com
a adicdo de dose de 50 kg de N ha™ na base, apresenta desempenho
equivalente & aplicacdo de 130 kg de N ha™ quanto ao rendimento de gréos
para os hibridos AS 1575 e SHS 5050.
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7. ANEXOS

7.1 Meios de cultura e solugdes utilizadas

Meio de cultura NFb (DOBEREINER et al., 1995)
50gL*  Acido malico

05gLY  K,HPO,

02gL* Mg SO, 7H,0

0,1gL* NaCl

0,02gL* caCly. 2H,0

2 mL Solugéo de micronutrientes

2 mL Azul de bromotimol (solug¢édo 0,5% em 0,2N KOH)
4 mL FeEDTA (solucéo 1,64%)

1mL Solucéo de vitaminas

45gL' KOH

pH 6,5-6,8

Solucéo de micronutrientes
0,04gL* CuSO,. 5H,0
1,20gL* ZnSO,. 7H,O
1,40gL" H3BO;

1,00gL* NayMo,. 2H,0
1,175 g L™ MnSO,. 2H,0



Solucéo de vitaminas (DOBEREINER et al., 1995)
10 mg 100 mL™ Biotina
20 mg Pirridoxol — HCI

Meio Dygs (DOBEREINER et al., 1995)

2¢gL? Glicose

2¢gL? Acido maélico

15g L™ Peptona bacterioldgica
2glLt Extrato de levedura

05¢glL* KoHPO,
05¢glL? Mg SO,. 7H,0
15¢gL* Acido glutamico
pH 6,5 6,5

Solugéo para preservagao de isolados
10 g Leite em po

10 mL Glicerol

90 mL Agua

Solucéo salina para diluicdo (DOBEREINER et al., 1995)
34¢gL* KH,HPO,

0,2¢glL? MgSO,. 7H,0

0,1gL" NaCl

0,02gL* caCl,. 2H,0

2 mL Solucédo de micronutrientes
4 mL FeEDTA (solucéo 1,64%)
459 L? KOH

pH 7,0
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Solucéao nutritiva (SARRUGE, 1975)

N
P
K
Ca
Mg

Cu
Fe
Mn
Zn
Mo

210 mg L™
3lmgL”
234 mg L*
200 mg L™
48 mg L”
64 mgL"
0,5mgL"
0,02mgL”
50mgL"
0,5mgL"
0,06 mgL”
0,0lmgL”
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7.2 Registro fotografico

Foto 1. Inoculacdo das sementes “in vitro”

Foto 2. Experimento de inoculacao e selecao de cultivares de milho eficientes

na associagdo com uma linhagem de Azospirillum (primeira etapa).
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Foto 3. Experimento a campo (resteva de aveia-branca) apds a
demarcacao das linhas de cultivo e adubag&o com P e K.

Foto 4. Experimento a campo, plantas com 3-4 folhas, antes do desbaste.
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U A e

Foto 6. Leitura do teor relativo de clorofila na folha com o aparelho
clorofildometro.
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Foto 8. Experimento a campo, 50 DAE das plantas (visivel diferenca
entre parcelas / tratamentos).
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Foto 9. Colheita do experimento a campo.
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