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Isolamento, Caracterizacao e Selecao
de Estirpes de Azospirillum amazonense
e Herbaspirillum seropedicae
Associadas a Diferentes Variedades de
Milho Cultivadas no Cerrado

Fabio Bueno dos Reis Junior’; Cynthia Torres de Toledo Machado?;
Altair Toledo Machado®; léda de Carvalho Mendes*; Angela Mehta®

Resumo

Foram avaliadas variedades de milho quanto a disponibilidade de N no
solo e suas associacdes com Azospirillum spp., além do isolamento e
pré-selecao de estirpes de A. amazonense e Herbaspirillum seropedicae
para trabalhos com inoculacdo. Representantes dos isolados
bacterianos foram avaliados quanto a atividade da nitrogenase e
producao de acido indol-acético e, com base nos resultados, inoculados
em sementes da variedade Sol da manha para avaliacdo da promocao
do crescimento das plantas. As variedades MC5 e MC10 se destacaram
na maioria dos atributos avaliados. No entanto, ndo houve diferencas
entre as variedades quanto a populacao de bactérias diazotréficas
associadas as suas raizes. A co-inoculacdo dos isolados LIV 205 (A.
amazonense) e HIV 301a (H. seropedicae) promoveu maior crescimento
das plantas.

Termos para indexacao: Zea mays, fixacao bioldgica de nitrogénio, pro-
mocao de crescimento de plantas.
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Isolation, Characterization and
Selection of Azospirillum amazonense
and Herbaspirillum seropedicae Strains
Associated with Different Maize
Varieties Cultivated at the Cerrado

Abstract

Maize varieties were evaluated regarding soil N availability and its
association with Azospirillum spp., besides isolation and pre-selection
of A. amazonense and Herbaspirillum seropedicae strains for inoculation
studies. A group of bacterial isolates was evaluated regarding their
nitrogenase activity and indol-acetic acid production and, based

in the results, some isolates were inoculated in seeds of “Sol da
manha” variety to evaluate plant growth promotion. The varieties
MC5 and MC10 received best evaluation in most part of the assessed
parameters. Nevertheless, there were no differences among varieties
regarding the diazotrophic bacterial population associated with their
roots. The co-inoculation of isolates LIV 205 (A. amazonense) and HIV
307a (H. seropedicae) promoted higher growth of the seedlings.

Index terms: Zea mays, biological nitrogen fixation, plant growth
promotion.
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Introducao

O milho no Brasil tem grande importancia social, econdémica e cultural,
sendo cultivado em aproximadamente 12 milhdes de hectares, em
sua maioria por pequenos e médios agricultores (SOARES et al.,
1998; MONTEIRO, 1995). Essa cultura sofre freqlientemente com
problemas de estresse ambiental, entre eles podemos destacar a baixa
fertilidade dos solos, dos quais mais de 80 % apresentam deficiéncia
de nitrogénio (N) (HAAG, 1987).

De forma geral, para se minimizar o efeito do estresse ambiental,

a identificacao, a selecao e o uso de variedades mais tolerantes a
deficiéncia de N, mais eficientes na aquisicdo desse elemento e que
formem associacdes com bactérias diazotréficas e/ou promotoras de
crescimento, faz-se necessario. Sabe-se que existem interacoes entre
o N e os efeitos de bactérias diazotréficas/promotoras de crescimento
na assimilacao e utilizacdo desse nutriente. Variacdes entre gendtipos
de milho na resposta ao N (ALFOLDI et al., 1992) sio descritas,

bem como a variabilidade das interacdes planta — microrganismos,
geralmente dependente dos gendtipos dos macro e microsimbiontes
(SALOMONE et al., 1996).

Entre os microrganismos diazatréficos encontrados em associacoes
com cereais e gramineas, as espécies de Azospirillum constituem um
dos grupos mais bem estudados atualmente, sendo numerosos os
trabalhos sobre sua ecologia, fisiologia e genética (BALDINI

et al., 1997; BASHAN; HOLGUIN, 1997). A interacao positiva entre
essas bactérias diazotréficas/promotoras de crescimento e o milho
tem sido demonstrada por vérios autores e, embora ainda nao se
constitua em pratica agricola consolidada, levantamentos de diversos
experimentos conduzidos em varios paises mostram que a inoculacao
com Azospirillum resultou, na maioria dos casos, em aumento de
producao e/ou de matéria seca e acumulo de N nas plantas inoculadas,
particularmente quando envolveu gendétipos ndo melhorados em
presenca de baixa disponibilidade de N (SALOMONE et al., 1996;
OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994; OKON; VANDERLEYDEN,
1997).
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Embora o género Azospirillum seja constituido de sete espécies, a
quase totalidade dos experimentos de inoculacao, feitos em mais de 20
anos, refere-se a A. brasilense, seguida de A. /lipoferum, com apenas
alguns poucos trabalhos conduzidos no Brasil usando estirpes de A.
amazonense (BALDANI et al., 1999). Estudos envolvendo a espécie A.
amazonense sao interessantes, pois, entre suas caracteristicas,
destaca-se a adaptabilidade ao pH &cido (BALDANI et al., 1997),
comum a maioria dos solos brasileiros.

Herbaspirillum seropedicae tem muitas caracteristicas similares ao
género Azospirillum, inclusive a habilidade de crescer em meio NFb
semi-sélido (BALDANI et al., 1986). No entanto, a fixacao de nitrogénio
por essa bactéria é mais tolerante ao O, e baixo pH do que aquelas

do género Azospirillum (DOBEREINER, 1992). Quanto ao aspecto
ecolégico, Herbaspirillum seropedicae tem sido isolado de varios cereais
e gramineas forrageiras, assim como de fruteiras e palmeiras (BALDANI
et al., 1986; DOBEREINER et al., 1993; WEBER et al., 1999; FERREIRA
et al., 1995), enquanto H. rubrisubalbicans parece associar-se com

um nUumero mais restrito de espécies como a cana-de-acucar, 0 sorgo

e gramineas do género Miscanthus (OLIVARES et al., 1996; JAMES;
OLIVARES, 1997; KIRCHHOF et al., 1997). Uma das caracteristicas
mais importantes dessas espécies é a baixa sobrevivéncia no solo
(OLIVARES et al., 1996).

No Brasil, principalmente na regido do Cerrado, poucos estudos

tém enfocado as interacoes entre gendétipos de milho, N e bactérias
diazotréficas/promotoras de crescimento. O avanco no estudo dessas
interacoes pode permitir a identificacao de estratégias a serem
utilizadas para aumentar a eficiéncia de uso e diminuir a dependéncia
do nitrogénio fertilizante na cultura do milho, incrementando a sua
producao e reduzindo efeitos nocivos ao meio-ambiente. A maximizacao
da eficiéncia do uso de nutrientes pela combinacao ou adaptacao

do requerimento das plantas aos problemas dos solos, em vez de
vencer as limitacdes destes pela aplicacao, por vezes inadequada, de
fertilizantes e corretivos, € uma meta a ser alcancada pela pesquisa
envolvendo abordagens multi e interdisciplinares.
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Os objetivos deste trabalho foram avaliar e caracterizar variedades

de milho quanto a resposta a disponibilidade de N no solo e suas
associacOes com bactérias diazotréficas do género Azospirillum e isolar
e pré-selecionar estirpes de Azospirillum amazonense e Herbaspirillum
seropedicae associadas a plantas de milho para futuros trabalhos com
inoculacao.

Material e Métodos

Estudo 1: Avaliacdo de diferentes variedades em
ensaios de competicao a campo

Diferentes variedades de milho foram avaliadas em um ensaio
de competicao na area experimental da Embrapa Cerrados, em
Planaltina, DF. Foram utilizadas oito variedades de milho entre
variedades locais e variedades melhoradas, a saber:

1) Eldorado: populacao de grdos dentados, amarelos com
segregacao para branco com predominio da raca Tuxpeio, com
oito ciclos de selecado visando maior eficiéncia na utilizacao de N
(MACHADO et al., 1992).

2) Sol da manha: populacado de graos duros, alaranjados com
segregacao para branco, com predominio das racas Cateto, Eto e
Duros do Caribe, também com oito ciclos de selecdo visando maior
eficiéncia na utilizacdo de N (MACHADO et al., 1992).

3) BR 106: populacao de graos dentados, amarelos, formado a par-
tir de trés cultivares brasileiros (Maya, Centralmex e Dentado Com-
posto) e uma introdugao exética (Tuxpefio 1) (NASPOLINI FILHO

et al., 1981).

4) MC 10: material experimental, populacdo de grdaos semidentados
e de coloracao amarela, formado a partir do cruzamento entre a
variedade Eldorado com a variedade local Campedo, com o objetivo
de se obter uma variedade de graos dentados, produtiva e com
potencial para eficiéncia no uso de P.
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5) BR 451: populacédo de ciclo precoce, de graos brancos,
semidentados, com alta qualidade protéica, derivada da populacao
64 QPM do Cimmyt. A farinha de seus graos apresenta excelentes
propriedades para mistura com farinha de trigo para utilizagdo na
indlUstria de paes e massas.

6) BRS 4150: populacao de ciclo precoce, de graos amarelos,
semiduros, desenvolvida por selecado recorrente intrapopulacional no
Composto Veja Precoce, com excelente adaptacao a Regido Sul do
Brasil.

7) MC 4: material experimental, populacdo de graos duros e de
coloracao alaranjada, formado a partir do cruzamento entre a
variedade BRS 4157 com a variedade local Pedra Dourada com o
objetivo de formar uma variedade produtiva, de porte baixo e com
graos semiduros.

8) MC 5: material experimental, populacdo de graos semidentados
e de coloracao amarela, formado a partir do cruzamento entre a
variedade Eldorado com a variedade local Caiano de Sobrélia com o
objetivo de se obter uma variedade de graos dentados, produtiva e
com potencial para eficiéncia no uso de fésforo.

A adubacao da area foi feita de acordo com os resultados da andlise
de solo e foram adicionados, como tratamentos, dois niveis de N,
um baixo e um alto (correspondendo, respectivamente, a

20 kg N ha'e 120 kg N ha™).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso,

com os tratamentos dispostos em fatorial (8 variedades x 2 niveis
de N), com 3 repeticdes. A parcela experimental foi constituida de
duas fileiras de 5 metros, espacadas entre si por 1 metro. Apds o
desbaste, foi mantido um estande final de 50 plantas por parcela.

Apés a colheita, foi determinada a altura das plantas e da insercao
das espigas, producao de graos e palha (folhas e colmos), a
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umidade dos graos e os contelidos de N, P e Zn das plantas (SILVA,
1999).

Os indices de eficiéncia de utilizacao Pg/Np (Producao de graos

/ Nutriente na planta) e Pg/Ng (Producao de graos / Nutriente

nos graos) de N, P e Zn, adaptados de Moll et al. (1982), foram
estimados, sendo que o primeiro avalia a eficiéncia de utilizacao dos
nutrientes para a producdo de gréos (kg de grédos kg' de N, P ou

Zn acumulado na planta) e o segundo avalia a producao de graos
por unidade do nutriente nos graos (kg de graos kg’ de N, P ou Zn
acumulado nos graos). O indice de eficiéncia de translocacdo, Ng/Np
(Nutriente nos graos / Nutriente nas plantas), avalia a fracao total do
nutriente na planta que é translocado para os graos (kg de N, P ou
Zn acumulado nos grédos kg' de N, P e Zn acumulado na planta).

A estimativa do nimero de bactérias do género Azospirillum spp. em
associacao com as raizes das plantas foi determinada pelo método
descrito por Dobereiner et al. (1995). Foram utilizados dois meios de
cultivo semi-sélidos sem adicao de nitrogénio. Um deles foi o meio
LGI para isolamento de Azospirillum amazonense e o outro o meio
NFb, que é semi-seletivo para o isolamento de Azospirillum lipoferum
e A. brasilense. Amostras de 10 g de raizes (matéria fresca) foram
lavadas com &agua corrente, trituradas em 90 mL de solucao salina

e diluidas serialmente, de 102 até 107. De cada diluicdo, foram
retiradas aliquotas de 0,1 mL e inoculadas nos frascos com meio

de cultura. Os frascos foram incubados a 30 °C e apés 5 dias o
crescimento bacteriano foi avaliado verificando-se o aparecimento de
pelicula caracteristica. O nimero populacional foi obtido com o uso
da tabela de Mc Crady, tomando-se por base o nimero de frascos
positivos em cada diluicéo.

Os frascos com crescimento positivo, na mais alta diluicdo de cada
um dos meios, foram utilizados para repicagem para um novo meio
semi-sdélido. Apés a incubacéo, retiraram-se aliquotas que foram
observadas ao microscépio de contraste de fase para a verificacao
da morfologia das células. Para purificacao final e isolamento,
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esses mesmos frascos foram utilizados para riscagem em placas
com meio sélido, o mesmo do semi-sdlido, acrescidos de extrato de
levedura.

Os procedimentos estatisticos constaram de andlise de variancia com
aplicacédo do teste F e testes de separacao de médias. Os resultados
foram analisados com a utilizacdo do software MSTAT-C, versao 2.10
(MSTAT Director, Michigan State University).

Estudo 2: Caracterizacao de Azospirillum amazonense
e Herbaspirillum spp. isolados de diferentes variedades
de milho

Neste trabalho, buscamos confirmar a classificacdo dos isolados,
feita inicialmente com base em caracteristicas morfolégicas das
células sob microscopia 6tica de contraste de fase e de colénias em
meio sdélido semi-especifico de acordo com Ddbereiner et al. (1995).
Os isolados caracterizados morfologicamente como Herbaspirillum
foram testados para utilizacao de N-acetil-glucosamina e meso-
erithritol como fontes de carbono. De acordo com Ddbereiner et al.
(1995), essas fontes podem ser utilizadas para a separacao das
espécies H. seropedicae e H. rubrisubalbicans.

O perfil de proteinas totais de um numero representativo de isolados
foi analisado utilizando-se o método descrito por Jackman (1985).
As proteinas foram submetidas a SDS-PAGE e seu perfil visualizado
apos revelacao com prata (BLUM et al., 1987).

A diversidade entre alguns isolados de Herbaspirillum ainda foi
analisada utilizando-se a metodologia de ERIC-PCR de acordo com
Rademaker e De Bruin (1996).

Com os resultados obtidos com o perfil de proteinas e ERIC-PCR,
duas matrizes bindrias foram construidas, compreendendo o universo
total das bandas observadas nos géis resultantes de cada uma
dessas metodologias. Para cada posicdo de migracao das diferentes
bandas, foram atribuidos os valores de 1 ou O, indicando a presenca
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ou auséncia de uma determinada banda. Os padrées de migragéao
gerados para cada isolado foram comparados e suas semelhancas
estimadas pelo coeficiente de Jaccard (ROHLF, 2000), em que
J=A/(N-D), sendo “A” o nimero de combinacGes com a presenca
dos fragmentos menos as combinacdes de auséncia dos fragmentos,
“D"” o niumero de combinacdes de auséncia de fragmentos e “N” o
numero de combinacdes possiveis. Os isolados foram agrupados
pelo método das médias das distancias (BUSSABE et al., 1990)

e representados graficamente por um dendrograma (NTSYS-PC,
VERSAO 2.1, EXETER SOFTWARE, USA).

A producao de acido-indolacético (IAA) por isolados de
Herbaspirillum e A. amazonense foi avaliada de acordo com a
metodologia descrita por Sarwar e Kremer (1995) com algumas
modificacOes. Culturas de células crescidas durante 24 horas a

30 °C em meio JNFb, para H. seropedicae, contendo 0,1 % de
NH4CI ou LGI, para A. amazonense, contendo 0,1 % de KNO3
(ambos sem extrato de levedura, biotina e azul de bromotimol),
tiveram sua densidade Otica ajustada para 0,5 a 500 nm. Foram
adicionados 2 mL dessa suspensao a 28 mL de meio de crescimento,
o mesmo JNFb ou LGI acrescidos de 100 ug mL" de triptofano
filtrado em “millipore” (0,2 um), dispostos em erlenmeyers de

50 mL. Foram utilizadas trés repeticoes para cada isolado. Os
erlenmeyers foram incubados no escuro durante 72 horas a 30 °C.
Apés esse periodo, para a andlise de auxinas, as culturas foram
ajustadas para 108 células mL" a 436 nm de absorbancia com agua
estéril. Posteriormente essas células foram filtradas com a utilizacao
de filtros “millipore” com malha de 0,2 um. Uma aliquota de

150 pL do material filtrado foi aplicada em pocos de microplacas de
poliestireno (capacidade para 300 uL poco), devendo reagir com
100 uL do reagente de Salkowisk (1mL de FeCl,.6H20 0,5M em

50 mL de HCIO, 35 %). Apés incubacdo a temperatura ambiente por
30 minutos, observou-se a formacado de uma cor résea, e as leituras
de absorbéancia foram realizadas utilizando um espectrofotometro
BIO-RAD modelo 3550 (Laboratérios Bio-Rad, California, EUA)
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dotado de um filtro de interferéncia de 492 nm. A concentracao de
AlA pode ser estimada com uma curva preparada utilizando-se O uM,
25 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM , 250 uM, 300 pM,

350 uM de auténtico AlA.

Também foram investigadas as variacdes na habilidade de fixacao
biolégica de nitrogénio entre os isolados de diferentes variedades de
milho. Esses estudos foram feitos com a utilizacao da metodologia
de reducdo de acetileno em cultura pura (HAN; NEW, 1998).
Cinglienta microlitros de inéculo, crescidos em meio Dygs durante
24 horas a 30 °C e com densidade 6tica ajustada para 1,0 nm a
436 nm, foram transferidos para frascos com volume total de

10 mL contendo 5 mL de meio de cultura semi-sélido sem adicao
de nitrogénio e indicador (azul de bromotimol). Esses frascos foram
incubados a 30 °C durante 72 horas, e apds esse periodo suas
rolhas de algodao foram trocadas por tampas de borracha (tipo
“suba seal”) esterilizadas. Com a utilizacdo de uma seringa,

10 % da fase gasosa dos frascos foi substituida por gas acetileno.
Apés 1 hora de incubacao, a reducao do acetileno a etileno, reacao
governada pela enzima nitrogenase, foi estimada pela injecao de
0,5 mL de amostra gasosa dos frascos em um cromatégrafo de
gés Perkin Elmer, utilizando uma coluna Porapak N (2 mm x 3 mm)
a 110 °C e deteccdo por meio de chama ionizante na presenca dos
gases hidrogénio e ar comprimido, com nitrogénio sendo utilizado
como gas de arraste.

Trinta e sete isolados de A. amazonense e Herbaspirillum spp. foram
avaliados neste trabalho (Tabela 1a). Para efeito de comparacao,
estirpes padrao das bactérias diazotréficas A. amazonense, A.
brasilense, A. lipoferum, H. seropedicae e H. rubrisubalbicans
também foram incluidas neste estudo (Tabela 1b).
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Tabela 1. Isolados de A. amazonense e Herbaspirillum spp. provenientes de
diferentes variedades de milho (a) e estirpes padrao de bactérias diazotréficas
(b) utilizadas neste trabalho.

V H - -
(@ m?lrllidades te Isolados (b) Espécie/Estirpe  Planta

A. lipoferum
LIV102a, LIV102b,
Eldorad i
orado LIII102a, LIII102¢, LIII102b Sp59T (ATCC 1
29707)

LIV101b, LIl 205, .
brasilenseSp7’

Sol damanha  LIV101, LIV101a, (ATCC 29145) Digitaria decumbens
HIV301b
LIV112c, LIV308h,
L1124, LIV112a, A. amazonense .

MC1o LIlI112b, LIV308a, Yo aTco stz VPATena rufa
LIV112b

LIlI203a, LIV111a, o
LIV111b, LIV303a, H. rubrisubalbr

MC4 LIV203, LIlI203b, cans Cana-de-actcar
M4T (ATCC 19308)

LIV303b
MC5 LIV211, LIV314 e —
7677 (ATCC 35892)
LIV313, HIV208,

HIII313a, HIl20643,

BRA51 HIl1206b, HINI313c,
HIlI313b, HI313d
BR106 HIN311b,HIN311a,

HIV201b

L - Azospirillum amazonense
H - Herbaspirillum.

Estudo 3: Selecao de estirpes para trabalhos de
inoculacao

Apés os trabalhos de isolamento e avaliagGes anteriores,

instalaram-se dois experimentos em casa de vegetacao, inoculando-se
1 mL por semente das estirpes de A. amazonense e H. seropedicae,
previamente crescidas (10° células mL') em meios de cultura liquida
LGl e NFB (DOBEREINER et al., 1995), respectivamente. Essas estirpes
foram selecionadas de acordo com a avaliacdo de AIA, escolhendo
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estirpes de maior (LIV111a, LIV 205, HIV301a) e menor (LIV112a,
HII1313b) producao desse promotor de crescimento de acordo com
resultados do estudo anterior. A variedade de milho utilizada neste
estudo foi a Sol da manha. Vasos de 1 litro foram preenchidos com
mistura de areia e vermiculita (2:1) estéreis e, em cada vaso, foram
mantidas duas plantas. Semanalmente aplicou-se, por vaso,

40 mL de solugao nutritiva de Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 1951)
sem nitrogénio, e a umidade do substrato foi mantida em torno da
capacidade de campo com irrigacOes periddicas.

No primeiro experimento, com delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticoes, os tratamentos foram divididos em um controle
sem inoculacao, trés tratamentos inoculados com diferentes estirpes
de A. amazonense (LIV111a, LIV 205, LIV112a) e dois inoculados com
diferentes estirpes de H. seropedicae (HIV301a, HIII313b). No segundo
experimento, com quatro repeticdes, foram acrescidos um tratamento
de co-inoculagdo com estirpes de A. amazonese e H. seropedicae

(LIV 205 + HIV301a) e um tratamento inoculado com uma estirpe
padrdo de A. brasilense (Sp7). A estirpe Sp7 de A. brasilense estéa
entre as mais utilizadas em experimentos envolvendo inoculacao de
gramineas (OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994).

No primeiro experimento, os parametros avaliados, 20 dias apds o
plantio, foram as massas secas da parte aérea e raizes. No segundo
experimento, ainda foram avaliados a area foliar e o conteldo total de
nitrogénio das plantas.

Resultados e Discussao

Estudo 1: Avaliacdo de diferentes variedades em
ensaios de competicao

O aumento na dose de N aplicada resultou em uma maior producao média
de graos e palha, sendo que as variedades diferiram entre si (Tabela 2).
Destacaram-se, pela maior producao de graos, as variedades BR 106,
Eldorado, BRS 4150, MC 5 e MC10, cujo rendimento médio refletiu o
comportamento apresentado nas doses baixa e alta de N. A variedade
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experimental MC 5 foi a mais produtiva na menor dose de N e se
apresentou menos responsiva ao aumento da dose, enquanto a BR 106 foi
a mais produtiva na dose mais elevada e também a que mais respondeu ao
aumento na dose de N fornecida. Na producao de palha, destacaram-se
MC 5, BR 106 e MC 10.

Plantas mais altas, em média, foram observadas na maior dose de N,
porém nao houve efeito da adubacao para a altura de insercao das
espigas (Tabela 3). Eldorado, BRS 4150 e MC 10 foram as variedades
mais altas. BRS 4150 também apresentou a insercdo da espiga mais
elevada, junto com a variedade MC 5.

O aumento na dose de N resultou também em maior acimulo de N, P

e Zn nos graos e de N na palha (Tabelas 4, 5 e 6). A maior ou menor
disponibilidade de N pode exercer efeito na assimilacdo de P e Zn, e
interacOes sinérgicas entre esses nutrientes ja foram identificadas na cultura
do milho (DHILLON et al., 1983; LONERAGAN; WEBB, 1993). Reducéao
significativa no contetddo de P e Zn na palha foi observada em decorréncia
da aplicacdo da dose de N mais elevada (Tabelas 5 e 6). Houve diferenca
entre as variedades apenas para o contetdo de Zn na palha, quando MC 5,
MC 10 e BR 106 apresentaram os maiores valores.

Tabela 2. Producédo de graos e palha de variedades de milho submetidas a dois
niveis de adubacg&o nitrogenada, baixo (20 kg ha') e alto (120 kg ha™).

Variedades Producao de graos (kg/ha) Producao de palha (kg/ha)

Baixo N Alto N Média Baixo N Alto N Média
Sol da manha 4683 6600 5642 ¢ 5300 6880 6090 d
Eldorado 6103 8820 7462 ab 6173 7687 6930 bed
BR 106 6293 10963 8628 a 7003 8503 7753 ab
BR 451 6117 7160 6638 be 6323 6240 6282 cd
BRS 4150 6347 9623 7985 ab 6830 7310 7070 be
MC 5 7117 8773 7945 ab 7807 8313 8060 a
MC 4 5820 7910 6865 bc 6257 7323 6790 bed
MC 10 5520 9090 7305 ab 6603 8147 7375 ab
Média 6000 B 8618 A 6537 B 7551 A

Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas colunas e maiusculas nas linhas,
néo diferem entre si, respectivamente, pelo teste de Duncan e pelo teste Fa 5 % de
probabilidade.
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Tabela 3. Altura das plantas e da insercdo das espigas das variedades de milho
submetidas a dois niveis de adubac&o nitrogenada, baixo (20 kg ha) e alto
(120 kg ha™).

Variedades Altura de plantas (m) Altura da espiga (m)

Baixo N Alto N Média Baixo N Alto N Média
Sol da manhd 2,28 2,28 2,284 1,19 1,13 1,16 d
Eldorado 2,49 2,70 2,60 a 1,35 1,49 1,42b
BR 106 2,51 2,49 2,50b 1,45 1,39 1,42b
BR 451 2,21 2,27 2,244 1,15 1,16 1,15d
BRS 4150 2,53 2,57 2,55 ab 1,47 1,51 1,49 a
MC 5 2,47 247 2,47 be 1,40 1,46 1,43 ab
MC 4 2,38 2,46 242¢ 1,29 1,42 1,35¢
MC 10 2,61 2,59 2,60 a 1,47 1,37 1,42 b
Média 2,43B 2,48 A 1,35 1,37

Médias seguidas pelas mesmas letras, minudsculas nas colunas e maiulsculas nas linhas,
nao diferem entre si, respectivamente, pelo teste de Duncan e pelo teste F a 5 % de

probabilidade.

Tabela 4. Acumulacao de N nos graos e na palha de variedades de milho
submetidas a dois niveis de adubacé&o nitrogenada, baixo (20 kg ha') e alto
(120 kg ha™).

Variedades Contetdo de N nos graos (kg/ha) Conteddo de N na palha (kg/ha)

Baixo N Alto N Média Baixo N Alto N Média
Sol da manha 70,20 103,35 86,78 30,94 49,85 40,39
Eldorado 76,20 131,72 103,96 32,54 61,89 47,22
BR 106 88,00 179,76 133,88 39,96 62,61 51,28
BR 451 97,42 111,90 104,66 37,14 47,40 42,27
BRS 4150 94,25 145,29 119,77 39,57 58,32 48,95
MC 5 95,12 148,97 122,05 40,24 65,55 52,90
MC 4 84,96 125,02 104,99 34,48 56,27 45,38
MC 10 78,83 152,16 115,49 35,66 53,68 44,67
Média 85,62B 137,27 A 36,32B 56,95 A

Médias seguidas pelas mesmas letras nédo diferem entre si pelo teste F a 5 % de
probabilidade.
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Tabela 5. Acumulacao de P nos graos e na palha de variedades de milho sub-
metidas a dois niveis de adubacéo nitrogenada, baixo (20 kg ha') e alto

(120 kg ha™).
Variedades Contetido de P nos graos (kg/ha) Contetido de P na palha (kg/ha)
Baixo N Alto N Média Baixo N Alto N Média
Sol damanhd 26,81 37,79 32,30 10,06 5,28 1,67
Eldorado 31,49 47,30 39,40 9,563 6,28 7,91
BR 106 36,76 59,18 47,97 14,61 5,81 10,21
BR 451 34,32 33,39 33,86 13,62 4,62 9,12
BRS 4150 36,17 47,12 41,64 13,45 5,99 9,72
MC 5 36,10 46,64 41,37 14,79 6,60 10,70
MC 4 31,63 43,99 37,76 10,10 5,21 7,66
MC 10 31,06 45,27 38,17 15,24 11,51 13,38
Média 33,03B 45,09 A 12,68 A 6,41B

Médias seguidas pelas mesmas néo diferem entre si pelo teste F a 5 % de probabilidade.

Tabela 6. Acumulacédo de Zn nos grdos e na palha de variedades de milho sub-
metidas a dois niveis de adubacédo nitrogenada, baixo (20 kg ha') e alto

(120 kg ha™).
Variedades Contetido de Zn nos graos (kg/ha) Contelido de Zn na palha (kg/ha)
Baixo N Alto N Média Baixo N Alto N Média
Sol da manha 0,17 0,20 0,19 0,100 0,077 0,088 b
Eldorado 0,19 0,25 0,22 0,110 0,077 0,093 b
BR 106 0,23 0,30 0,26 0,153 0,077 0,115 ab
BR 451 0,20 0,18 0,19 0,153 0,047 0,100 b
BRS 4150 0,23 0,25 0,24 0,117 0,073 0,095 b
MC 5 0,21 0,24 0,23 0,150 0,073 0,112 ab
MC 4 0,18 0,22 0,20 0,120 0,070 0,095 b
MC 10 0,19 0,22 0,21 0,163 0,137 0,150 a
Média 0,20B 0,23 A 0,133A 0,079 B

Médias seguidas pelas mesmas letras, minUsculas nas colunas e maitsculas ns linhas,
ndo diferem entre si, respectivamente, pelo teste de Duncan e pelo teste F a 5 % de

probabilidade.



20 Isolamento, Caracterizacdo e Selecdo de Estirpes de Azospirillum amazonense...

A medida que se aumentou a dose de N aplicada, observou-se uma
menor eficiéncia de utilizacdo do N para a producao de graos, bem
como uma reducao no indice de eficiéncia de utilizacdo de N que
avalia a producao de graos por unidade de nutriente nos graos
(Tabela 7). O aumento na dose de N nao resultou em maior
translocacao desse nutriente para os grdaos. Segundo Fernandes et
al. (2005), geralmente, os aproveitamentos de N decrescem com

o0 aumento das doses aplicadas, em vista de o suprimento desse
nutriente exceder as necessidades da cultura.

O aumento na dose de N promoveu uma maior eficiéncia de utilizacao
do P para a producao de grdaos e uma maior eficiéncia na translocacéao
do P absorvido para os grdos (Tabela 8). Para o indice de eficiéncia de
utilizacdo de P nao houve efeito das doses de N.

Tabela 7. indices de eficiéncia de utilizacdo (Pg/Np e Pg/Ng) e translocacéo
(Ng/Np) de N das variedades de milho submetidas a dois niveis de adubacéao
nitrogenada, baixo (20 kg ha) e alto (120 kg ha™).

Variedade Pg/Np Pg/Ng Ng/Np

BaixoN AltoN Média BaixoN AltoN Meédia BaixoN AltoN  Média
Soldamanhd 46,12 43,78 4495 67,07 64,74 6591 0,69 0,68 0,68
Eldorado 56,25 4581 51,03 80,89 67,64 74,26 0,70 0,68 0,69
BR 106 49,22 46,02 4762 7197 6280 67,38 0,69 0,74 0,71
BR 451 46,28 4523 45,76 64,16 64,13 64,14 0,72 0,71 0,71
BRS 4150 4798 47,09 4754 6756 66,02 66,79 0,71 0,71 0,71

MC 5 52,73 40,88 4680 7510 5883 66,97 0,70 0,69 0,70
MC 4 49,41 4437 4689 69,89 6424 6706 071 0,69 0,70
MC 10 48,13 44,00 46,06 70,18 5990 6504 0,69 0,74 0,71
Média 49,51A 44658 70,85 A 6354B 0,70 0,70

Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste F a 5 % de probabilidade.
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Tabela 8. indices de eficiéncia de utilizacdo (Pg/Np e Pg/Ng) e translocacéo
(Ng/Np) de P das variedades de milho submetidas a dois niveis de adubacéao
nitrogenada, baixo (20 kg ha') e alto (120 kg ha™).

Variedade Pg/Np Pg/Ng Ng/Np

BaixoN Alto N Média  BaixoN AltoN  Média BaixoN AltoN Média
Soldamanhd 126,28 155,62 140,95 17571 177,25 17648 0,72 0,88 0,80
Eldorado 149,62 164,74 157,18 196,42 186,39 191,41 0,76 0,88 082

BR 106 12317 171,16 147,16 171,66 188,92 180,29 0,72 091 0381
BR 451 127,25 196,35 161,80 178,62 228,09 203,36 0,71 087 0,79
BRS 4150 127,83 183,27 155565 175,14 207,56 191,36 0,73 088 0,81
MC 5 137,98 167,20 152,59 191,25 191,30 191,28 0,72 088 080
MC 4 139,96 163,24 151,60 185,30 182,08 183,69 0,76 090 083
MC 10 119,00 161,14 140,07 177,60 199,91 188,75 0,67 080 0,74
Média 131,39B  170,34A 181,46 195,19 0,72B 0,88A

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste F a 5 % de probabilidade.

Todos os indices de eficiéncia para Zn foram aumentados pela adicao da
dose de N mais elevada (Tabela 9). Os aspectos mais estudados dessa
interacao tratam do efeito controvertido dos sais de nitrogénio aumentando
ou aliviando as deficiéncias de Zn e alterando o transporte e redistribuicao
do Zn entre as partes das plantas (LONERAGAN; WEBB, 1993).

Tabela 9. indices de eficiéncia de utilizacdo (Pg/Np e Pg/Ng) e translocacdo (Ng/
Np) de Zn das variedades de milho submetidas a dois niveis de adubacéao nitro-
genada, baixo (20 kg ha') e alto (120 kg ha™).

Variedade Pg/Np Pg/Ng Ng/Np

Baixo N Alto N Média BaixoN  Alto N Média Baixo N Alto N Média
Sol da manhd 17601,2 24301,6 20951,4 28483,7 33906,1 31194,9 0,62 0,72 0,67
Eldorado 20566,1 26845,4 23705,8 335556 35132,1 343438 063 0,77 0,70
BR 106 16597,9 295928 230954 28468,3 37746,2 33107,3 0,60 0,79 0,70
BR 451 17254,7 32866,9 25060,8 300558 42607,0 363314 056 0,78 0,68
BRS 4150  18549,8 296952 241225 28016,1 38658,7 333374 0,66 0,77 0,72

MC 5 19754,4  28428,6 240915 33786,7 37390,8 35588,7 059 0,76 0,67
MC 4 19196,9 277624 234796 320159 366748 343453 060 0,76 0,68
MC 10 15548,5  25941,56 207450 292374 405105 348739 053 0,64 0,58
Média 18133,7B  28179,3A 30452,4B 37828,3A 0,60B 0,75A

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste F a 5 % de probabilidade.
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Na Fig. 1, observa-se a distribuicdo de bactérias diazotréficas isoladas (104
bactérias foram isoladas no total) em associacdo com as diferentes varie-
dades de milho avaliadas neste experimento.

5%

W A amazonense
B Herbaspirillum spp.

O Azospirillum spp.

Fig. 1. Porcentagem de isolados de bactérias diazotréficas identificadas em associacdo com as
diferentes variedades de milho.

Foram utilizados, neste trabalho, apenas os meios semi-sélidos e
semi-especificos para isolamento de Azospirillum spp. (NFb) e A.
amazonense (LGl) (DOBEREINER et al., 1995). No entanto, um ndmero
significativo de bactérias do género Herbaspirillum, que cresceram no
meio NFb, foi isolado. Ao final do trabalho de isolamento, o nimero

de bactérias do género Herbaspirillum obtido foi bem superior aquelas
pertencentes a Azospirillum spp. (A. brasilense e A. lipoferum) (Fig. 1).
Provavelmente, as coldnias bastante caracteristicas de Herbaspirillum
spp. e A. amazonense, o que torna seu isolamento mais facil quando
comparado ao de outras bactérias (ex.: A. brasilense e A. lipoferum),
tenham influenciado na obtencdo da maior percentagem de isolados
dessas bactérias. Entretanto, mesmo que a presenca de bactérias do
género Herbaspirillum, em associacdo com plantas de milho, ja tenha
sido relatada em outros trabalhos (BALDANI et al., 1986; OLIVARES
et al., 1996), nao esperdvamos que o nimero de isolados obtidos,
utilizando-se o meio NFb, fosse superior aos isolados de Azospirillum

Spp.

A adubacao nitrogenada, de maneira geral, apresentou efeito negativo
em relacao ao numero de bactérias diazotroficas encontradas, ou
seja, a dose mais alta reduziu a populacao desses microrganismos
associados ao sistema radicular das plantas (Tabela 10).
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O efeito negativo de elevadas doses de fertilizantes nitrogenados sobre
populacoes de bactérias diazotréficas ja foi relatado anteriormente
(REIS JUNIOR et al., 2000). Esse fato pode ser prejudicial a cultura, ja
que a interacao positiva entre bactérias diazotréficas e o milho tem sido
demonstrada por vérios autores (OKON; VANDERLEYDEN, 1997).

Pode-se observar que nao existiram diferencas significativas em

relacdo a populacao de bactérias (Tabela 10) encontradas entre as
diferentes variedades de milho avaliadas. Isso indica que as diferencas
na eficiéncia nutricional entre diferentes variedades de milho nao

estdo correlacionadas a populacdo destes microrganismos e que,
provavelmente, devem ser resultado de uma gama de fatores genéticos,
bioguimicos e fisiolégicos envolvendo tanto os macro quanto os
microsimbiontes.

Tabela 10. Nimero de bactérias diazotréficas crescidas nos meios NFb e
LGI associadas a diferentes variedades de milho.

N° bactérias (log)/g matéria fresca raiz N° bactérias (log)/g matéria fresca raiz

Variedade
Meio NFb Meio LGI
BaixoN  Alto N Média Baixo N Alto N Média

Sol da manha 6,02 414 5,08 5,82 4,80 5,31
Eldorado 741 413 5,77 7,07 3,95 5,51
BR 106 5,04 4,67 4,85 5,99 4,55 5,27
BR 451 5,03 3,72 4,37 5,93 4,36 5,15
BRS 4150 6,46 4,90 5,68 5,39 4,14 4,77
MC 5 4,49 5,21 4,85 4,62 4,49 4,55
MC 4 5,26 4,02 4,64 4,29 3,93 4.1
MC 10 5,70 541 5,56 5,55 4,81 5,18
Média 5,68 A 452B 558 A 4,38 B

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste F a 5 % de probabi-
lidade.
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Estudo 2: Caracterizacao de Azospirillum amazonense
e Herbaspirillum spp. isolados de diferentes variedades

de milho

Os testes de assimilacdo de N-acetil-glucosamina e meso-erithritol
mostraram que todos os isolados de Herbaspirillum foram capazes de
utilizar a primeira, mas ndo a segunda fonte de carbono (Fig. 2 e
Tabela 11), o que é caracteristica da espécie H. seropedicae, ja
encontrada em associacao com plantas de milho (OLIVARES et al.,

1996).

H mbrisdbé/bicans H séropediba.e‘ Isolad.'osb de hﬂlho

Fig. 2. Teste de assimilacdo de meso-erithritol (M - M4) e N-acetil-glucosamina (N -
Z67, HIV 206, HIlI313D) por isolados de Herbaspirillum spp. A presenca de pelicula, na
superficie do meio semi-sélido, indica o crescimento bacteriano e, conseqlientemente, a
assimilacdo da fonte de carbono.

Tabela 11. Utilizacdo de N-acetil-glucosamina e meso-erithritol por isolados de
Herbaspirillum spp. provenientes de raizes de milho e as estirpes padrao de H.
seropedicae (Z67) e H. rubrisubalbicans (M4).

Isolado/Estirpe N-acetil-glucosamina Meso-erithritol
267 + .

M4 - +

HIV 301b
HIV 206
HIll 313a
HIll 206a
HIll 206b
HIll 313¢c
HIll 313b
HIll 313d
HIlI 311b
HIll 311a
HIV 201b

o+ o+ o+ o+ o+ + + o+ 4+
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Baseado nos perfis de proteinas totais (Fig. 3), os isolados de A.
amazonense mostraram alta similaridade, agrupando-se com a estirpe
padrao Y2 (Fig. 4). Dessa maneira, as avaliacoes morfolégicas feitas
previamente foram confirmadas.

a @
= ®
) )
=g T

Fig. 3. Andlise SDS-PAGE de estirpes
padrdo de bactérias diazotréficas

e isolados de Herbaspirillum spp.
provenientes de diferentes variedades
de milho.

Y2
LIV102b
Livi12e
Lill102c
LilI203a
Liv211
LIvi02a
Lill102a
LIV313
LIv308a
Lil112b
Liz0s
Liv211
LIV111b
LIV308b
Liv101
LIV314a
LIVi12a
LIV101b

LiVitia
Lil122a
LIV303a
LIV203

Li102b
Li203b
LIvi12b

LIVi01a
LIV303b

Sp 59

sp7

ze7
E— HII313a
HII311b
HIlI206b

HIlI206a
HIlI311a
HIV206
HIV201b
HI311d
HIl311c
HI311b
HIV301b
M4

O,IZO I I I I O,I40 I I I I O,IGO I I I I O,IBO I I I I 1,00
Coeficiente
Fig. 4. Dendrograma de similaridade baseado nos perfis de proteinas totais de estirpes
padrdo de bactérias diazotréficas e isolados de A. amazonense and Herbaspirillum
provenientes de diferentes variedades de milho. O coeficiente de Jaccard foi aplicado e a
matriz foi construida pelo método UPGMA.
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Ja as bactérias Herbaspirillum spp. mostraram maior diversidade,
apesar de um menor nimero de isolados ter sido avaliado. Entretanto,
observando as estirpes padrao utilizadas e os isolados avaliados,

um melhor agrupamento, com no minimo 65 % de similaridade, foi
obtido com Z67, a estirpe padrao de H. seropedicae, e em menor grau
com a estirpe M4 (58 % de similaridade), pertencente a espécie H.
rubrisubalbicans (Fig. 4).

As andlises de ERIC-PCR (Fig. 5) confirmaram os resultados obtidos com
os perfis de proteinas para Herbaspirillum spp. Contudo, o dendrograma
construido a partir dos resultados de ERIC-PCR apresentou uma maior
diversidade comparativamente ao que foi apresentado pelos resultados
envolvendo as andlises de perfis de proteinas. Utilizando essa metodologia,
a similaridade entre os isolados e a estirpe padrao de H. seropedicae (267)
partiu de apenas 32 % (isolados HIll 313b e HIV 206) até um maximo de
80 % (isolado HIll 313a) (Fig. 6). Esse comportamento pode evidenciar, no
nivel intra-especifico, uma grande diversidade genética entre os isolados.
De acordo com Bull et al. (2000), técnicas como a RFLP-PCR, RAPD,
REP-PCR e ERIC-PCR podem ser indicadas para estudos de diversidade
intra-especifica, aquela que compreende a diversidade apresentada abaixo
do nivel de espécie, em que é avaliada a diversidade de subespécies ou
estirpes pertencentes a uma mesma espécie.

600 bp

Fig. 5. ERIC-PCR de estirpes padrao
de bactérias diazotréficas e isolados
de Herbaspirillum provenientes de
diferentes variedades de milho.

100 bp
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HIV301a

HIV311a
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Coeficiente

Fig. 6. Dendrograma de similaridade baseado nos perfis de ERIC-PCR de estirpes padréo
de bactérias diazotréficas e isolados de Herbaspirillum provenientes de diferentes
variedades de milho. O coeficiente de Jaccard foi aplicado e a matriz foi construida pelo
método UPGMA.

Apesar de a fixagao biolégica de nitrogénio por Azospirillum ter sido
foco da comunidade cientifica por muitos anos, existem evidéncias
crescentes de que grande parte da contribuicdao de bactérias desse
género para as plantas deve-se a producao de hormoénios. Okon e
Labandera-Gonzalez (1994) citam que a fixacdao de nitrogénio por
Azospirillum apresenta importancia agronémica significativamente
reduzida em relacao ao que se pensava no passado.

Em virtude da importancia da producao de AIA por bactérias dos
géneros Azospirillum e Herbaspirillum, alguns isolados oriundos da
associacao com raizes de milho tiveram sua capacidade de producao
deste hormonio avaliada. Todos os isolados testados foram capazes de
produzir AlA (Fig. 7a e Fig. 7b). A quantidade de AIA produzida variou
entre os isolados, com valores que foram desde 35 uM (LIl 308b) a
190 uM (HIIl 313c). Vale destacar a estirpe padrao de A. lipoferum
(Sp59), com uma producao de 340 uM. Radwan (1999) também
mostrou grande variabilidade entre isolados de Azospirillum quanto a
producdo de AlA, com valores variando de 19,2 uM - 432 uM.



Isolamento, Caracterizacdo e Selecdo de Estirpes de Azospirillum amazonense...

(a) (b)
400 400
Esoo £330
] 4
< 20
200 E-{
3 8
% 100 8,100 4
3
a 0 0+
2T eg88sg8ggsecs [ o
§-N5585558885 8 &g EESEs¥8s§
$Essszrizs §§§:§§§§§§§§5
Estirpes Estirpes

Fig. 7. Producdo de AIlA por estirpes padrao de Azospirillum lipoferum (Sp59), Herbaspirillum
rubisubalbicans (M4) e H. seropedicae (Z67) e isolados de H. seropedicae oriundos de raizes

de milho (a). Producdo de AlA pela estirpe padrao de Azospirillum amazonense (Y2) e isolados
desta mesma espécie oriundos de raizes de milho (b). Os valores sdo médias de trés repeticoes.

Para confirmar a capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico pelos
isolados de raizes de milho, estirpes de Azospirillum amazonense e Her-
baspirillum tiveram sua atividade da nitrogenase averiguada pela metodo-
logia de reducao de acetileno. Foram testadas 9 estirpes de Herbaspiril-
lum e 10 estirpes de A. amazonense. Todos os isolados apresentaram
capacidade de reduzir o acetileno e foi constatada pequena variacao da
atividade da nitrogenase entre os isolados de Herbaspirillum (61,9 a
78,1 nmol C2H4 h' frasco™) e A. amazonense (93,1 a 149,2 nmol
C2H4 h' frasco™) (Fig. 8). Essa magnitude de valores e a variacdo na
capacidade de Azospirillum spp. fixar N atmosférico observada entre
membros de populacdes naturais foi constatada também por Han e New
(1998).
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Fig. 8. Atividade de reducao de acetileno (atividade da nitrogenase) em estirpes de Her-
baspirillum spp. (a) e A amazonense (b) isoladas de raizes de milho. Os valores s@do mé-
dias de trés repeticdes.
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Estudo 3: Selecdo de estirpes para trabalhos de
inoculacao

No primeiro experimento, o tratamento inoculado com a estirpe LIV
205 de A. amazonense destacou-se diante dos demais tratamentos,
produzindo maior matéria seca da parte aérea (39 %) e de raizes
(42 %) quando comparado ao controle nao inoculado (Tabela 12).
Quando os estudos com as associacoes entre plantas e Azospirillum
tiveram seu inicio, acreditava-se que os beneficios obtidos eram
essencialmente derivados da fixacao biolégica de nitrogénio
(DOBELAERE et al., 2001), no entanto estudos posteriores
demonstraram que os efeitos positivos proporcionados por esses
microrganismos sao, principalmente, derivados de alteracoes
morfolégicas e fisiolégicas nas raizes das plantas inoculadas, o que
leva a um incremento na absorcao de agua e nutrientes (OKON;
VANDERLEYDEN, 1997). Provavelmente, a maior producao de
matéria seca e acumulo de nutrientes por plantas inoculadas seja
devido a producao de substancias promotoras de crescimento

pelas bactérias. Bashan e Holguin (1997) relatam que é 6bvio que
fitormoénios, principalmente o acido indol-acético (AlA), excretados
por Azospirillum, desempenham um papel essencial na promocao do
crescimento de plantas em geral.

Tabela 12. Matéria seca de parte aérea (MSPA) e raizes (MSR) de plantas de
milho, 20 dias apds o plantio, sob diferentes tratamentos de inoculagao.

Inoculagao MSPA (g) MSR (g)
Controle ndo inoculado 0,62 BC 0,55B
LIVi11a 0,50C 0,488
LII12a 0,59 BC 0,56 B
LIV205 0,86 A 0,78 A
HIV301a 0,70 ABC 0,59B
HIlI313b 0,77 AB 0,77A
Probabilidade 0,011 0,027
CV% 15,1 18,47

Os valores seguidos de mesma letra ndo se diferem pelo teste LSD 5 %.
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No segundo experimento, plantas co-inoculadas com os isolados LIV 205
de A. amazonense + HIV 301a de H. seropedicae apresentaram maior
producao de matéria seca da parte aérea quando comparado aos outros
tratamentos, com excecao daquelas inoculadas com a estirpe Sp7. Para
esse parametro, o tratamento com a co-inoculagdo mostrou um incremento
38 % superior ao controle nao inoculado (Tabela 13).

A producao de raizes seguiu 0 mesmo comportamento, porém as
plantas co-inoculadas superaram até mesmo aquelas inoculadas com
a estirpe Sp7. O incremento da co-inoculacdo em relacdo ao controle
ndo inoculado para a massa seca de raizes foi de 41 % (Tabela 13).

Apesar de nao significativas, as diferencas apresentadas para a area foliar
mostram uma tendéncia de que o tratamento inoculado com isolados das
duas espécies (A. amazonense + H. seropedicae) seja superior aos demais.
Verificou-se, nesse caso, um incremento de 33 % sobre o controle

(Tabela 13).

Apenas o tratamento de co-inoculacdao com isolados das espécies A.
amazonense + H. seropedicae apresentou uma quantidade de N acumulado
estatisticamente superior (24,5 %) ao controle. O aumento nos teores de N
em plantas inoculadas com bactérias diazotréficas € comumente relatado,
podendo ser resultado tanto da fixacao biolégica de nitrogénio, quanto

dos mecanismos de promocao do crescimento, que podem incrementar a
capacidade das plantas em absorver esse nutriente (DOBBELAERE et al.,
2001).

Os resultados deste trabalho destacam o melhor desempenho das plantas
co-inoculadas com isolados de espécies diferentes. Na literatura, existem
poucos trabalhos comparando inoculacdes simples com co-inoculacdes
envolvendo diferentes espécies promotoras de crescimento vegetal.
Portanto, sugere-se que, em testes futuros visando selecao de estirpes,
tanto em experimentos de casa de vegetacao quanto no campo, deve-se
trabalhar também com a co-inoculacao.
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Tabela 13. Matéria seca de parte aérea (MSPA) e raizes (MSR), area foliar (AF) e
contetdo de nitrogénio de plantas de milho, 20 dias apds o plantio, sob diferentes
tratamentos de inoculacéo.

Inoculacao MSPA (g) MSR (g) AF (cm2) Contetdo de N (mg)
Controle ndo inoculado 0,64C 0,81BC 138,25 12,65 B
LIVi11a 0,68 BC 0,89 BC 134,43 13,94 AB
LIlI12a 0,58C 0,78 C 127,18 12,22 B
LIV205 0,55C 0,90 BC 115,81 12,06 B
HIV301a 0,67 BC 0,94B 128,61 12,69B
HIII313b 0,61C 0,92 BC 161,91 11,95B
LIV 205 + HIV 301a 0,88 A 1.14A 184,35 15,75 A
Sp7 0,80 AB 0,87 BC 157,83 13,72 AB
Probabilidade 0,0022 0,0016 n.s. 0,0266
CV% 15,41 10,92 21,82 11,68

Os valores seguidos de mesma letra ndo se diferem pelo teste LSD 5 % n.s. - ndo signifi-
cativo.

Este trabalho foi importante para que fossem reiniciados os estudos
envolvendo bactérias fixadoras de nitrogénio e/ou promotoras de
crescimento de plantas, em associacdo com gramineas, na Embrapa
Cerrados. Hoje temos em nosso banco de germoplasma mais de 100
estirpes de Azospirillum spp. e Herbaspirillum seropedicae que poderao
ser utilizadas em estudos futuros. Além disso, foram apresentados
resultados interessantes, confirmando o potencial da inoculacao
com A. amazonense e/ou Herbaspirillum seropedicae, que devem

ser confirmados com novos experimentos em ambiente controlado
e, principalmente, em condicdes de campo. Projetos envolvendo

a utilizacao de bactérias desses grupos na cultura do milho e do
trigo estdo em andamento e em breve daremos inicio aos primeiros
experimentos com a cultura da cana-de-acucar.
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Conclusoes

As variedades experimentais MC5b e MC10 foram aquelas que
obtiveram destaque na maioria dos atributos avaliados. No entanto,
nao houve diferencas entre as variedades em relacdo a populacao de
bactérias diazotroficas avaliadas associadas as suas raizes.

As andlises do perfil de proteinas totais e de ERIC-PCR mostraram
significativa diversidade genética entre os isolados de Herbaspirillum.

A co-inoculacédo dos isolados LIV 205 de A. amazonense e HIV 301a
de H. seropedicae promoveu maior crescimento das plantas em ensaio
de casa de vegetacao.
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