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RESUMO

ALVES, Gabriela Cavalcanti. Efeito da inoculacdo de bactérias diazotr 6ficas dos géneros
Herbaspirillum e Burkholderiaem gendtipos de milho. 2007. 53 f. Dissertacdo (Mestrado
em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

A selecdo de bactérias diazotroficas para aplicagdo na cultura do milho tem sido alvo da
pesquisa nos ultimos 30 anos. Inicialmente eram utilizadas estirpes pertencentes ao género
Azospirillum, sendo que a maior parte da literatura publicada refere-se ao uso de estirpes de A.
brasilense. Atualmente, a pesquisa revelou que uma comunidade bastante diversa de bactérias
diazotrdéficas coloniza ndo so raizes, mas também colmos e folhas de milho e novos géneros e
espécies foram descritos. Este trabalho teve por objetivo testar o efeito de promocgdo de
crescimento de estirpes pertencentes aos géneros Herbaspirillum e Burkholderia, isoladas de
diferentes localidades e depositadas na colecdo de bactérias diazotréficas da Embrapa
Agrobiologia em gendtipos de milho. Foram testadas 49 estirpes sendo 24 do género
Herbaspirillum e 25 do género Burkholderia. A selecdo constou de uma fase onde sementes
do milho hibrido SHS 5050 e milho variedade BRS Sol da Manhad foram plantadas em
substrato esterilizado. Os tratamentos inoculados receberam 1 mL por semente de uma
suspens&o celular contendo 108 — 10° células e 10 mg kgt de N, sendo que os controles foram
uma testemunha absoluta e duas testemunhas ndo inoculadas, mas adubadas com 10 e 20 mg
kg' de N, respectivamente. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 4
repeticoes. Aos 40 dias, as plantas foram coletadas e avaliadas quanto a matéria seca da parte
afrea e sistema radicular, &rea e comprimento radicular e teor de nitrogénio. Todas as
varidveis foram avaliadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Na segunda fase,
este mesmo ensaio foi conduzido em substrato ndo esterilizado. Nesta fase foram testadas as
21 melhores estirpes. Na terceira fase, a melhor estirpe BR 11417 (ZAE94) foi avaliada em
experimentos tanto na época da safra como na safrinha de 2005/2006. Os ensaios de campo
foram conduzidos em fatorial de blocos a0 acaso com seis repeticoes. No experimento de
safra foram testados quatro gendtipos: BRS Sol da Manha (variedade), BRS 106 (variedade),
BRS 1030 (Hibrido simples) e SHS 5050 (Hibrido triplo) na Embrapa Agrobiologia. No
experimento de safrinha ndo foi utilizado o BRS Sol da Manh& dentre os citados. O inoculante
contendo a estirpe selecionada foi aplicado na auséncia de N e na presenca de doses
crescentes de N fertilizante (40 e 80 kg ha'l), além dos mesmos tratamentos sem inocul ag&o.
Avaliou-se a produtividade de gréos, o niumero de plantas e espigas por planta e o teor de N
dos gréos. Todas as variaveis na Ultima fase (campo) foram avaliadas pelo teste de Scott-
Knott quando utilizados os fatores inoculacéo e gendtipo e pelo teste de regressédo quando
utilizado o fator adubacdo. Além disso, foi feita a quantificagdo da FBN pela técnica da
abundancia natural de *°N. Os resultados obtidos mostraram que a aplicacdo do inoculante
incrementou a produtividade de milho em até 34 %, ndo significativamente, dependendo do
gendtipo de milho e da dose de N-mineral. Os resultados da quantificacéo da FBN permitiram
concluir que o hibrido SHS 5050, inoculado com a estirpe selecionada, apresentou maior
capacidade de obter contribuicdes para sua nutricdo nitrogenada através da FBN que as
variedades, inoculadas com a mesma estirpe nos dois experimentos realizados em épocas
diferentes.

Palavras-chave: Zea mays L., Fixacdo Biol6gica de Nitrogénio, °N.



ABSTRACT

ALVES, Gabriela Cavalcanti. Effect of inoculation of diazotrophic bacteria of the genera
Herbaspirillum and Burkholderia in genotypes of maize. 2007. 53p. Dissertation (Master
Science in Agronomy, Soil Science) Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

The selection of diazotrophic bacteria for application in maize has been the goa of the
research in the last the 30 years. First, strains from the Azospirillum genus were used, being
the most published literature about the use of A. brasilense. At this moment, the researches
disclosed that an amply diverse community of diazotrophic bacteria not only colonizes roots,
but also stems and leaves of maize, and new genus and species had been described. The
objective of this study was to test the effect of growth promotion of Herbaspirillum and
Burkholderia strains, isolated from different places and deposited in the Embrapa
diazotrophic bacteria collection at Embrapa Agrobiologia. This selection used 49 strains,
being 24 of Herbaspirillum genus and 25 of Burkholderia genus. The selection consisted of a
phase where seeds of the hybrid maize SHS 5050 and maize variety BRS “ Sol da Manh&’ had
been planted in sterile substratum. The inoculated treatments had received 1 mL per seed from
a cellular suspension contend 108 - 10° cdlls and 150 mg of N, being the controls an absolute
witness and two witnesses not inoculated, but fertilized with 150 and 300 mg of N,
respectively. The used delineation was entirely at random with 4 repetitions. After 40 days the
plants had been collected and evaluated dry matter accumulation of the aerial part and root
system, root area and length and % nitrogen. All the variables had been evaluated by the
Scott-Knott test at 5 % of probability. In the second phase, the same test was done in non
sterile soil. At this moment the best 21 strains were tested. In the third phase, the best strain
BR 11417 (ZAE94 — Herbaspirillum seropedicae) was evaluated in experiments with maize
planted in two periods, normal cycle or “safra’, and a short cycle or “safrinha’ in 2005/2006.
The field experiments were conducted using random blocks with six repetitions. In the “safra’
experiment four genotypes were tested: Sol da Manha (variety), BRS 106 (variety), BRS 1030
(Hybrid ssmple), and SHS 5050 (Hybrid triple) in the Embrapa Agrobiologia. At the
“safrinha’, the variety Sol da Manhd was not used. The inoculant containing the selected
strain was applied in the absence of N and in the presence of increasing doses of fertilizing N
(40 and 80 kg ha'l), besides the same treatments without inoculation. The grain productivity,
the number of spikes per plant, and the N level in the grains were evaluated. All the variables
in the last phase of selection (field) were evaluated by Scott-Knott test, when the factors
inoculation and genotype were tested, and regression test when used the factor fertilization. In
addition, the technique of the natural abundance of 15-N was used to quantify the BNF. The
results had shown that the application of the inoculant resulted in increment of maize
productivity up to 34 %, though it showed to be nonsignificantly, depending on the maize
genotype and the N-mineral dosage. The BNF quantification results had lead to the
conclusion that the hybrid SHS 5050, inoculated with the selected strain, presented higher
capacity of obtaining contribution to its nitrogen supply from the BFN than the other varieties,
inoculated with the same strain in both experiments at different time.

K ey words: Zea mays L. Biological Nitrogen Fixation. *°N.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio (N) é um dos elementos requeridos em maior quantidade pelas plantas. O
Unico processo hiologico de obtencéo de N, disponivel na natureza, e que pode beneficiar as
plantas, é a Fixac8o Bioldgica de Nitrogénio Atmosférico (FBN). O processo de FBN é
realizado por um grupo estrito de organismos ditos diazotréficos. Existem trés tipos de
organismos diazotréficos. os de vida livre, agueles que vivem associados com outros
organismos e aqueles que vivem em simbiose. O maior exemplo de sucesso de sua aplicacéo
biotecnol 6gica no Brasil é ainoculaco da soja, exemplo de simbiose destes organismos com
plantas.

A producéo de gréos pode ser barateada com o aumento da dependéncia das plantas
pela FBN, inclusive para fins de producdo de biocombustiveis onde ha dependéncia de
sistemas que possuam um balanco energético positivo, ou seja, menor energia gasta para
produzir o combustivel do que a gerada pelo mesmo. Na Europa e EUA, a eevada
mecanizacdo da agricultura e o uso de niveis elevados de fertilizantes, principalmente os
nitrogenados, resultam em um gasto maior de energia do que a produzida pelos diversos
biocombustiveis disponiveis.

No Brasil, devido a falta de subsidios para fertilizantes, os adubos minerais
nitrogenados comerciais s8o usados normalmente em doses menores que um quinto das
aplicadas nos paises industrializados. Isso acarretou, ao longo de décadas, em diversas
culturas, a selecéo natural ou melhoramento de gendtipos com capacidade de se associarem
com bactérias fixadoras de N, obtendo-se assim grande parte do N necessario através da
FBN. Por estarazdo, o Brasil assumiu a lideranga nas pesquisas sobre producdo de gréaos com
niveis muito baixos de adubacéo nitrogenada, sem diminuic¢&o da produtividade.

Diante do cenério atual, o potencial de uso de bactérias diazotréficas como alternativa
para a nutricdo nitrogenada em diversas culturas de poaceas (antiga familia das gramineas) de
importancia econdémica pode ter forte impacto em culturas como milho, ndo apenas no que se
refere ao volume de producdo e tamanho de area plantada, mas também por sua importancia
socio-econdémica. O milho, além de ser utilizado diretamente na alimentacdo humana e de
animais domésticos, constitui matériaprima basica para uma série de produtos
industrializados, criando e movimentando grandes complexos industriais onde empregos séo
gerados e favorecendo a fixagdo do homem no campo.

Este estudo utiliza bactérias diazotréficas, visando garantir a diminuicdo do uso de
insumos, sem diminuir os indices de produtividade econémica. Como s&0 microrganisSmos
benéficos para as plantas, ndo se espera nenhum tipo de interacdo negativa pela adocdo do
produto, que pode inclusive contribuir com estimulo de outras caracteristicas vegetais,
atuando como microrgani Smos promotores de crescimento pelo aumento da area de syperficie
radicular e foliar, acimulo de massa seca e até mesmo ha resisténcia e controle de pragas.

Espera-se que a aplicagcdo desta forma alternativa de adubo reduza a necessidade de
aplicacdo de N fertilizante para a cultura do milho. Todos esses ganhos 5o fundamentais,
principalmente em propriedades de baixo uso tecnoldgico, que € o caso de agricultores
familiares onde o0 uso de insumos é muito baixo ou nulo. Neste patamar minimo de
produtividade é esperado o maior ganho com o uso de bactérias diazotroficas.

Portanto, a hipotese deste trabalho € que as bactérias diazotroficas podem suprir total
ou parcialmente as necessidades de N para a cultura do milho.

O objetivo foi testar 0 efeito da promocéo de crescimento de estirpes de bactérias
diazotroficas pertencentes aos géneros Herbaspirillum e Burkholderia, selecionando estirpes,
avaliando em condic¢des de campo e quantificando o N fixado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 A Culturado Milho

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas mais antigas do mundo, havendo
indicacOes, através de escavaghes arqueoldgicas e geoldgicas, e de medicbes por
desintegracdo radioativa, de que é cultivado ha pelo menos 6000 anos (PIPERNO &
FLANNERY, 2001). Logo depois do descobrimento da América Central e do Norte, o milho
foi levado para a Europa, onde era cultivado em jardins, até que seu valor alimenticio tornou
se conhecido. Passou entdo a ser plantado em escala comercial e difundiu-se por todos os
continentes (FAGERIA, 1989; NORMAN et d., 1995; TOLLENAAR & DWYER, 1999).

Ha indicios de que a origem do milho tenha sido no México (MACNEISH &
EUBANKS, 2000; DOEBLEY, 1990) e seus parentes mais proximos s80 0s teosintes. Apesar
das divergéncias morfolégicas entre 0 milho moderno e os teosintes, varios estudos indicam
gue algumas variedades de teosinte sdo citol ogicamente equivalentes ao milho, sendo capazes
de formar hibridos férteis com este (DOEBLEY, 2004). Ao que tudo indica, o milho foi
originado do teosinte através da selecdo feita por civilizages indigenas (BEADLE, 1939).

O milho é caracterizado como planta monocotileddnea, da familia das poéceas, cujo
ciclo fenoldgico varia de 90 a 205 dias, dependendo do gendtipo e do clima (FAGERIA,
1989; NORMAN et a., 1995; TOLLENAAR & DWYER, 1999). Além disso, € uma planta
C4, sendo extremamente eficiente na conversdo de CO,, apresentando altas taxas de
fotossintese liquida, mesmo em elevados niveis de luz.

Na evolucdo mundial de producdo de milho, o Brasil tem destaque como terceiro
maior produtor, superado apenas pelos Estados Unidos e pela China. No ano agricola de
2005/06 a producdo mundial ficou em torno de 684 milhdes de toneladas, tendo sido
produzido 282 milhdes de toneladas pelos Estados Unidos, 134 milhdes pela China e 43
milhdes pelo Brasil (USDA, 2006). Apesar de estar entre os trés maiores produtores, o Brasil
ndo se destaca entre os paises com maior produtividade. Considerando que a produtividade
média mundial esta pouco acima de quatro toneladas por hectare, nota-se que o Brasil esta
abaixo desta média. Porém, a produtividade brasileira tem crescido sistematicamente,
passando de 1870 kg ha'* em 1990, para 3160 kg ha'* em 2005 (IBGE, 2006).

No cenario nacional, 0 milho € o segundo gréo mais importante para a agricultura
brasileira, sendo que no ano agricola de 2005/06, sua producédo correspondeu a 30,8 % da
producéo total de gréos no pais, sO perdendo para a soja, que representou 45,3 % da producéo
nacional (IBGE, 2006). Embora o milho sgja uma importante cultura para 0 agronegocio
brasileiro, praticamente toda a sua producéo € corsumida internamente, ao contrario da soja
gue concentra sua comercializacdo em mercados externos.

O plantio ocorre praticamente durante o ano todo. Devido a isto e, para facilitar o
acompanhamento conjuntural denominouse a cultura de acordo com a época de plantio:
milho safra ou primeira safra, plantado de agosto a dezembro; e milho safrinha ou segunda
safra, plantado de janeiro a maio. O periodo mais expressivo para o plantio ocorre na safra,
mas o milho safrinha vem ganhando espaco, desde a década de 80, como alternativa viavel de
atividade econdmica e de produto para consumo proprio no periodo de outono-inverno.

No inicio da expansdo do milho safrinha, os rendimentos eram muito baixos e os
investimentos em insumos despreziveis, pois safrinha era sinbnimo de risco e baixa
tecnologia. Os rendimentos médios ainda séo baixos, em decorréncia de parte da semeadura
ser efetuada em época acentuadamente tardia (DUARTE, 2004), porém o lucro é maior por
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ser a colheita redizada em periodo de entressafra e ter menor custo de producdo
(TSUNECHIRO et al., 1995). Atuamente, a tendéncia de precos elevados € ainda maior,
devido a crescente demanda por milho para a producdo de etanol, e a0 aumento das
importagdes do gréo pela China.

A maior parcela dos gréos produzidos € destinada ao preparo de racBes para
alimentacdo animal, principalmente de aves e suinos, e para a producéo de 6leo comestivel.
Uma crescente parcela da producdo de milho tem sido destinada a fabricacéo de produtos para
a alimentacdo humana direta, tais como farinhas, cereais matinais, salgadinhos e xaropes de
dextrose, indicando uma maior adogdo do milho como fonte de aimento pelos brasileiros. A
participacdo do milho tem crescido e devera crescer ainda mais no setor da producéo de
plasticos biodegradaveis a partir de amido de milho (DA ROZ, 2003) e na producio de etanol.

O Brasil planta em média 12 milhdes de hectares de milho anuamente, sendo
aproximadamente 70 % dessa area na safra e 30 % na safrinha. A produtividade média
brasileira estd em torno de 3200 kg ha'l na safra norma e 2200 kg ha'l na safrinha,
produtividade baixa quando comparada a alcancada pelos produtores que adotam mais
tecnologia e atinge 6 a 12 mil kg ha' na safra, razéo pela qual a producdo de milho ainda é
menor que o consumo, sendo suplementado pela importacdo do exterior (FANCELLI &
DOURADO-NETO, 2000).

A importancia do milho ainda esta relacionada ao aspecto social, pois grande parte dos
produtores brasileiros utiliza pouca tecnologia, ndo possui grandes extensdes de terras, e
cultiva para subsisténcia comercializando o excedente, fator que se reflete nas baixas
produtividades médias. Portanto, pode-se, afirmar que ha uma clara dualidade na producéo de
milho no Brasil: uma grande parcela de produtores que ndo estéo envolvidos com a producéo
comercial e que atingem apenas baixos indices de produtividade, e uma pequena parcela de
produtores, com elevado indice de produtividade, com aplicagcdo intensiva de tecnologia e
elevado investimento de capital na producdo de milho (DUARTE, 2002).

Desta forma, a geracdo de tecnologias pelos Orgdos de fomento deve levar em
consideragdo ndo apenas a otimizagdo do processo produtivo em sistemas com elevada
aplicacéo de tecnologia, mas também favorecer o modelo praticado pela agricultura de
subsisténcia aumentando a disponibilidade de alternativas que visem o melhor desempenho
em condicdes de baixa aplicacdo de insumos.

2.2  Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio Atmosférico

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes minerais criticos para a producéo vegetal porque
seu suprimento no solo é limitado. Cerca de 78 % da constituicdo gasosa da atmosfera é
formada por nitrogénio molecular (N2). No entanto, 0s organismos eucariontes e a maioria dos
procariontes sdo incapazes de absorver o N, e converté-lo a uma forma assimilavel. Os dois
atomos de N encontram-se unidos de maneira muito estavel por uma tripla ligacdo. Por esse
motivo, para que o N, possa ser convertido a uma forma assimilavel, € necess&io o
fornecimento de temperatura e pressdo muito elevadas (fixagcdo indwstrial) ou a presenca de
um sistema enzimatico apropriado (fixacéo biol6gica).

A fixacao industrial do N2, chamada de processo Harber-Bosch, utiliza temperatura em
torno de 400-600 °C e pressdes em torno de 100-200 atm, sendo dispendiosa do ponto de vista
energético. Ja a fixagcdo bioldgica do N, ocorre através do complexo enzimético, denominado
nitrogenase, presente apenas em alguns organismos procariontes. Do ponto de vista
energético, ela também € dispendiosa para 0 organismo que a realiza, pois utiliza energia
celular naformade ATP. No entanto, a reagdo pode ocorrer a temperatura ambiente e pressdo
amosférica.



Esima-se que a fixacdo biolégica contribua com a maior parte do N fixado
anuamente - 175 milhdes de toneladas, ou sgja, 65 % do total, 0 que o faz ser considerado o
segundo processo bioldgico mais importante do planeta depois da fotossintese, juntamente
com a decomposicdo organica (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

A utilizaco de fertilizantes nitrogenados (organicos ou minerais) é causa de grande
preocupacao devido aos seus efeitos negativos sobre 0 ambiente e, conseqlientemente, a salide
humana. A maior preocupacdo refere-se a0 movimento dos nitratos através do solo para a
agua, tanto superficial quanto subterrdnea. Nos Ultimos anos, andlises de amostras de agua nos
Estados Unidos tém mostrado niveis excessivos de nitrato em torno de 10mg L. A exposicdo
prolongada a concentragdes maiores que 10mg L' de nitrato pode provocar deficiéncia de
oxigénio no sangue, a qual é chamada de metahemoglobinemia (HOEFT, 1990).

Uma das possiveis solugdes para a diminuicdo nas aplicagbes de fertilizantes
nitrogenados nos cultivos € ampliar os estudos de interacéo planta bactéria diazotréfica, para
sua melhor exploracéo, tornando os sistemas agricolas mais sustentévels e produtivos.

2.3 Bactérias Diazotr 6ficas

No sistema natural sdo encontrados diversos microrganismos que contém o complexo
enzimético da nitrogenase, portanto, fixadores de N. Estdo presentes nos mais diversos
€cossistemas como 0 solo, as plantas, a &gua, etc., ocorrendo de forma livre ou em interagbes
de diversas formas como a realizada de forma associativa.

A's poaceas sdo capazes de se associar com diversas espécies de bactérias diazotroéficas
gue colonizam desde as raizes até as folhas, na regido da rizosfera até o interior do tecido
vegetal. Neste segundo caso, as bactérias sdo chamadas endofiticas e acredita-se que estas
sgjam as principais responsaveis pelo ganho de N através da FBN observado em diversas
culturas. A divisdo do termo endofitico em facultativo e obrigatorio foi proposto para
distinguir respectivamente, estirpes capazes de colonizar tanto a superficie quanto o interior
de raiz e com sobrevivéncia no solo, das que ndo sobrevivem no solo, mas colonizam o
interior e parte aérea dos tecidos vegetais (BALDANI et al., 1997). Tais enddéfitos apresentam
grande potencial na FBN devido a sua habilidade em colonizar a planta como um todo e
estabelecer-se dentro de nichos protegidos do oxigénio ou de outros fatores, podendo
expressar seu potencial para fixagcdo de nitrogénio em grau maximo (KENNEDY et a., 1997).

A descoberta de bactérias endofiticas colonizando plantas de cana-de-acUcar em
populacbes elevadas como Gluconacetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE &
DOBEREINER, 1988; REIS et al., 1994), Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans,
algumas espécies de Azospirillum spp. e Burkholderia (BALDANI et al., 1997), dificultam o
entendimento da associagao particular de cada espécie para o desenvolvimento da cultura. No
entanto, sabe-se que as associagdes ocorrem em diferentes graus de interagcdo, e em muitos
casos estdo relacionadas a especificidade de interacdo entre as caracteristicas genéticas
microbianas e da planta hospedeira (OLIVARES et da., 1997; BASHAN & HOLGUIM,
1997). Bactérias diazotroficas com baixa especificidade, colonizam geralmente as regides
superficiais do vegetal, como ocorre com Azospirillum, enddfito facultativo. As bactérias que
colonizam preferencialmente tecidos vegetais internos, endofitos obrigatorios como
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp., Azoarcus spp. e Burkholderia spp.,
geralmente possuem baixa sobrevivéncia no solo e um espectro restrito de plantas hospedeiras
(BALDANI et a. 1997).

A capacidade de colonizacdo dos tecidos internos das plantas por algumas bactérias,
pode conferir a estas uma vantagem ecol égica sobre as bactérias que podem apenas colonizar
plantas epifiticamente. Os tecidos internos das plantas proporcionam um ambiente mais
uniforme e protegido para 0os microrganismos que a superficie onde estdo expostas a



condi¢cdes ambientais extremas como temperatura, potencial osmatico, radiacéo ultravioleta e
competicdo microbiana, que sdo os fatores mais limitantes a sobrevivéncia das bactérias ao
longo do tempo (COCKING, 2003).

Diante destas diversas vantagens, as bactérias de vida livre e rizosféricas perderam
importéncia e a maior parte das pesquisas esta direcionada aos endofiticos. Dentre eles estéo
0s géneros Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp. que possuem ampla distribuicdo e serdo
abordados com maiores detal hes neste trabalho.

2.3.1 GéneroHerbaspirillum

O género Herbaspirillum foi estabelecido por BALDANI et a. (1986) como bactérias
fixadoras de nitrogénio associadas as raizes de milho, sorgo e arroz. Nessa época, 0 género
consistia apenas da espécie H. seropedicae, atuamente compreende mais oito espécies
descritas, H. rubrisubalbicans (BALDANI et a., 1996a), H. frisingense (KIRCHHOF et al.,
2001), H. lusitanum (VALVERDE et d., 2003), H. clorophenolicum, H. putei, H. huttiense e
H. autotrophicum (DING & YOKOTA, 2004) e H. hiltneri (ROTHBALLER et al., 2006).
Entre as nove espécies descritas acima, apenas as quatro primeiras sdo fixadoras de
nitrogénio.

H. seropedicae foi a primeira espécie descrita do género, isolada de raizes lavadas e
desinfestadas superficialmente de milho, sorgo, e arroz (BALDANI et a., 1986). Mais tarde
foi isolada de raizes, folhas e colmos de cana-de-aclicar, Brachiaria decumbens e Digitaria
decumbens (BALDANI et a., 1996a), de raizes, caules e folhas de cana-de-agUcar cultivada
na Austrdlia (BODDEY et a., 1998), dendezeiro e pupunheira (FERREIRA et al., 1995),
bananeiras (CRUZ et al., 2001), detectada em capim elefante (REIS et al., 2000), e isoladaem
associacdo com arroz inundado (RODRIGUES, 2004; BRASIL, 2005).

H. seropedicae € a espécie que possui maior distribuicdo e ocorréncia dentre as
espécies diazotréficas endofiticas estudadas. Esta bactéria tem baixa sobrevivéncia, quando
inoculada em solo natural ou esterilizado e monitorado por contagem em meio JNFb semi-
solido (OLIVARES, et al., 1996). Os autores, entretanto, conseguiram re-isolar esta bactéria,
guando sementes de sorgo desinfestadas superficialmente foram germinadas neste solo. A
populacdo de bactérias diazotroficas presentes nas plantulas foi avaliada em meio semi-sdlido
JNFb, sugerindo que a bactéria pode estar em estagio viavel mas ndo cultivavel no solo.

H. rubrisubalbicans pertencia ao género Pseudomonas rubrisubalbicans (GILLIS et
a., 1991), e foi reclassificada por BALDANI et a. (19964). Tem sido encontrada em
associacdo com cana-de-agUcar e raizes da planta esponténea Digitaria insularis, crescida no
interior da plantacéo de cana-de-acUcar (OLIVARES et a., 1996) e foi detectada também em
capim elefante (REIS et al., 2000), abacaxizeiros e kananeiras (CRUZ et a., 2001). Esta
bactéria tem ocorréncia mais restrita que a H. seropedicae e pode causar a doenca chamada
"estria mosqueada’ na variedade de cana-de-aclcar B3462.

H. frisingense foi descrita recentemente isolada de amostras de tecido de raizes e
colmos de diversos genétipos de capim elefante (Pennisetum purpureum Schum.) coletados
no Brasil, e das poaceas Spartina pectinata, Miscanthus sinensis e M. sacchariflorus,
coletadas na Alemanha (KIRCHHOF et al., 2001). N&o ha relatos de ocorréncia em estudos
posteriores. A mais nova espécie de bactéria diazotréfica descrita para o0 género
Herbaspirillum é o H. lusitanum, que foi isolada de nédulos de Phaseolus vulgares em
Portugal (VALVERDE et a., 2003).

InUmeros experimentos foram conduzidos com inoculacdo de bactérias do género
Herbaspirillum, principalmente com a espécie H. seropedicae, pela sua ocorréncia em maior
numero de plantas estudadas.



2.3.2 GéneroBurkholderia

O género Burkholderia € constituido por 37 espécies e somente nove apresertam
descrita a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Bactérias diazotroficas do género
Burkholderia apresentam ampla distribuicdo, se associam com plantas ndo leguminosas e
formam nddulos em leguminosas.

A capacidade de algumas estirpes de B. cepacia isoladas de rizosfera, fixarem
nitrogénio atmosférico, foi relatada em 1994 (BEVIVINO et a., 1994). Porém, a primeira
espécie de Burkholderia diazotréfica descrita foi B. vietnamiensis isolada da rizosfera de
plantas de arroz crescidas no Vietnd (GILLIS et a., 1995). Posteriormente, elafoi encontrada
associada com milho e café em diferentes regides do México (ESTRADA DE LOS SANTOS
et d., 2001).

Novos isolados foram obtidos de cereais como milho, sorgo e arroz (BALDANI et al.,
1999), bem como de frutas (CRUZ et a., 2001) crescidas no Brasil. Outra espécie, B.
kururiensis, representada por somente a estirpe KP23, foi originada de amostras de
sedimentos col etadas numa area contendo tricloetileno no Japdo (ZHANG et al., 2000). A sua
capacidade de fixar nitrogénio foi demonstrada por ESTRADA DE LOS SANTOS et al.
(2001), porém ndo ha informacdo sobre a ocorréncia dessa espécie em associagdo com
plantas. Outras trés novas espécies diazotroficas foram descritas. B tuberum e B phymatum,
isoladas de ndédulos de duas leguminosas tropicais, Aspalathus carnosa e Machaerium
lunatum respectivamente (VANDAMME et a., 2002); e B. mimosarum (CHEN et al., 2006)
isolada de diferentes mimosas no Brasil e na Venezuela

As quatro espécies de bactérias diazotroficas do género Burkholderia descritas mais
recentemente colonizando poéceas s8o B. unamae, B. tropica, B. xenovorans e B silvatlantica.
A espécie B. unamae foi isolada da rizosfera de plantas de milho, café e cana-de-agUcar
crescidas no México (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001). B. tropica (REIS et al.,
2004) foi isolada de cana em meio LGI-P no Brasil. A espécie B. xenovorans foi descrita com
apenas trés isolados, obtidos de solo contaminado com policlorinato bifenil (PCB) nos EUA,
sangue humano na Suécia e café no México (GORIS et a., 2004). A bactéria descrita B.
silvatlantica foi isolada de plantas de cana-de-agUcar, abacaxi e milho cultivadas no Brasil
(PERIN et al., 2006).

A inoculacdo da espécie proposta B. brasilensis em plantas de arroz contribuiu com 31
% do total de nitrogénio da planta, tendo aumentado 69 % da biomassa das plantas
(BALDANI et a. 2000). Contribuicdo também foi observada com inoculacdo de
Burkholderia spp. em plantas de bananeiras (WEBER et al., 2000).

Diversos trabalhos tém mostrado que bactérias diazotréficas do género Burkholderia
sd0 comuns e abundantes em inlmeras plantas. Embora exista um rigoroso sistema de
seguranca em torno deste género, ja que foi detectada a presenca de B. cepacia em pacientes
com Fibrose Cistica, o conhecimento de sua ecologia € importante para melhor exploracéo e
manejo do sistema

2.4  Contribuicdo da Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio na Cultura do Milho

O milho possui uma via fotossintética (via C4) mais eficiente que as leguminosas, e
com isso é capaz de converter intensidades de energia solar duas vezes maiores. Esse tipo de
planta pode mais facilmente dispensar fontes energéticas para a alimentacdo de bactérias
diazotréficas e 0 processo energeticamente caro da conversao do N, atmosférico em formas
combinadas utilizaveis pelas plantas (DOBEREINER, 1992).



Por isso, quando se tem uma planta com uma estratégia fisioldgica tdo competente,
provavelmente pouco sera notado das possiveis contribuicdes a partir das interacdes destas
com microrganismos e, qualquer real contribuicdo numa cultura plantada em téo larga escala,
facilmente se constitui em dividendos para a agricultura.

Em regides de clima tropical e subtropical, as temperaturas do solo, durante todo o
ano, sdo mais favorévels aos processos microbiolégicos em geral. No entanto, a rapida
decomposicdo da matéria organica e os altos niveis pluviais que favorecem a desnitrificacdo e
lixiviagdo de compostos nitrogenados contribuem para a dependéncia da aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados (DOBEREINER, 1992). Mesmo dependente, devido a falta de
subsidios para fertilizantes, o Brasil aplica niveis de N ha™* abaixo do que é assimilado pela
planta. 1sso acarretou, ao longo de décadas, em diversas culturas, a selecdo natural ou
melhoramento de gendtipos com capacidade de se associarem com bactérias fixadoras de N,
obtendo-se assm grande parte do N necessario através da FBN. Talvez, por esta razéo, o
Brasil tenha assumido a lideranca nas pesguisas sobre producdo com niveis muito baixos de
adubacdo nitrogenada, sem diminuicdo da produtividade. Um exemplo disto é a cana-de-
acUcar, que mesmo com aplicacBes minimas de fertilizante nitrogenado, mantém sua nutricdo
nitrogenada sem esgotamento do solo.

Em plantas de milho, a maioria dos experimentos foi conduzida com a inoculacéo de
Azospirillum, mostrando variaveis aumentos de aproximadamente 25 % (KENNEDY et a.,
2004). Esta contribuicdo das bactérias € maior quando a planta recebe doses varidveis de
fertilizante nitrogenado (DOBBELAERE et a., 2003).

Inoculantes comerciais antendo A. brasilense foram lancados no mercado mundial.
Nos Estados Unidos um produto com o nome de Azo-Green™™ foi produzido e recomendado
para aumentar o vigor da semente, aumento do sistema radicular, resisténcia a geada e uma
melhoria geral da salide da planta (FALLIK & OKON, 1996). Na Itdia, Alemanha e Bélgica
foi desenvolvido um produto com nome comercia de Zea-Nit™, contendo uma mistura de A.
brasilense (estirpe Cd) e A. lipoferum (Brl7) comercializado na forma de mistura com
vermiculita ou em forma liquida. Segundo os fabricantes, este produto reduziria a aplicagdo
de 30 a40 % do nitrogénio necessério a cultura (OKON et al., 1994).

No México, foi desenvolvido um inoculante denominado “ Fertilizante para milho”, e
tem sido usado com sucesso Vvisto a sua aplicacdo em 5000 ha no ano de 1993 (PAREDES-
CARDONA et d., 1983 e CABALLERO-MELLADO et a., 1992). A Argentina langou um
produto denominado Graminante'™ a base de p6 de carbonato de célcio contendo uma mistura
de estirpes de Azospirillum. Os fabricantes informam que o produto pode aumentar a
producéo de gréos em cercade 20 % (OKON et a., 1994).

GARCIA DE SALAMONE et a. (1996) testaram quatro gendtipos de milho quanto &
contribuicdo da FBN, inoculando com Azospirillum e utilizando solo marcado com *°N. De
acordo com os resultados de *°N, ocorreu contribuicdo significativa da FBN nos gendtipos
Dekalb 4D 70 e CMS 22 plantados na Argentina. RIGGS et al. (2001) observaram que o0s
sintomas de deficiéncia de N ndo foram amenizados por nenhuma das 23 estirpes de bactérias
diazotroficas usadas em plantas de milho, tanto em vaso como no campo, mas ndo mediram a
contribuicdo da FBN.

O ndmero de trabalhos com inoculagdo de Azospirillum diminuiu nos dltimos anos,
pois apresentavam respostas positivas, porém variaveis. Mais interesse foi dado a bactérias
endofiticas, como os géneros Herbaspirillum e Burkholderia. Os altos niUmeros nos tecidos
das plantas de milho tornaram estas bactérias promissoras para o suprimento de nitrogénio nos
sistemas agricolas e serdo avaliadas neste estudo.



3 MATERIAL E METODOS

Para selecdo de estirpes de bactérias diazotroficas, promissoras para uso como
inoculante para a cultura do milho, foram conduzidos experimentos em substrato esterilizado
e ndo-esterilizado e em condigdes de campo.

3.1 Seecdo de Estirpes em Substrato Esterilizado
3.1.1 Organismose preparo do inéculo

Foram testados 49 isolados, que estdo depositados na Colecdo de Bactérias
Diazotroficas da Embrapa Agrobiologia. Destes, 24 isolados pertencem ao género
Herbaspirillum (Tabela 1) e 25 a0 género Burkholderia (Tabela 2). Os isolados foram
inicialmente crescidos em placas com meio de cultura sdlido JIMV (anexo) para Burkholderia
e JNFb (DOBEREINER et al., 1995) para Herbaspirillum, com o objetivo de verificar a
pureza. Para obtencdo do inoculante, coldnias puras foram inoculadas no meio de cultura
Dyg's (RODRIGUES NETO, 1986) e multiplicadas por 24 horas a 30 °C a 175 rpm (rotacdes
por minuto). Cada semente recebeu 1 mL da suspensdo de concentracdo celular gjustada para
108-10° unidades formadoras de colénias (UFC) mL™, numa densidade éticaigual a 1, lidano
comprimento de ondal =436nm (SCHLOTER et al., 1992).

Tabela 1. Lista dos isolados utilizados na selecdo de estirpes de bactérias diazotréficas
pertencentes ao gérero Herbaspirillum aplicadas como inoculante para o milho.

| solados SiglaBR Herbaspirillum spp. Origem
HRC80 11198 H. seropedicae raizes de cana-de-acUcar
ZAE67' 11175 H. seropedicae arroz
ZS12 11176 H. seropedicae sorgo
ZAE78' 11177 H. seropedicae milho
ZMS152 11178 H. seropedicae raiz de milho
ZM176 11179 H. seropedicae raiz de milho
ZAE9S 11181 H. seropedicae arroz
83l11A 11182 H. seropedicae raiz de milho
HRC54 11335 H. seropedicae raizes de cana-de-agUcar
ZAEY 11417 H. seropedicae arroz
ZAL102 11421 H. seropedicae arroz
HCC101 11510 H. seropedicae colmo de cana-de-acucar
HRE 12230 H. seropedicae raizes de cana-de-acUicar
GSF30' - H. frisingensi Frising (Alemanha)
GSF28 - H. frisingensi Frising (Alemanha)
P74 - H. frisingensi Frising (Alemanha)
M1 11191 H. rubrisubalbicans  folha de cana-de-agUcar
M4' 11192 H. rubrisubalbicans  folha de cana-de-acUcar
M6 11194 H. rubrisubalbicans  folha de cana-de-agUcar
HCC103 11504 H. rubrisubalbicans  colmo de cana-de-agUcar
10 11765 H. rubrisubal bicans arroz
B4362 12229 H. rubrisubalbicans  folha de cana-de-agUcar
84b 12232 H. frisingensi capim elefante
16 12233 H. rubrisubalbicans arroz




Tabela 2. Lista dos isolados utilizados na selecdo de estirpes de bactérias diazotréficas
pertencentes ao género Burkholderia aplicadas como inoculante para o milho.

I solados SiglaBR Burkholderia sp. Origem
KP23' - B. kururiensis  aquifero poluido (Japao)
M130 11340 Burkholderia sp. arroz
M209 11345 Burkholderia sp. arroz
100 11815 Burkholderia sp. arroz
109 11818 Burkholderia sp. arroz
120 11821 Burkholderia sp. arroz
35 12234 Burkholderia sp. arroz
PPe5 11363 B. tropica cana-de-acUcar
Ppe6 11364 B. tropica cana-de-acUcar
Ppe7 11365 B. tropica cana-de-agucar
Ppe8’ 11366 B. tropica cana-de-acuicar
TVV75' - B. vietnamiensis arroz (Vietnd)
75 11807 B. viethamiensis arroz
102 11816 B. vietnamiensis arroz
121 11822 B. vietnamiensis arroz
139 11826 B. viethamiensis arroz
41 12149 B. viethamiensis arroz
3m 11905 B. silvatlantica milho
78m 11909 B. silvatlantica milho
85m 11911 B. silvatlantica milho
89m 11914 B. silvatlantica milho
Om 11915 B. silvatlantica milho
PPCRrl1 12164 B. silvatlantica cana-de-agucar
PPCRr3 12165 B. silvatlantica cana-de-agUcar
PPCRr8 12166 B. silvatlantica cana-de-agUcar

3.1.2 Condicbesexperimentais

Foram conduzidos seis experimentos em casa de vegetagdo na Embrapa Agrobiologia,
em Seropédica em 2005 e 2006. Para o plantio foram utilizadas caixas pléasticas preenchidas
com 15 kg de areia + vermiculita esterilizado (2:1; v/v). Com base nos resultados da andlise
quimica (Tabela 3) foi feita a corregdo da fertilidade deste substrato conforme recomendacdo
de aplicacdo do Manual de Adubacéo do Estado do Rio de Janeiro (DE-POLLI, 1988) com
adubacdo equivalente a 1 ton ha™* de calcério dolomitico, para elevacso do nivel do célcio e
do magnésio, 80 kg ha* de P,Os (2 mg kg* de Superfosfato Simples) e 60 kg ha de K,0 (0,3
mg kg de KCl). Posteriormente, em cada caixa foram plantadas 4 sementes a 3 cm de
profundidade, sendo que os genétipos de milho utilizados foram o hibrido triplo SHS5050 e a
variedade BRS Sol da Manha. Estes dois gendtipos foram escolhidos por apresentarem
respostas contrastantes a adubacdo mineral. Todos os tratamentos inoculados receberam
adubacdo equivalente a 20 kg ha! de N (10 mg kg') e os controles foram uma testemunha
sem o inoculante e sem adubacéo nitrogenada (TO) e duas testemunhas ndo inoculadas, mas
adubadas com o equivalente a 20 (10 mg kg'-T20) e 40 (20 mg kg*-T40) kg ha' deN. A
primeira aplicacdo de fertilizante nitrogenado foi realizada 10 dias ap0s o plantio e a segunda
(metade da dose) aos 20 dias. A coleta final foi realizada aos 40 dias apés o plantio. A fonte
de N utilizada foi auréa.



Tabela 3. Andlise quimica do substrato utilizado.
pHem Al Ca+Mg Ca Mg P K
agua cmol.dm™ mg dn>
4,7 0,2 0,9 n.d. n.d. 3 10
Al, Ca, Mg, P e K — Embrapa— SNLCS (1996)

Foi avaliado o acimulo de biomassa seca (MS) das raizes e da parte aérea das plantas
aos 40 dias ap6s o plantio, além do conprimento e &rea radicular, medidos através do
programa de andlise de raizes desenvolvido pela Embrapa Instrumentacdo Agropecuéria
(SIARCS 3.0). Também foi avaliado o teor de N na parte aérea, determinado pela digestdo de
Kjeldahl, seguida de destilacdo e titulagcdo, conforme descrito em BREMNER &
MULVANEY (1982).

3.1.3 Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os
dados foram analisados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 1983) quanto a sua
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia (teste de Cockran e Bartlet),
em seguida foram feitas andlises de variancia com auxilio do programa SISVAR 4.6
(FERREIRA, 2003) utilizando o teste de Scott-Knott (SCOTT & KNOTT, 1974) a5 % de
probabilidade.

3.2  Selecdo de Estirpesem Substrato Nao Esterilizado

3.21 Organismos e preparo do inéculo

As estirpes que se destacaram nos experimentos em substrato esterilizado foram
crescidas e inoculadas nas mesmas condicdes citadas no item 3.1.1.

3.2.2 CondigOesexperimentais

Foram conduzidos trés experimentos utilizando as mesmas caixas plésticas da etapa
anterior, sendo que foram preenchidas com 15 kg de terra proveniente dos primeiros 20 cm do
horizonte A de um Planossolo (série Ecologia) pobre em nitrogénio. A correcdo da fertilidade
do substrato foi feita com base nos resultados da andlise quimica (Tabela 4), bi feita a
correcao da fertilidade deste substrato conforme recomendacgéo de aplicagdo do Manua de
Adubacéo do Estado do Rio de Janeiro (DE-POLLI, 1988) com adubag&o equivalente a 60 kg
ha' de P,Os (1,5 mg kg de Superfosfato Simples) e 60 kg ha™* de K0 (0,3 mg kg* de KC).
Posteriormente, em cada caixa foram plantadas 2 sementes a 3 cm de profundidade, sendo que
0s gendtipos de milho utilizados foram o hibrido triplo SHS5050 e a variedade BRS Sol da
Manha.

Os tratamentos inoculados, os controles, o parcelamento da adubagéo, a coleta e as
variaveis avaliadas foram da mesma forma descrita no item 3.1.2.

Tabela 4. Andlise quimica do substrato utilizado.

pH em Al Ca+ Mg Ca Mg P K
&gua cmolcdn> mg dn”
49 0,2 2,7 11 1,6 14 24

Al, Ca, Mg, PeK — Embrapa— SNLCS (1996)
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3.2.3 Delineamento experimental
O delineamento utilizado foi 0 mesmo do item 3.1.3.
Avaliacdo da Eficiéncia da Estirpe Selecionada em Condicbes de Campo

A estirpe de Herbaspirillum seropedicae BR 11417 apresentou a maior contribuic¢éo
em ambos 0s genétipos de milho para a variavel biomassa seca de parte aérea nos
experimentos em condigdes de casa de vegetacdo. Portanto, foi selecionada para teste em
condigdes de campo.

3.3.1 Localizagdo da area de estudo

Os experimentos foram implantados sobre um Planossolo Hgplico, na é&rea
experimental da Embrapa Agrobiologia em Seropédica. A correcdo da fertilidade do solo foi
feita com base nos resultados obtidos na andlise quimica (Tabela 5), conforme recomendacéo
de aplicagdo do Manual de Adubacdo do Estado do Rio de Janeiro (DE-POLLI, 1988) com 80
kg ha! de P,Os (200 g de Superfosfato Simples por linha de 6 m) e 20 kg ha* de K;O (17 g
de KCI por linha de 6 m). Foram implantados dois experimentos, um na safrinha, na época
seca, e outro na safra, época das aguas. As temperaturas médias e precipitacbes variaram
muito no decorrer dos experimentos (Figura 1).

Tabela 5. Analise quimica do solo onde foram implantados os experimentos.

pH em Al Ca+ Mg Ca Mg P K
dgua cmol.dnm mg dn>
5,6 0 3,1 19 11 4,8 48,4

Al, Ca, Mg, Pe K — Embrapa— SNLCS (1996)
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Figura 1. Médias mensais de temperatura e precipitacdo pluviomeétrica da area de estudo no
periodo de maio de 2005 a maio de 2006. Dados fornecidos pela Pesagro-Rio (Estacéo
Experimental de Seropédica— RJ).

3.3.2 Inéculo einoculacdo

A edtirpe selecionada foi inicialmente crescida em placa com meio de cultura sdlido
JNFb. Posteriormente, 2 colonias puras foram inoculadas no meio de cultura Dyg's
(RODRIGUES NETO, 1986) por 24 horas a 30 °C a 175 rpm. Apo0s esta etapa, 100 i da
suspensdo celular foi inoculada em frascos contendo 75 mL do mesmo meio Dyg's, e
multiplicadas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. ApOs 0 crescimento, a
densidade ¢6tica da suspensdo de células foi gustada para 1, a 436 nm (SCHLOTER et a.,
1992) para se obter 108-10° células mL ™.

Posteriormente a0 guste celular, foi feita a inoculagdo de 75 mL da suspenséo
bacteriana em saquinhos de polipropileno contendo 175 g de turfa, preparada segundo
STRALIOTTO (2000), sendo homogeneizados em seguida. Logo apds a inoculacdo, a turfa
maturou a 30 °C por 24 h. Apés este periodo, as sementes foram cobertas com uma solucéo
de polvilho a 10 %, depois recobertas com a turfa inoculada na proporcéo de 250 g de
inoculante turfoso para 10 kg de sementes de milho.

3.3.4 Condigdes e delineamentos experimentais

O experimento na safrinha foi implantado em 24 de maio de 2005 (safrinha) e o
experimento na safra em 21 de dezembro de 2005 (safra), ambos colhidos em torno de 120
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dias apoés plantio e molhados uma vez por semana nas €pocas com menores precipitagdoes
pluviométricas. A densidade de plantio utilizada foi de 5 plantas m?>.

Os gendtipos utilizados no experimento safrinha foram os hibridos triplo e simples
SHS 5050 e BR 1030, respectivamente, e as variedades BRS 106 e BRS Sol da Manh& No
experimento safra s6 ndo foi utilizado o gendtipo BRS Sol da Manha dentre os citados.

Os gendtipos foram escolhidos por diferirem quanto a necessidade de fertilidade do
solo. Os gendtipos BRS 106 e BRS Sol da Manhd so indicados para solos de baixa
fertilidade e os gendtipos SHS 5050 e BR1030 séo indicados para solos de fertilidade boa a
moderada.

Os experimentos safrinha e safra tiveram 6 repeticdes por tratamento, o delineamento
fatorial em blocos ao acaso (Figuras 6 e 7) e parcelas com 5 linhas de 6 m de comprimento e 1
m de espacamento entre linhas. A &rea (til de cada parcelafoi de 10 nt.

Os fatores gendtipo e inoculagdo foram combinados com o fator nivel de adubacéo
nitrogenada, dando origem aos tratamentos. Os niveis de adubacdo nitrogenada foram 0, 40 e
80 kg ha" parceladas em duas aplicacdes, na forma de uréia

As varidveis andisadas foram: produtividade (massa de gréos secos a 14 % de
umidade — kg hal), teor de N no grdo, nimero de plantas, nimero de espigas por planta
(milho). O teor de N foi determinado pela digestdo conforme descrito em BREMNER &
MULVANEY (1982).

Os dados foram analisados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 1983) quanto a
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia (teste de Cockran e Bartlet),
em seguida foram feitas andlises de variancia com auxilio do programa SISVAR 4.6
(FERREIRA, 2003) num triplo fatoria onde para o fator inoculagcdo foi utilizado o teste de
Scott-Knott (SCOTT & KNOTT, 1974) a 10 % de probabilidade, para o fator nivel de
adubacdo foi utilizado o teste de regressdo a 5 % de probabilidade e para o fator gendtipo, o
teste Scott-Knott, atambém 5 % de probabilidade.

Figura 6. Desenho experimental dos tratamentos do experimento safrinha de 2005 em um

bloco.
GINOIO |GINOIH |GI1N40I0 |GI1N40IH
GINB8OIO | GIN80OIH | G2NOI0 | G2NOIH
G2N40I0 | G2N40IH | G2N80I0 | G2N80IH
G3NOI0O | G3NOIH | G3N40I10 | G3N40IH
G3N80I0 | G3N8OIH | G4NOIO | GANOIH
G4N40I0 | GAN4OIH | G4ANS80IO | GAN8OIH

Gl, G2, G3 e G4- gendtipos utilizados; NO, N40 e N80- Sem adubacéo e doses de adubagdo nitrogenada em kg
hal; 10, IH- Sem inoculaco e Inoculago com Herbaspirillum seropedicae (BR 11417).

Figura 7. Desenho experimental dos tratamentos do experimento safra de 2005/2006 em um

bloco.
GINOIO GINOIH | GIN40I0
GIN40IH | GIN80I0O | GIN8OIH
G2NO0IO0 G2NOIH | G2N4010
G2N40IH | G2N80I0 | G2N80IH
G3NO0IO G3NOIH | G3N40I0
G3N40IH | G3N80I0 | G3N80IH

G1, G2 e G3- genétipos utilizados, NO, N40 e N80- Sem adubaczo e doses de adubac&o nitrogenada em kg ha*;
10, IH, IB e IM- Sem inoculagdo e Inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae (BR 11417).
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34  Quantificacdo da FBN

Foram redlizadas amostragens nos experimentos de campo conduzidos visando
quantificar a contribuicdo de FBN na cultura do milho.

A quantificagdo da FBN para a cultura do milho foi realizada através da técnica de
diluicdo isotopica de *°N a partir da abundancia natural de *°N das plantas (SHEARER &
KOHL, 1986). Esta técnica pode ser empregada uma vez que o N do solo é enriquecido em
15N em comparagio ao N, do ar. A planta ndo fixadora apresenta uma abundancia natural de
15N muito semelhante a do N disponivel do solo, enquanto que a planta fixadora de N,
apresenta valores de abundancia de °N que mais se aproximam de zero quanto maior for a
atividade fixadora das bactérias a el as associadas.

Para a estimativa da FBN através da abundancia natural de *°N utiliza-se a seguinte
expressao:

(d*N planta néo fixadora ) - (d*N planta fixadora )

P =100 -
(dlsN ndo fixadora - B)

Onde, P é a % de fixacdo bioldgica de N, d™N n&o fixadora é o valor de d®N
encontrado na planta testemunha coletadas em cada parcela experimental e B é o fator de
correcd0 do fracionamento isotOpico ocorrido pelas plantas de milho crescendo
exclusvamente dependente da FBN (Neste estudo, foi considerado igua a zero, como
proposto por BODDEY et a., 2001).

Cada parcela teve uma linha plantada para a quantificacdo da contribuicdo de FBN.
Para anélise da abundancia natural de *°N foi feita a coleta da parte aérea, composta por folha
e colmo, na metade da fase de enchimento dos gréos. Esta parte aérea foi seca, moida,
amostrada na parcela dos tratamentos testemunha absoluta e testemunha inoculada (sem N)
nos gendtipos de milho SHS 5050 e BRS Sol da Manh&, no experimento safrinha e gendtipos
de milho SHS 5050 e BRS 106, no experimento safra.

No experimento safrinha, as plantas ndo inoculadas foram utilizadas como testemunha.
Ja, no experimento safra foram coletadas trés testemunhas em cada repeticao dos tratamentos
testados, as quais foram utilizadas para as estimativas de FBN. Foram elas: Cyperus rotundus
(“tiririca’), Portulaca oleracea (“beldroega’) e Eleusine indica (“capim pé-de-gainha’).

As amostras foram analisadas em espectrometro de massa Delta Plus da Embrapa
Agrobiologia
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

41  Selegao de Estirpesem Substrato Esterilizado

Para iniciar a selecdo de estirpes foram feitos experimentos em vaso contendo
substrato esterilizado, visando avaliar o efeito das bactérias inoculadas. Alguns isolados
mostraram-se promissores para os estudos de inoculagéo ja que foram mais eficientes que o
controle com 10 mg kg de N. Estas diferencas foram observadas principa mente no acimulo
de biomassa seca de parte aérea. Devido aisto, foram calculados percentuais de incrementos
ou valores relativos de acimulo de biomassa seca sobre o controle ndo inoculado e adubado
com a mesma dose de N que os tratamentos inoculados (20 kg ha de N). Optou-se pela
utilizacdo de valores relativos para facilitar a avaliagdo de diversos experimentos juntos.

Nesta fase, no hibrido SHS 5050, a inoculagdo com estirpes de Herbaspirillum spp.
mostrou valores relativos de biomassa seca de parte aérea que variaram de -12,14 (BR 11177
e BR 11182) a 42,45 % (BR 11421) (Figura 2).
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Figura 2. Valores relativos (%) de biomassa seca de parte aérea dos tratamentos inoculados
com Herbaspirillum spp. sobre a T20 (testemunha ndo inoculada e adubada com o
equivaente a 20 kg ha™ de N), na selecdo em substrato esterilizado, em milho hibrido
SHS 5050 - Médias de 6 experimentos. Dados originais em anexo.
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Os maiores valores foram observados em plantas inoculadas com a espécie H.
seropedicae. A inoculagcéo com as estirpes de H. seropedicae tem sido alvo de diversas
pesquisas e ja mostrou incremento significativo no acimulo de massa fresca de raizes e parte
aérea em plantas micropropagadas de cana-de-acUcar (OLIVARES, 1997, OLIVARES €t al.
2002), aumentos significativos de producio de grdos em arroz (GUIMARAES, 2000) e
aumentos na nutricdo mineral nitrogenada e promogdo de crescimento das plantas de milho
(RIGGS et a. 2001).

Na variedade BRS Sol da Manh&, a inoculacdo com estirpes de Herbaspirillum spp.
apresentou valores rel ativos de biomassa seca de parte aérea entre-11,32 (BR 11510) e 71,70
% (P74) (Figura 3). Neste gendtipo ndo foi notada uma prevaléncia de uma espécie, pois além
da H. seropedicae, as espécies H. rubrisubalbicans e H. frisigense também se sobressairam.
Também ndo foi observada correlacéo entre incremento de biomassa e origem dos isolados.
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Figura 3. Valores relativos (%) de biomassa seca de parte aérea dos tratamentos inoculados
com Herbaspirillum spp. sobre a T20 (testemunha n&o inoculada e adubada com o
equivalente a 20 kg ha'! de N), na selecéio em substrato esterilizado, em milho variedade
BRS Sol daManhé - Médias de 6 experimentos. Dados originais em anexo.

No hibrido SHS 5050, ainoculacdo com estirpes de Burkholderia spp. mostrou valores
relativos que variaram de —27,78 (BR 11807) a 29,63 % (BR 11340) (Figura 4).

A inoculagdo de estirpes do género Burkholderia promoveu menores valores de
biomassa seca de parte aérea do que a inoculagdo com Herbaspirillum, € mesmo os
incrementos foram de menor amplitude. Ainda neste gendétipo, os isolados do género
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Burkholderia testados, aqueles da espécie proposta B. brasilensis, apresentaram maiores
incrementos na variavel biomassa seca de parte aérea. Esta mesma espécie quando inoculada
em plantas de arroz da variedade IR42, contribuiu com 31 % do total de nitrogénio da planta,
tendo aumentado 69 % da biomassa das plantas (BALDANI et al., 2000) A cultivar de arroz
| AC4440, em condicbes de campo, teve sua producdo de gréos aumentada em torno de 50 %
guando inoculada com a estirpe M209 (BR 11345) e o acimulo de N nos graos, aumentado
em 90 % (GUIMARAES, 2001). Também em condicdes de campo, trabalhando com arroz de
sequeiro, variedade Guarani, ainoculagdo desta espécie de bactéria diazotrofica aumentou em
38 % a massa dos graos secos em relagao ao controle nao inocul ado.
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Figura 4. Valores relativos de biomassa seca dos tratamentos inoculados com Burkholderia
spp. sobre a T20, (testemunha ndo inoculada e adubada com o equivalente a 20 kg hat
de N) na selegdo em substrato esterilizado, em milho hibrido SHS 5050 - Médias de 6
experimentos. Dados originais em anexo.

ContribuicBes também foram observadas com a inoculagdo da espécie proposta B.
brasilensis na cultura da mandioca, onde a inoculagéo conjunta destes isolados com fungos
micorrizicos arbusculares promoveu aumento da parte aérea e raizes em 50 e 105 %,
respectivamente, em relacdo a inoculacdo do fungo isoladamente, e também se destacou em
relacdo a outras espécies de bactérias diazotroficas inoculadas (BALOTA et al., 1997).

Na variedade BRS Sol da Manhé, a inoculagdo com estirpes de Burkholderia spp.
apresentou valores relativos que variaram entre -59,43 (BR 11807) e 94,83 % (BR 11364)
(Figura 5).A inoculagdo dos isolados da espécie B. tropica teve maiores incrementos, neste
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gendtipo, e as melhores foram isoladas de diferentes plantas. Varias respostas negativas
continuaram a ser observadas na inoculacéo deste género.
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Figura 5. Vaores relativos de biomassa seca dos tratamentos inoculados com Burkholderia
spp. sobre a T20 (testemunha n&o inoculada e adubada com o equivaente a 20 kg ha'*
de N), na selecdo em substrato esterilizado, em milho variedade BRS Sol da Manha -
Meédias de 6 experimentos. Dados originais em anexo.

Os incrementos na variedade BRS Sol da Manha tiveram uma maior amplitude de
resposta e foram maiores que os do hibrido (Figura 6). Quando se avaliam diferentes tipos de
gendtipos, como hibridos e variedades em diferentes condigdes ambientais um
guestionamento que surge é com relagdo a maior estabilidade dos materiais em funcdo do
grupo a que pertencem. BLECKER & LEON (1988) comentam que a estrutura genética da
populacdo pode influenciar no resultado da interagdo gendtipo x ambiente, uma vez que €
esperado gque gendtipos heterozigotos sejam menos suscetiveis as variagdes ambientais que 0s
homozigotos, e que populacbes heterogéneas sgiam mais tolerantes que as homogéness.
Existem inUmeros trabalhos com a cultura do milho que permitem inferir ndo haver uma
relacdo fixa quanto a homogeneidade ou heterogeneidade do material e sua estabilidade, pois
€ possivel selecionar materiais mais estaveis em qualquer grupo: variedades ou hibridos
(LEMOS, 1976; NASPOLINI FILHO, 1976; GOMES, 1990; MUNIZ, 1995, RIBEIRO et al.,
2000; CARDOSO et d., 2003). O que se pode afirmar € que, dentre os dois gendtipos
testados, a variedade teve maior potencial de resposta nesta condicdo mais desfavoravel,
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atribuida ao substrato utilizado, que ndo favoreceu o acUmulo de biomassa nas plantas,
indicando a maior adaptabilidade deste material a esta condicéo.

De maneira gera, a inoculagcdo e isolados do género Herbaspirillum, resultou em
maiores incrementos de biomassa do milho do que a inoculacdo de isolados do género
Burkholderia (Figura 6). Isto pode ser atribuido a diferenca no modo de infecgéo,
colonizacdo, estabelecimento endofitico e atividade em associacdo com a planta dos dois
géneros, sendo que o Herbaspirillum tem capacidade de estabelecimento endofitico
(SCHLOTER et a., 1994; BALDANI, 1996a; PERIN et a., 2003), colonizando
preferencialmente tecidos vegetais internos, enquanto que Burkholderia coloniza mais
superficialmente, com caréter rizosférico. Isto foi verificado em estudos de microscopia
eletrénica em plantulas de arroz inoculadas com os isolados M130 e M209 de Burkholderia
spp., que revelaram maior ocorréncia de bactérias na rizosfera das raizes primarias e
secundarias, com colonizagdo de algumas células da epiderme das raizes e, em apenas alguns
casos, foi observada a colonizagéo do xilema (BALDANI, 1996b). Isso indica que esta
bactéria coloniza provavel mente a rizosfera, e posteriormente, o interior das plantas.
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Figura 6. Médias de incrementos de biomassa seca dos tratamentos inoculados com
Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp. sobre a T20 (testemunha ndo inoculada e
adubada com o equivaente a 20 kg ha* de N), na selecdo em substrato esterilizado, em
milho hibrido SHS 5050 e milho variedade BRS Sol da Manha.

Outro motivo que pode explicar as diferentes respostas dos gendtipos utilizados a
inoculacdo dos isolados das espécies Uutilizadas é afinidade entre estirpes e cultivares
(PATRIQUIN et al., 1983; WANI et al., 1990; OLIVARES et al., 1997; BASHAN &
HOLGUIM, 1997) ou entre bactéria e espécie de plantas (BALDANI & DOBEREINER,
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1980; PENOT et al., 1992). Estes autores sugerem gue as estirpes isoladas do interior das
raizes (apés a esterilizagdo superficial) sGo muito mais eficientes e que se deve utilizar
estirpes homologas, isto €, isoladas do mesmo tipo de planta que se desga inocular,
especialmente quando a populagdo nativa esta presente (BODDEY & DOBEREINER, 1988;
WANI, 1990; FAVILLI et a., 1987; SUMNER, 1990).

Buscando avaliar o carater homdlogo, todos os isolados obtidos de plantas de milho,
gue contribuiram ou ndo na producdo de massa seca nos experimentos em substrato
esterilizado, foram testados em substrato ndo esterilizado.

Foram selecionados 21 isolados, sendo 10 de Herbaspirillum spp. e 11 isolados de
Burkholderia spp., avaliados nos dois gendtipos de milho (Figura 7). Admite-se que em
substrato esterilizado ndo houve contribuicdo de outras bactérias, ou seja, estes isolados foram
selecionados devido a sua contribuigdo individual.
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Figura 7. Valores relativos de biomassa seca dos tratamentos inocul ados sel ecionados sobre a
T20 (testemunha ndo inoculada e adubada com o equivalente a 20 kg ha! de N) em
substrato esterilizado.

Este modelo de selecdo se mostrou adequado, pois possibilitou a selecdo de muitos
isolados de bactéria em curto prazo.
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42  Selecao de Estirpesem Substrato Nao Esterilizado

Para esta etapa, dentre os 21 selecionados buscouse 0 melhor isolado nos dois
gendtipos em condicBes de competicdo com outros microrganismos nativos, tendo em vista
gue nesta fase o0 substrato ndo foi esterilizado.

Os valores relativos de biomassa seca nesta fase variaram entre — 13,77 e 63,82 %
superior a testemunha adubada e ndo inoculada (Tabela 8).

Tabela 8. Valores de biomassa seca (MSPA) e valores relativos das estirpes testadas em
substrato ndo esterilizado.

Estirpes M SPA (g) V.rI. M SPA (g) % deinc
Herbaspirillum spp. SHS 5050 BRS Sol da Manha
BR 11176 11,52+1,18 -1,92 11,23+ 1,26 0,67
BR 11177 12,78 £ 1,39 8,82 12,04 £ 1,37 7,98
BR 11178 1249+ 15 6,39 11,94+ 0,82 7,09
BR 11179 11,68+ 1,54 -0,55 10,83+ 1,00 -2,91
BR 11182 12,48 £ 0,84 6,26 10,28 £ 2,18 -7,85
BR 11417 9,96+0,71* 63,82 13,37+ 2,44 43,56
BR 11421 6,88 + 1,48 13,16 10,72+ 1,18 15,02
BR 12229 6,04 £ 0,57 -0,66 10,01+ 2,51 7,40
BR 12233 8,12+ 0,25* 33,55 9,13+ 3,85 -2,04
GSF28 7,60+ 1,04* 25,00 8,56 + 3,87 -8,15
Burkholderia spp.

BR 11340 6,96 + 1,36 14,47 9,98+ 3,14 7,08
BR 11364 572+0,72 -5,92 8,97 £ 0,80 -3,76
BR 11821 7,76 £ 0,42 * 27,63 9,79+ 4,30 5,15
BR 11826 76+£0,37* 25,00 10,9+ 3,83 17,06
BR 11905 12,25+ 1,20 4,34 9,97+ 1,20 -13,77
BR 11909 11,24+ 0,34 -4,26 11,07+ 1,63 -0,76
BR 11911 11,97+ 1,76 1,92 11,34 + 0,67 1,70
BR 11914 12,24 + 0,85 4,26 11,08 £ 1,69 -0,67
BR 11915 13,93+ 1,59 18,61 11,43+ 0,82 2,47
BR 12149 6,88 + 0,62 13,16 11,81+ 2,19 26,72
BR 12166 6,80 + 0,60 11,84 9,96 + 4,05 6,87

MSPA - Matéria seca de parte aérea em gramas; V.r.- valor relativo sobre a testemunha néo incocul ada e adubada
com 20 kg ha™ de N; SHS 5050 — milho hibrido; BRS Sol da Manha — milho variedade. As médias de MSPA
seguidas com * diferiram da testemunha ndo incoculada e adubada com 20 kg ha* de N &5 % de probabilidade
pelo teste Scott-Knott. Dados originais em anexo. Médias e valores de MSPA de 3 experimentos.

Nesta etapa, assm como na anterior, ndo foi observado um melhor desempenho das
estirpes isoladas de milho (BR 11176, 11177, 11178, 11179, 11182, 11905, 11909, 11911,
11914 e 11915 — Tabela 8), isto €, de estirpes homdlogas, sugerindo ndo haver especificidade
hospedeira. 1sto pode ser uma vantagem, pois no futuro pode ser proposto um inoculante
Unico para diversas culturas.

Nesta fase o hibrido SHS 5050 teve maiores incrementos de biomassa seca de parte
aérea que a variedade BRS Sol da Manha (Figura 8), esta, por sua vez, nao respondeu a
melhoria das condi¢bes atribuida ao substrato. Portanto, temse uma situagéo clara da
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interacdo gendtipo com ambiente havendo muita diferenca entre os materiais, 0 que era
desgjado, pois um dos objetivos deste trabalho € selecionar uma estirpe para a cultura do
milho e quanto mais distantes fossem as cultivares testadas, maior a abrangéncia de utilizacéo
da bactéria selecionada.
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Figura 8. Médias de incrementos de biomassa seca dos tratamentos inoculados com
Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp. sobre a T20, na selecdo em substrato n&o
esterilizado, em milho hibrido SHS 5050 e milho variedade BRS Sol da Manha

Dentre os isolados testados, o0 isolado Herbaspirillum seropedicae BR11417 (ZAE94)
apresentou maior potencial para ser utilizado como inoculante para cultura do milho. Esta
espécie tem sido avo de inUmeros estudos, principalmente pela sua ocorréncia em maior
nimero de plantas estudadas.

Inimeros experimentos ja foram conduzidos para avaliar o potencia de fixagdo
biol 6gica de nitrogénio de estirpes de Herbaspirillum seropedicae em associagdo com cereais.
Os resultados iniciais ndo mostraram efeitos positivos da inoculacdo em plantas de sorgo
(PEREIRA et a., 1988) e milho (PEREIRA & BALDANI, 1995). No caso da cultura do
arroz, a inoculacdo de estirpes de H. seropedicae promoveu aumento na producéo de gréos
equivalente a aplicacdo de 40 kg ha* (PEREIRA & BALDANI, 1995). A inoculacdo com as
estirpes 267 e HRC54 de H. seropedicae em plantas micropropagadas de cana-de-agUcar,
mostraram incremento significativo no acimulo de massa fresca de raizes e parte aérea aos 24
dias apbs a inoculacdo e massa fresca de parte aérea aos 64 dias apOs a inoculacéo
(OLIVARES, 1997).
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Figura 9. Incrementos de biomassa seca sobre a T20 (testemunha n&o inoculada e adubada
com o equivalente a 20 kg ha' de N) de dois genétipos de milho inoculados com a
estirpe Herbaspirillum seropedicae BR 11417 cultivados em substrato esterilizado e ndo
esterilizado.

Em estudos mais recentes, foi observado que a FBN depende do gendtipo da planta e
sua interacdo com as diversas estirpes utilizadas (BALDANI et al., 2000; REIS et a., 2000).
Quando estirpes de Herbaspirillum foram testadas em casa de vegetacdo e campo, pode-se
observar a influencia da variedade de arroz na resposta a inoculacdo com aumentos
significativos de produczo de grdos (GUIMARAES, 2000). A inoculagio com as estirpes Z67
e HRC54 de H. seropedicae em plantas micropropagadas de cana-de-aglicar, mostrou
incremento significativo no acimulo de massa fresca de raizes e parte aérea aos 24 dias apos a
inoculacdo e massa fresca de parte aérea aos 64 dias apds a inoculacdo (OLIVARES et dl.,
1997). A inoculagdo da estirpe HRC54 e Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL 5,
em cana-de-agUcar estimulou a atividade da H+ ATPase, provocou mudancas morfol 6gicas
radiculares e incremento de nutrientes na fase inicial do estabelecimento, e H. seropedicae
contribuiu para o incremento da biomassa radicular, &rea foliar, conteldo de clorofila e
contetido de nutrientes (OLIVARES et a., 2002). RIGGS et a. (2001) mostrou incrementos
significantes na produtividade de milho quando inoculado com H. seropedicae ZMS 152 e
Klebsiella pneumoniae 342, devido a aumentar a nutricdo mineral nitrogenada e promover o
crescimento das plantas.
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43 Testede Estirpesem Condigdes de Campo

De modo geral, foi observada a superioridade dos hibridos de milho BR 1030 e SHS
5050 sobre as variedades BRS Sol da Manhd e BRS 106 na safrinha ou sobre a variedade
BRS 106 na safra

As andlises edtatisticas ndo evidenciaram efeitos significativos dos tratamentos de
inoculacdo, somente de gendtipos e de adubacdo, embora a inoculagdo tenha promovido
aumentos de 24 a 34 % na produtividade em relacéo ao controle.

Diferencas significativas entre o nimero de plantas e 0 nimero de espigas ndo serdo
discutidos somente apresentados em anexo (Tabelas 24, 25, 27 e 28), pois foram analisados
com intuito de controlar falhas ou justificar diferencas, caso fossem observadas.

Serdo apresentados em detal hes apenas os resultados de produtividade de gréos, pois
no teor de N ndo foram observadas diferencas estatisticas que justificassem seu detalhamento
e estdo no anexo (Tabelas 26 e 29) desta dissertacéo.

No experimento safrinha uma das repeticdes foi perdida, devido a incidéncia de
capivaras naregido, sendo analisado com cinco repeticoes.

4.3.1. Produtividade de graos na safrinha

No experimento na safrinha (Tabela 9) os hibridos tiveram produtividades superiores
as variedades testadas, sendo o gendtipo BR 1030 mais produtivo que o SHS 5050. Este, por
sua vez, foi melhor que as variedades testadas, diferindo estatisticamente pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Esta superioridade dos hibridos era, de certa forma, esperada e
foi verificada também em todos os niveis de adubacdo pelo teste de regressdo, a 5 % de
probabilidade. Neste fator adubacdo o modelo linear foi o que melhor se aplicou, com
coeficiente de determinacéo (R?) de 99,45 %, o que indica que, na maior dose houve, em
geral, amaior produtividade.

Como foi mencionado anteriormente, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos de inoculacdo pelo teste de média Scott-Knott a 10 % de probabilidade.
Entretanto, a 13 % foi verificada a interacéo dos fatores adubagéo nitrogenada e inoculagdo
com o gendtipo BR 1030, promovendo, em média, um incremento de 500 kg de gréos ha*
quando inoculado. Na dose de 40 kg de N ha (dose intermediéria) a inoculacdo promoveu
um aumento ainda maior, o que correspondeu a um incremento de 848 kg de gréos ha'?, valor
de produtividade ndo atingida nem quando aplicada a maior dose de N (80 kg de N ha'') com
inoculagdo ou ndo. Isto sugere que a combinacdo mais eficiente para este genotipo
corresponde a inoculacéo com a dose intermediaria de adubagdo nitrogenada.

O hibrido triplo SHS 5050 inoculado, quando adubado com a dose intermediaria de N,
atingiu produtividade equivaente ao controle quando adubado com o dobro de N. Isto sugere
que a inoculagio pode suprir até 40 kg hal de N para atingir a mesma produtividade de gréos
de milho. Resultados similares foram observados em arroz, onde tratamentos com as estirpes
BR 11417 e BR 11340 proporcionaram resultados estatisticamente iguais ao tratamento
adubado para a variedade IR42 (FERREIRA, 2004) e trigo, onde tratamentos inoculados com
a estirpe JAO4 de Azospirillum brasilense adubados com 15 kg de N ha' acumularam
guantidade idéntica de N-total e produtividade de gréos estatisticamente igual ao tratamento
com 60 kg de N ha! (DIDONET et al., 1996).

Ja a variedade BRS 106, quando inoculada, apresentou incremento na maior dose de N
de 24 % a mais que o controle ndo inoculado (616 kg de grdos ha! a mais). No entanto, o
valor de produtividade desta combinacdo da inoculagdo com a maior dose de N foi bem
préximo do controle adubado com 40 kg ha™* de N. Isto pode ter ocorrido devido perdas de N
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no solo, pois a adubacéo foi feita com uréia ndo incorporada, forma facilmente lixiviada e/ou
volatilizada. Nas demais doses de N, a inoculagdo deste gendtipo teve efeito negativo sobre a
produtividade.

A inoculacdo da variedade BRS Sol da Manha aumentou a produtividade em 354 kg
de gréos hal, ou sga, 13 % de aumento em relagdo ao controle, somente na auséncia da
adubacdo nitrogenada. Portanto, para BRS Sol da Manhd, a viabilidade da inoculacdo s
ocorre quando ndo se faz adubacdo nitrogenada. Este gendtipo s6 foi testado neste
experimento, devido a ndo disponibilidade de sementes.

4.3.2. Produtividade de gr &os na safra

No experimento na safra (Tabela 10), o hibrido (SHS 5050) teve, novamente,
produtividade superior a variedade testada (BRS 106) diferindo estatisticamente pelo teste
Scott-Knott a5 % de probabilidade.

O hibrido triplo SHS 5050, quando adubado com 40 kg ha' aingiu novamente
produtividade equivalente ao controle quando adubado com o dobro da dose, indicando ser
esta. a melhor combinagao.

A inoculacgo da variedade BRS 106 promoveu incremento de 21 % (490 kg ha a
mais) na maior dose de N, mas a produtividade obtida foi equivalente ao controle com a dose
intermediaria de N, indicando que houve efeito negativo da inoculacdo neste gendtipo., da
mesma forma vista no experimento safrinha.

Os resultados foram semelhantes aos obtidos no experimento safrinha o que aumenta
sua confiabilidade. A inoculagdo da estirpe BR 11417 de Herbaspirillum seropedicae
aumentou a produtividade de gréos em até 34 % em combinacdes diferenciadas de genétipo e
adubacdo, indicando a existéncia da interacéo entre os fatores testados.

Estes incrementos apesar de ndo diferirem estatisticamente correspondem a ganhos de
até 900 kg ha'*, sugerindo que existe aplicabilidade deste estudo para a agricultura.

Para a melhor utilizac8o destes microrganismos na cultura do milho € necessario obter
maiores conhecimentos da sua ecologia e dinamica populacional, tendo em vista as condi¢oes
fisicas, quimicas, e, principamente, biolégicas, do solo. Ha necessidade, portanto, de estudos
de ecologia, fisiologia e genética destes grupos de microrganismos, bem como de suas
interacBes com as plantas, pois esta bastante clara a influéncia destas bactérias nas plantas,
sendo cada interacdo bastante especifica. Torna-se, assim, imprescindivel a busca de maior
conhecimento para que as interagbes do milho com os microrganismos do solo possam ser
melhor entendidas, e consequientemente, melhor manejadas.
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Tabela 9. Produtividade de gréos (kg ha) de genétipos de milho SHS 5050, BR 1030, BRS Sol da Manhd e BRS 106 em experimento
safrinha/2005, inoculados com a bactéria Herbaspirillum seropedicae BR 11417 ou ndo inoculados, sob diferentes doses de adubacdo
nitrogenada (0, 40 e 80 kg ha* de N). Médias de 5 repeticdes.

Trat. SHS 5050 BR 1030 BRS Sol da Manha BRS 106 M édias
Nitrogénio NI I INCR NI I INCR NI I INCR NI I INCR
0 3.526 3.115 -411 3.912 4.429 517 2.719 3.073 354 2.694 2.440 -254 3.239
40 3.604 3.748 144 3.993 4.841 848 2.935 2.973 38 3.341 2.403 -938 3.480
80 3.735 4.061 326 4.362 4.469 107 3431 3.289 -142 2.533 3.149 616 3.629
M édias 3.622 3.641 19 4.089 4.580 491 3.028 3.112 84 2.856 2.664 -192 3.449
3.632b 4334 a 3.070c 2.760 c
Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. NI = tratamento ndo inoculado; | = tratamento

inoculado; INCR = incremento em relagdo a testemunha sob mesmo nivel de N-mineral.

Tabela 10. Produtividade de gréos (kg ha') de genétipos de milho SHS 5050, BR 1030 e BRS 106 em experimento safra 2005/2006, inocul ados
com a bactéria Herbaspirillum seropedicae BR 11417 ou ndo inoculados, sob diferentes doses de adubacao nitrogenada (0, 40 e 80 kg ha™*
de N). Médias de 6 repeticoes.

Trat. SHS 5050 BRS 106

Nitrogénio NI | INCR NI I INCR Medias
0 3.168 2.996 -172 2.710 1680 -1.030 2981
40 2.659 3.562 903 2.768 2.498 -270 3.463
80 3.804 3.306 -498 2.358 2.848 490 3.370
Médias 3.210 3.288 78 2.612 2.342 -270 3.271
3.249 a 2477b
Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. NI = tratamento ndo inoculado; | = tratamento

inoculado; INCR = incremento em rel agdo a testemunha sob mesmo nivel de N-mineral.
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4.4  Quantificacdo da FBN

A avaiagdo da quantificacdo da FBN, apresentada nas tabelas 11 e 12, demonstra a
capacidade dos gendtipos de milho obterem N derivado da FBN para o seu desenvolvimento
nos experimentos de safrinha e safra. Para estas avaliagOes foram utilizadas apenas as parcelas
gue ndo receberam adicdo de N mineral, buscando-se evitar efeitos de diluicdo isotépicado N
do solo, através do uso de fertilizantes minerais nitrogenados.

Na safrinha, as plantas ndo inoculadas foram usadas como controle na determinacéo
das contribuic¢des de FBN. Para isto, admitiu-se que as contribui¢des da FBN nestas plantas
através da associacdo com a microbiota diazotréfica nativa (ndo inoculada), ocorreu de forma
uniforme para todos os tratamentos testados. Portanto, os valores apresentados referem-se ao
ganho de FBN obtidos através do uso da inoculagdo com a estirpe selecionada de
Herbaspirillum seropedicae BR 11417, além da provavel contribuicdo da FBN proveniente de
espécies diazotréficas de ocorréncia ratural e, portanto, os valores observados estariam, no
minimo, subestimados.

Observouse (Tabela 11) que nestas avaliacOes redizadas, a taxa de FBN no hibrido
SHS 5050 inoculado foi significativamente superior a variedade BRS Sol da Manha
inoculada, com 45 % do N proveniente da FBN. Em experimentos conduzidos em casa de
vegetacdo, esta variedade, quando em substrato esterelizado, teve biomassa seca de parte
aérea superior ao hibrido, mas em substrato néo esterelizado foi inferior. Tais resultados
sugerem que esta variedade tem uma adaptacdo as espécies nativas e por isso ndo foi
observada contribuigéo.

Tabela 11. Vaores médios de d*°>N e FBN dos tratamentos de inoculagzo, estimados através
da andlise de abundancia natural de °N de plantas de milho na safrinha

Tratamentos d®N ndoinoculada  d™N inoculada FBN (%)
BRS Sol daManha 934+126b 9,32+3,12b 0
SHS 5050 12,56 + 8,57 c 6,93x1,13a 44,86

Médias de 2 repeti¢des, utilizando plantas ndo inoculadas como controle para a FBN. Letras iguais ndo diferem
significativamente pel o teste Scott-Knott a5 % de probabilidade.

Nas avaliagOes realizadas na safra, cada tratamento apresentou taxas de FBN calculada
em funcdo de trés testemunhas. Observouse (Tabela 12) que o valor médio de FBN no milho
hibrido inoculado foi de 36 % de N proveniente de FBN, se egquiparando ao encontrado no
experimento safrinha, de 45 %, o0 que parece confirmar a melhor eficiéncia na transferéncia do
N biologicamente fixado nas plantas deste genétipo, mesmo em condi¢bes climaticas
digtintas. Estes valores indicam que a eficiencia da FBN associada com milho é
aparentemente mais estavel que na cultura de cana-de-agUcar, onde foram observadas
variagcbes de 0 a 70 % na contribuicdo da FBN em 48 lavouras comerciais no Brasl
(POLIDORO, 2001).

Na variedade BRS 106, embora o vaor de delta °N no tratamento inoculado seja
significativamente menor que o ndo inoculado, indicando uma maior contribuicdo da FBN,
ndo se observou valores médios de FBN que certificassem tal indicagdo. Isto pode sr em
decorréncia da planta tiririca, usada como uma das testemunhas, ter apresentado baixos
valores de delta, o que também foi verificado em POLIDORO (2001). Explicagdes para este
fato ainda ndo foram encontradas até o0 momento, porém acredita-se que ocorre, entre outros
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fatores, & contribuicso da FBN nesta espécie, como o fendmeno da diminuicdo de 1°N na parte
aérea das plantas.

A tiririca, de nome cientifico Cyperus rotundos pertence a familia Cyperacea e produz
peguenos tubérculos de alto poder germinativo, ricos em fitorménios. Segundo VOLZ (1977),
as raizes de plantas do género Cyperus podem aumentar a atividade de bactérias
desnitrificadoras, com conseqiiente diminuicdo da disponibilidade de N o que pode estar
favorecendo a FBN, justificando os resultados aqui verificados.

Tabela 12. Vaores médios de d™®N e FBN dos tratamentos de inoculagio e ndo inoculacéo,
estimados através da andlise de abundancia natural de °N de plantas de milho e

testemunhas na safra.
Tratamentos d™N milho d®™N test. FBN (%)
*7,27+£0,97 a 0.00
BRS 106 ndo inoculada 734+107Ba 963+081b 23.67
9,82+0,20b 25.25
Médias - 8,91+ 1,38 16,34 + 14,17
*6,69+046b 11.91
BRS 106 inoculada 590+149Aa 7,56+£054Db 22.00
92+0,62c 35.92
Médias - 7,82+1,19 23,28+ 12,05
* 8,75+ 0,82b 17.75
SHS 5050 néo inoculado 7,19+098Ba 9,19+ 0,68b 23.95
9,46 + 0,52b 21.69
Médias - 9,13+ 0,69 21,13+ 3,14
*8,63+0,83b 31.50
SHS 5050 inoculado 591+ 113Aa 952+0,57b 37.87
9,57+ 0,75b 38.23
Meédias - 9,23+0,79 35,87+ 3,79

Médias de 4 repeticBes, utilizando testemunhas como controle para a FBN. Letras iguais ndo diferem
Si ]%nificativamente pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Letras mailsculas comparam os valores de
d™N de plantas de milho entre os tratamentos e |etras mintsculas comparam d*°N do milho com as testemunhas
dentro de cada tratamento. * - “tiririca’ ou Cyperus rotundus.

Os resultados da andlise de abundancia natural de °N demonstram diferencas
significativas na eficiéncia de FBN, entre os gendtipos testados. Esta variacdo provavelmente
€ determinada pela interacdo planta-bactéria, discutida em diversas pesquisas, sendo um dos
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pontos importantes para 0 maior aproveitamento da FBN em poaceas (REIS et a., 2006).
Diversos autores (LIMA et al., 1987; URQUIAGA et d., 1992; YONEYAMA et al., 1997,
ASIS et al., 2002) documentaram diferencas em quantidades de nitrogénio fixado, entre os
cultivares de cana, reafirmando a existéncia da interacdo planta-bactéria.

Os dois gendtipos estudados foram desenvolvidos para ambientes de cultivo distintos,
e possuem caracteristicas contrastantes quanto a necessidade de adubacdo e algumas
carateristicas agrondmicas. O hibrido SHS 5050 é muito utilizado quando se busca altas
produtividades em condic¢des 6timas de adubacdo e disponibilidade de &gua. As variedades
BRS Sol da Manhé e a BRS 106 foram selecionadas parater eficiéncia no uso do nitrogénio e
por isso sd0 recomendadas para locais com baixa fertilidade natural ou para produtores que
utilizam pouco ou nenhum insumo em sua propriedade. Entdo, se esperava maior contribuicéo
da FBN nas variedades, o que ndo foi verificado.

Uma diversidade de diazotroficos tem sido identificada em milho (BALDANI et al.,
1980, 1986, 1996b; CHELIUS & TRIPLETT, 2000, 2001; PERIN et al., 2006) e descritas
como rizobactérias promotoras de crescimento, mas ndo tem sido claramente documentada a
contribuicdo da FBN para a culturado milho (CHELIUS & TRIPLETT, 2000; GUTIERREZ-
ZAMORA & MARTINEZ-ROMERO, 2001). Este também é o caso de outras ndo
leguminosas associadas com bactérias diazotroficas (FUENTES-RAMIREZ et a., 1999;
BISWAS et a. 2000a b; JAMES, 2000; GILLER & MERCKX, 2003). Entretanto, a
atividade de reducao de acetileno e incorporacdo de N em milho tem sido reportada (BULOW
& DOBEREINER, 1975; RENNIE, 1980; ALEXANDER & ZUBERER, 1989; RIBAUDO et
al., 2006). GARCIA DE SALAMONE et al. (1996) verificaram através da técnica da diluicéo
isotopica de *°N que a inoculagdo com Azospirillum spp. contribuiu com significantes niveis
de FBN dependendo do gendtipo de milho.

Os gendtipos BRS 106 e SHS 5050, avaliados na safra apresentaram taxas de FBN em
torno de 44 e 67 % superiores quando inoculados com a bactéria H. seropedicae.

Desta forma, o hibrido SHS 5050 inoculado com a estirpe BR 11417 de
Herbaspirillum seropedicae em condigbes de campo apresentou uma maior capacidade de
obter contribuicdes para sua nutricdo nitrogenada através da FBN que as variedades,
inoculadas com a mesma estirpe, o que ficou confirmado nos dois experimentos realizados em
épocas diferentes.
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5 CONCLUSOES

A estirpe BR 11417 (ZAE94) de Herbaspirillum seropedicae apresenta maior
potencial como insumo biologico para a cultura do milho em experimentos conduzidos em
casa de vegetacéo.

Na safrinha a inoculagéo da estirpe de H. seropedicae BR 11417, aplicado no hibrido
BR 1030, € suficiente para manter a produtividade da cultura.

Pela técnica da abundancia natural de N, o hibrido SHS 5050 recebe contribuicgo de
45 e 36 % de N provenientes da FBN nos experimentos de safrinha e safra.

No experimento safra a inoculagdo com a estirpe BR 11417 de Herbaspirillum

seropedicae aumenta a contribuicdo de N proveniente da FBN em 44 e 67 % na variedade
BRS 106 e no hibrido SHS 5050.
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7 ANEXOS

7.1  Meios de Crescimento Utilizados— Composi¢éo por Litro:

Solucgdo e micronutrientes para meio de cultura

NaMo00O;.2H,0 0,200g
MnS0O4.H.O 0,2359
H3BO:s. 0,280g
CuS04.5H,0 0,008g
ZnS04.7H0O 0,0249

Completar o volume para 200 mL com agua destilada.

Solucéo de vitaminas

Biotina 10 mg

Piridoxol —HCI 20mg

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100 mL com agua destilada e manter a
solucdo em geladeira.

JMV

Manitol 59
K2HPO, sol. 10 % 6 mL
KH2PO, sol. 10 % 18 mL
Mg SO4.7H,O sol. 10 % 2mL
NaCl sol. 10 % 1mL
CaCl,.2H,0 sol. 1% 2mL
FEEDTA sol. 1,4 % 4mL
Azul de bromotimol, solucdo 0,5% em0,2N deKOH  2mL
Solucao de micronutrientes para meio de cultura 2mL
Vitamina para meio de cultura 1mL
KOH 459
Extrato de levedura 100 mg

Completar para 1 L com &gua destilada.
Ajustar o pH para4,2-5,4.
Adicionar 25 g de agar.
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JNFb

Acido médico

KoHPO, s0l. 10 %
KH.POy4 s0l. 10 %
NaCl sol. 10 %
CaCl,.2H,O 0l.1%
FeEDTA s0l. 1,4 %

Azul de bromotimol, solucéo 0,5 % em 0,2 N de KOH
Solucédo de micronutrientes para meio de cultura
Vitamina para meio de cultura

KOH

Extrato de levedura

Completar para 1 L com &gua destilada.

Ajustar o pH para5,8.

Adicionar 15 g de agar.

DYG'S

Glicose

Acido mdlico

Peptona bacteriol 6gica
Extrato de levedura
KoHPO,

MgSO4.7H20

Acido glutamico

Agua destilada

pH 6,0 para Herbaspirillum.
pH 5,5 para Burkholderia

6 mL
18 mL
2mL
ImL
2mL
4mL
2mL
2mL
1mL
45¢g
20mg

2049
209
159
2049
0549
05¢g
159
1000 mL
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7.2 Médiasdos Experimentos

7.2.1 Tabelas com as médias de todas as variaveis avaliadas nos experimentos em
substrato esterilizado em casa de vegetacao

Tabela 13. Producéo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
gendtipo SHS 5050 de milho cultivado em substrato esterilizado (experimento 1).
Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %
BR 11364 159b 1357 065a 14234b 31,27b 083a
BR 11826 145b 357 069a 181,89a 3548b 090a
BR 12166 1,44b 286 055a 157,00b 3283b 0,88a
BR 11365 1,40b 000 068a 15289b 3549b 0,77a

BR 12164 1,37Db -2,14 06la 21933a 4836a 082a
BR 11363 1,36 b -286 063a 18605a 3260b 0,80a
BR 11366 1,30b -714 062a 23849a 5050a 0,79a
BR 12165 1,22b -1286 059a 20893a 40,71a 083a
TO 031c -7786 024b 8765b 1930b 080a
T20 1,40b 000 058a 19256a 4233a 080a
T40 290a 107,14 0,79a 268,70a 6143a 1,08a
Ccv 48,46 - 35,81 39,60 36,86 15,16

Os valores sguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relagdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de raiz @); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variagdo (%).

Tabela 14. Producdo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
gendtipo SHS 5050 de milho cultivado em substrato esterilizado (experimento 2).

Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %

BR 11417 2,92b 2586 096b 206,78a 4319a 0,60a
BR 11198 2,84b 2241 104b 26953a 44,70a 0,62a
BR 12229 2,69b 1505 150a 28520a 4509a 0,63a
GSF28 2,65b 1422 093b 23647a 37,098 0/58a
BR 12232 251b 8,19 104b 24523a 4440a 062a
BR 11510 2,50 b 776 127a 25238a 57,77a 062a
GSF30" 2,47Db 6,47 133a 23019a 4737a 063a
BR 11194 245b 560 089b 22856a 4749a 0,63a
BR 11191 2,37b 216 083b 22932a 4108a 058a
BR 11335 2,37b 216 094b 22309a 4238a 06la

P74 2,32b 0,00 1,35a 24836a 5441a 058a
TO 051c -78,02 0,69b 132,72a 2742a 054a
T20 2,32b 000 1,7/0a 237,04a 48,7/8a 0,68a
T40 3,65a 5733 189a 30968a 6138a 0,72a
CVv 28,20 - 47,99 29,24 36,12 7,03

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relacdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha™; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variagéo (%).



Tabela 15. Producdo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
genGtipo SHS 5050 de milho cultivado em substrato esterilizado (experimento 3).
Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %
BR 11340 2,80a 2963 075a 29567a 4330a 061b
BR 11821 2,55a 1806 068b 26528a 3823a 065a
BR 12149 253a 17,13 0,73a 27169a 40,74a 060b

KP23' 2,34b 833 064b 249948 3877a 066a
BR 12234 2,16b 000 066b 261,39a 4066a 063b
BR 11816 2,06 b -463 056b 24994a 3954a 068a
TVV75' 1,96 b -926 058b 240,71a 3530a 060D

BR 11822 1,78b -1759 057b 23228a 3359a 066a
BR 11815 1,77b -18,06 054b 24277a 3643a 0,63b
BR 11807 156 b -27,78 047c 21443a 3l,14a 059D

TO 044c -7963 0,23d 102,05b 1765a 0,77a
T20 2,16b 000 062b 25236a 3704a 0,74a
T40 2,98 a 3796 090a 30855a 46,39a 0,68a
CVv 30,84 - 2943 24,07 26,52 9,03

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relacdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variacdo (%).

Tabela 16. Producéo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
gendtipo SHS 5050 de milho cultivado em substrato esterilizado (experimento 4).

Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %

BR 11421 1,983 -1000 06la 22234a 3066b 098a
BR 12233 1,71b -2227 052a 25295a 3066b 088D
BR 11175 1,68b -2364 047b 22759a 3217b 084b
BR 11765 1,68b -2364 053a 30353a 49, 76a 099a
BR 12230 1,65b -2500 06la 232,26a 3156b 085b
BR 11818 157b -2864 058a 24838a 3635b 088D
BR 11504 1,60b -2727 0/75a 250,70a 31,66b 0,90b
BR 11192 1,32b -40,00 068a 23532a 3254b 100a
BR 11181 1,25b -4318 063a 201,67a 26,09b 092b

T0 1,39b -36,82 062a 8455b 1154c 08lb
T20 2,20a 0,00 055a 23635a 3540b 103a
T40 2,65a 2045 058a 25363a 3242b 0,83b
cv 42,75 - 29,96 21,28 27,14 11,93

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relagdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variacéo (%).
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Tabela 17. Producdo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
gendtipo BRS Sol da Manha de milho cultivado em substrato esterilizado (experimento
6).
)Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %
BR 11340 1,63 b -1641 0,67b 18432b 22,00b 0,89c
BR 11821 3,72a 90,77 108a 2759a 2984a 0,72d
BR 12149 247b 26,67 08lb 19856b 2362b 1,02c
BR 11364 38la 0538 137a 25259a 2868a 1,08b

BR 11826 1,98b 154 069b 177,42b 21,17b 1,16b
BR 12166 1,97b 1,03 0,72b 212,02a 2397b 121b
KP23' 2,32b 1897 0,69b 20217b 2503a 105c
BR 11366 2,23b 1436 0,78b 21490a 27,26a 095c
TVV75' 191b -205 069b 191,18b 2059b 1,16b

BR 11345 32la 64,62 072b 170,68b 1942b 1,12b
BR 11417 3,27 a 6769 122a 23332a 268%a 106¢C
BR 11198 1,77b -923 056b 181,81b 2019b 126D
BR 12229 3,08a 5795 089b 222,62a 2537a 110D
BR 11421 2,22b 1385 067b 19291b 2558a 1,16b
BR 11181 255b 30,77 09%a 23197a 2715a 092c
BR 12233 2,36 b 21,03 089b 209,26a 2583a 103c
BR 11175 2,33Db 1949 088b 20810a 2212b 090b
BR 11765 2,240 1487 068b 18707b 19,68b 1,17a

GSF28 2,26 b 1590 064b 21320a 2665a 1,11b
BR 12230 240b 2308 084b 21512a 2505a 1,13b
TO 2,36 b 21,03 091b 24320a 2944a 097c
T20 1,95b 000 ll6a 23895a 2765a 099c
T40 4,05 a 107,69 104a 22360a 2315b 154a
Ccv 33.64 - 30.47 16.74 16.65 16.91

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relacdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variacdo (%).
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Tabela 18. Producdo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
gendtipo SHS 5050 de milho cultivado em substrato esterilizado (experimento 9,
hibrido).

Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR

BR 11345 0,78 b 11,43 039a 190,12b 27,44a
BR 11905 0,61c -1286 034b 19932b 26,16b
BR 11914 0,86 b 2286 03%9a 22247a 2885a
BR 11911 0,68 c -286 035b 18889b 21,72b
BR 11915 0,82b 17,14 038a 199,16b 30,19a
BR 11909 0,76 b 857 037a 22853a 28,63a
BR 11182 0,62c -11,43 0,30b 164,70b 22,86Db
BR 11179 0,76 b 857 031b 171,02b 219D
BR 11178 0,88 b 2571 042a 244,28a 30,66a
BR 11177 0,62 c -11,43 031b 17825b 2505b
BR 11176 0,76 b 857 037a 180,67b 2230b

T0 0,36d -4857 028b 13250b 21,96b
T20 0,70c 000 032b 180,78b 2553b
T40 l11a 5857 045a 27439a2 3561a
CVv 17.97 - 18.37 18.77 21.04

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relacdo a
testemunha nitrogenada com D kg.ha®; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variacdo (%).
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Tabela 19. Producdo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
genétipo BRS Sol da Manha de milho cultivado em substrato esterilizado (experimento
9, variedade).

Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR

BR 11905 0,65c¢c 16,07 032c 312,07b 5091b
BR 11914 0550c -10,71 0,23c  15594d 2452c
BR 11911 055¢c -1,79 029c 289,18c 50,21b
BR 11915 0,66 c 1786 027c 20856d 3587c
BR 11909 0,38d -32.14 025c 209,06d 34,28c
BR 11182 0,55c¢ -1,79 024c 16438d 27,89c
BR 11179 053¢ -536 026c 13517d 2568c
BR 11178 0,56 c 000 027c 160,28d 26/47c
BR 11177 0,58 c¢c 357 026c 181,58d 2528c
BR 11176 0,84 a 50,00 045a 549,06a 90,25a
BR 11363 0,84 a 50,00 045a 26438c 39,96c
BR 11365 0,71b 26,79 027c 35048b 5854Db
BR 12164 0,73b 30,36 0,29c 27724c 4433c
BR 12165 0,37d -3303 018c 18246d 2985¢c
BR 12234 0,59 c 53 022c 17325d 27,93c
BR 11807 0,22d -60,71 0,12c  190,52d 39,01c
BR 11815 0,40d -2857 023c 33323b 56,89b
BR 11816 059c 536 037b 35497b 60,10Db
BR 11818 0,60 c 714 024c 26247c 41,86¢C
BR 11822 0,56 ¢ 000 030c 27793c 4290c
BR 11510 047c -16,07 0,27c 261,63c 3691c
BR 11504 0,84a 50,00 036b 276,14c 38,37c
GSF30' 054¢c -357 03lc 20625d 31,19c
BR 11335 0,53c -536 024c 24935c 38,630cC
BR 11191 0,58 c¢c 357 028c 196,13d 2897c
BR 11192 0,61c 803 034b 20288d 32,71c

BR11194  054c 357 030c  201,72d 3346c
P74 09la 6250 042a 39270b 68,12b
BR12232  065c 1607 026c 211,27d 313lc
TO 031d  -4464 023c 17647d 28,90c¢
T20 0,56 C 000 024c 16533d 31,94c
T40 0,99 8 7679 035b 23553c 3509cC
CV 19,44 - 2521 2894 33,48

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relacdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Rudicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variacdo (%).
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7.2.2 Tabelas com as médias de todas as variaveis avaliadas nos experimentos em
substrato néo esterilizado em casa de vegetacao

Tabela 20. Producéo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no

gendtipo SHS 5050 de milho cultivado em substrato ndo esterilizado (experimento 5).

Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %

BR 11421 6,88 13,16 228a 34839a 366la 2,70a
GSF28 7,60 b 2500 3,33a 41318a 4198a 270a
BR 11417 9,96 a 63,82 342a 42812a 487la 242a
BR 12229 6,04 c -066 265a 36345a 4015a 250a
BR 12233 8,12b 3355 303a 39663a 4294a 265a
BR 11340 6,96 c 1447 257a 37880a 4082a 2,73a
BR 11826 7,60 b 25,00 323a 457,60a 5124a 260a
BR 11364 572c 502 232a 33519a 3465a 26la
BR 11821 7,76 b 2763 3,03a 42603a 4876a 284a
BR 12149 6,88 13,16 264a 28090a 294la 253a
BR 12166 6,80 c 11,84 336a 41407a 4998a 271a
TO 5,56 C -855 262a 33211la 390la 244 a
T20 6,08 c 0,00 260a 34380a 3924a 247a
T40 792b 30,26 230a 264,75a 2669a 271a
CVv 13,02 - 2534 24,09 25,96 21,44

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relagdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de miz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variagdo (%).
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Tabela 21. Producdo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
gendtipo BRS Sol da Manhd de milho cultivado em substrato ndo esterilizado
(experimento 7).

Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %

BR 11340 9,98 a 708 407a 21065b 2181b 193a
BR 11821 9,80 a 515 403a 191,31b 1854b 197a
BR 12149 1181 a 26,72 423a 22808a 2325b 1,79a

BR 11364 8,97 a -3,76 395a 18899b 1995b 183a
BR 11826 1091 a 17,06 421a 22945a 2217b 197a
BR 12166 9,96 a 6,87 434a 24965a 2852a 197a
KP23' 9,66 a 365 486a 214,70b 21,53b 209a
BR 11366 1221a 31,01 484a 25855a 2804a 175a
TVV75' 10,52 a 1288 445a 246,15a 2592a 19%a

BR 11345 9,35a 032 470a 25250a 2848a 179a
BR 11417 13,38a 4356 4,89a 260,29a 28,75a 150a
BR 11198 10,69 a 14,70 4,68a 206,70b 21,20b 2,06a
BR 12229 10,02 a 751 383a 20337b 229b 195a
BR 11421 10,72 a 1502 464a 23234a 21,71b 180a
BR 11181 9,69 a 397 448a 22268a 2480a 193a
BR 12233 9,13a -204 347a 16391b 1664b 194a
BR 11175 10,87 a 16,63 4,67a 23147a 2578a 165a
BR 11765 11,3948 2221 4,788 24427a 2653a 1,72a

GSF28 8,56 a -8,15 349a 17284b 1814b 24la
BR 12230 11,26 a 20,82 597a 281,28a 31,18a 145a
TO 7,28a -2189 34la 18429b 1942b 190a
T20 9,32a 000 39a 20651b 21,19b 220a
T40 11,73 a 2586 52la 28140a 2885a 28la
Ccv 33,05 - 26,2 22,18 29,71 24,84

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relacdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variagao (%).
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Tabela 22. Producdo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
gendtipo SHS 5050 de milho cultivado em substrato ndo esterilizado (experimento 8, hibrido).

Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %

BR 11905 24,50 a 434 866a 27383a 3445a 112a

BR 11914 24,48 a 426 850a 24194a 3103a 117a

BR 11911 2393 a 1,92 695a 21652a 29,78a 140a

BR 11915 27,85a 1861 853a 27365a 3312a 116a

BR 11909 22,48 a -426 7,86a 24806a 3377a 123a

BR 11182 24,95 a 6,26 858a 25083a 3400a 118a

BR 11179 23,35a -055 7,36a 23358a 3562a 124a

BR 11178 24,98 a 6,39 90la 27463a 36,19a 129a

BR 11177 25,55 a 882 789%9a 22238a 2686a 128a

BR 11176 23,03 a -1,92 807a 23224a 2993a 125a

TO 22,48 a 426 T74la 23115a 3145a 124a
T20 23,48 a 000 859%9a 27034a 3535a 100a
T40 23,43 a -021 7,23a 23216a 2994a 119a
Cv 10,89 - 1572 16,14 20,26 18,22

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR= % de incremento de MSPA em relacdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variacdo (%).

Tabela 23. Producéo de biomassa seca, desenvolvimento radicular e teor de nitrogénio no
gendtipo BRS Sol da Manhd de milho cultivado em substrato ndo esterilizado
(experimento 8, variedade).

Tratamentos MSPA INCR MSR AR CR N %

BR 11905 1923a  -13,77 764a 27225a 33,79a 1l24a
BR 11914 22,15a -067 786a 258,78a 3398a 118a
BR 11911 22,68 a 1,70 6,72a 24525a 3469a 160a
BR 11915 22,85a 247 839a 30545a 3727a 115a
BR 11909 22,13 a 0,76 769a 25683a 3543a 116a
BR 11182 20,55 a -785 6,17a 22040a 2738a 132a
BR 11179 21,65a -291 780a 31753a 4524a 1llla
BR 11178 23,88a 709 870a 29521a 3730a 160a
BR 11177 24,08 a 798 762a 2392la 3l162a 138a
BR 11176 22,45 a 067 7.33a 251,36a 3509a 1l24a

TO 1998a -1040 578a 20047a 25/77a 149a
T20 22,30 a 000 869a 27866a 3840a 12la
T40 24,08 a 798 799a 27863a 3782a 125a
Cv 13,58 - 2245 19,32 22,09 29,37

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. MSPA= matéria seca de parte aérea (g); INCR = % de incremento de MSPA em relagdo a
testemunha nitrogenada com 20 kg.ha'; MSR= matéria seca de raiz (g); AR= Area Radicular (cnf); CR=
Comprimento Radicular (m); N %; CV - coeficiente de variagdo (%).
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7.2.3 Tabelascom as médias detodas as variaveis avaliadas nos experimentos em condigdes de campo
7.2.3.1 Safrinha 2005
Tabela 24. Numero de plantas de gendtipos de milho SHS 5050, BR 1030, BRS Sol da Manha e BRS 106 em experimento safrinha/2005,

inoculados com a bactéria Herbaspirillum seropedicae BR 11417 ou ndo inoculados, sob diferentes doses de adubagéo nitrogenada (40 e
80 kg ha'! de N) e sem adubacio nitrogenada.

Trat. SHS 5050 BR 1030 BRS Sol da Manh&a BRS 106
Nitrogénio NI I INCR NI I INCR NI I INCR NI I INCR Médias
0 37 39 2 45 45 0 47 46 -1 37 41 4 42
40 43 41 -2 47 49 2 44 44 0 42 38 -4 44
80 42 40 -2 45 48 3 44 48 4 39 44 5 44
Médias 41 40 -1 46 47 1 45 46 1 39 41 2 43
41 47 46 40

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. NI = tratamento ndo inoculado; | = tratamento
inoculado; INCR = incremento em relacdo a testemunha sob mesmo nivel de N-mineral. Médias de 5 repeticdes

Tabela 25. Numero de espigas de gendtipos de milho SHS 5050, BR 1030, BRS Sol da Manhd e BRS 106 em experimento safrinha/2005,
inoculados com a bactéria Herbaspirillum seropedicae BR 11417 ou ndo inoculados, sob diferentes doses de adubacdo nitrogenada (40 e
80 kg ha'* de N) e sem adubac&o nitrogenada.

Trat. SHS 5050 BR 1030 BRS Sol daManha BRS 106
Nitrogénio NI I INCR NI I INCR NI | INCR NI I INCR Meédias
0 40 35 -5 42 44 2 42 45 3 46 48 2 43
40 45 42 -3 48 50 2 44 44 0 47 48 1 46
80 43 42 -1 44 47 3 45 49 4 48 51 3 46
. 43 40 -3 45 47 2 44 46 2 47 49 2 45
Medias 42 46 45 48
Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. NI = tratamento ndo inoculado; | = tratamento

inoculado; INCR = incremento em relacdo a testemunha sob mesmo nivel de N-mineral. Médias de 5 repeticdes
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Tabela 26. Percentua de N (%) nos gréos de gendtipos de milho SHS 5050, BR 1030, BRS Sol da Manhé e BRS 106 na safrinha, inoculados ou
ndo com a bactéria Herbaspirillum seropedicae BR 11417, sob diferentes doses de adubacZo nitrogenada (40 e 80 kg ha* de N) e sem

adubacdo nitrogenada.
Trat. SHS 5050 BR 1030 BRS Sol daManha BRS 106
Nitrogénio NI I INCR NI I INCR NI I INCR NI I INCR Médias
0 1,56 1,44 -0,12 1,73 1,66 -0,07 1,71 1,78 0,07 1,74 1,58 -0,16 1,65
40 1,59 1,41 -0,18 1,69 1,76 0,07 1,77 1,91 0,14 1,63 1,68 0,05 1,68
80 1,80 1,64 -0,16 1,86 1,66 -0,20 1,65 1,57 -0,08 1,85 1,66 -0,19 1,71
Médias 1,65 1,50 -0,15 1,76 1,69 -0,07 1,71 1,75 0,04 1,74 1,64 -0,10 1,68
1,57 1,73 1,73 1,69

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. NI = tratamento ndo inoculado; | = tratamento
inoculado; INCR = incremento em relagdo a testemunha sob mesmo nivel de N-mineral. Médias de 5 repeticdes.

71.2.3.2 Safra 2005/2006

Tabela 27. Numero de plantas de gendtipos de milho SHS 5050, BR 1030 e BRS 106 na safra, inoculados ou ndo com a bactéria Herbaspirillum
seropedicae BR 11417, sob diferentes doses de adubac&o nitrogerada (40 e 80 kg ha* de N) e sem adubaco nitrogenada.

Trat. SHS 5050 BR 1030 BRS 106
Nitrogénio NI I INCR NI I INCR NI I INCR Médias
0 36 37 1 14 12 -2 38 39 1 29
40 37 38 1 15 11 -4 39 36 -3 29
80 35 30 -5 21 11 -10 39 36 -3 29
Médias 36 35 -1 17 11 -5 39 37 -2 29
36 14 38
Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. NI = tratamento ndo inoculado; | = tratamento

inoculado; INCR = incremento em relagéo a testemunha sob mesmo nivel de N-mineral. Médias de 6 repetices.
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Tabela 28. Numero de espigas de gendtipos de milho SHS 5050, BR 1030 e BRS 106 na safra, inoculados ou ndo com a bactériaHerbaspirillum
seropedicae BR 11417, sob diferentes doses de adubag&o nitrogenada (40 e 80 kg ha'* de N) e sem adubaco nitrogenada.

Trat. SHS 5050 BR 1030 BRS 106
Nitrogénio NI I INCR NI I INCR NI I INCR Médias
0 16 14 -2 13 12 -1 16 14 -2 14
40 15 16 1 17 13 -4 16 15 -1 15
80 15 16 1 14 12 -2 16 17 1 15
Médias 15 15 0 15 12 -2 16 15 -1 15
15 14 16
Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. NI = tratamento ndo inoculado; | = tratamento

inoculado; INCR = incremento em relagdo a testemunha sob mesmo nivel de N-mineral. M édias de 6 repeticoes.

Tabela 29. Percentual de N (%) nos gréos de gendtipos de milho SHS 5050, BR 1030 e BRS 106 na safra, inoculados ou ndo com a bactéria
Herbaspirillum seropedicae BR 11417, sob diferentes doses de adubagco nitrogenada (40 e 80 kg ha* de N) e sem adubac&o nitrogenada.

Trat, SHS 5050 BR 1030 BRS 106
Nitrogénio NI | INCR NI | INCR NI | INCR Médias
0 135 139 004 159 161 002 151 152 001 150
40 133 142 009 176 170 -006 167 162 -005 158
80 150 144 -006 177 177 000 169 160 -009 163
— 139 142 002 171 169 -001 162 158 -004 157
Médias 141 1,70 1,60

Os valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. NI =tratamento n&o inoculado; | = tratamento
inoculado; INCR = incremento em rel agdo a testemunha sob mesmo nivel de N-mineral. Médias de 6 repeticoes.
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