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RESUMO

A utilizacdo das técnicas de inoculacdo e coinoculagdo de rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) pode ser uma alternativa com
grande potencial para o mercado agricola, visando uma maior eficiéncia no uso
de fertilizantes e consequentemente reducdo do impacto ambiental. Os rizébios
também apresentam capacidade para a promoc¢ao do crescimento de poaceas,
grupo de plantas no qual essas bactérias nao realizam a fixagcdo simbiética de
nitrogénio. Nesse contexto, a principal hipétese do trabalho é que o
desenvolvimento de poaceas é beneficiado quando as plantas sdo inoculadas
com RPCPs. O objetivo geral deste trabalho foi verificar a capacidade de
rizobios em promover o0 crescimento dos cereais: arroz, milho e trigo,
inoculados isoladamente e coinoculados com Azospirillum brasilense. Os
experimentos foram realizados a campo e em casa de vegetacdo, com plantas
de arroz, milho e trigo, inoculadas e coinoculadas com os rizobios UFRGS
Vp1l6 e UFRGS Lc348, e A. brasilense, e sob niveis de doses de nitrogénio
recomendadas para cada espécie vegetal. A inoculacdo de rizdbios,
isoladamente ou em coinoculagdo com A. brasilense promove aumentos de
producéo de graos de milho hibrido (Morgan 30A77PW) em manejo sequeiro e
irrigado. Em areas de pousio a coinoculacdo do rizébio UFRGS Lc348+A.
brasilense mantem o rendimento de grdos de arroz (cultivar IRGA 424), com
60% da dose nitrogénio recomendada. Ja em safras com inoculacdes
sucessivas na area de plantio, todos os tratamentos com RPCPs e 60% da
dose de nitrogénio, mantém o rendimento de grdos. Em plantas de trigo
(cultivares TBIO Sossego e BRS Parrudo), a inoculagdo e coinoculacdo
aumentam o rendimento de grdos. A cinética de absorcdo de nitrogénio em
plantas de milho hibrido (Morgan 30A77PW) é modificada pela inoculacdo com
rizobios UFRGS Vpl16 e UFRGS Lc348 tanto de forma isolada, ou coinoculada
com A. brasilense.
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ABSTRACT

The use of inoculation and coinoculation techniques of plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR) can be an alternative with great potential for the
agricultural market, aiming at a greater efficiency in the use of fertilizers and
consequently reduction of environmental impact. Rhizobia also have the
capacity to promote the growth of grasses, a group of plants in which these
bacteria do not perform symbiotic nitrogen fixation. In this context, the main
hypothesis of the work is that the development of grasses benefits when the
plants are inoculated with PGPR. The general objective of this work was to
verify the rhizobia of capacity to promote cereal growth: rice, maize and wheat,
inoculated in isolation and coinoculated with Azospirillum brasilense. The
experiments were carried out in the field and in a greenhouse with rice, maize
and wheat plants, inoculated and coinoculated with the rhizobia UFRGS Vp16
and UFRGS Lc348, and A. brasilense, and under levels of nitrogen rates
recommended for each plant species. The inoculation of rhizobia, alone or in
combination with A. brasilense, promotes hybrid maize grain yield increases
(Morgan 30A77PW) in dry and irrigated management. In fallow areas the
coinoculation of the rhizobia UFRGS Lc348 + A. brasilense maintains the yield
of rice grains (cultivar IRGA 424), with 60% of the recommended nitrogen dose.
In crops with successive inoculations in the plantation area, all the treatments
with PGPR and 60% of the nitrogen dose, maintain the yield of grains. In wheat
plants (cultivars TBIO Sossego and BRS Parrudo), inoculation and
coinoculation increase the yield of grains. Nitrogen uptake kinetics in hybrid
maize plants (Morgan 30A77PW) is modified by inoculation with rhizobia
UFRGS Vp16 and UFRGS Lc348 either in an isolated form, or coinoculated
with A. brasilense.
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1. INTRODUGCAO GERAL

O setor agricola € uma das atividades socioeconbémica mais
importante do nosso pais. Nos ultimos anos, o Brasil se consolidou como um
dos maiores produtores e exportadores mundiais de alimentos, com area
plantada de 60 milhdes de hectares, sendo que desses, 22 milhdes estdo na
regido sul (CONAB, 2017). O estado do Rio Grande do Sul se destaca nesta
regido, pois € o terceiro maior produtor nacional de grdos (15,3%). Este
resultado se da pela combinacéo de fatores como clima propicio, investimento
em tecnologia e extensao territorial cultivavel.

Entretanto, a produtividade das lavouras do estado é comprometida
pelas caracteristicas nutricionais desfavoraveis do solo, especialmente as
limitacbes nos teores de nitrogénio. A utilizacdo em excesso de adubos
nitrogenados para suprir esta caréncia nutricional € uma préatica bastante
disseminada em areas agricolas. Esta pratica torna o adubo nitrogenado um
dos mais consumidos no mundo e o que mais influencia no custo de producéo
de um cultivo.

Uma alternativa sustentavel para o mercado agricola, visando a
reducdo do uso de fertilizantes e, consequentemente, o custo de producao, € a
utilizacdo de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs).
Estas bactérias ja sdo bastante estudadas no processo de fixacdo simbidtica
de nitrogénio em leguminosas, que € uma das mais importantes formas de
promocao de crescimento de plantas induzido por bactérias. No entanto, pouco
se tem estudado sobre o potencial dos rizébios para a promocao do
crescimento de poéaceas, grupo de plantas no qual essas bactérias néo
realizam a fixacdo bioldgica de nitrogénio, mas podem estimular o crescimento
vegetal por diversos outros mecanismos, como producdo de substancias
fitorreguladoras, aumento da disponibilidade de fosforo e biocontrole de

fitopatogenos.



Neste sentido, se faz importante o estudo da utilizacdo de rizébios
na forma de inoculantes biol6gicos para poaceas, pois pode ser uma das
tecnologias mais eficientes em substituir métodos tradicionais de adubacéo
nitrogenada no mercado agricola, levando as hipdteses que: o
desenvolvimento de plantas de arroz, milho e trigo é beneficiado quando as
plantas sdo inoculadas com bactérias promotoras de crescimento, e a
inoculacdo de plantas de arroz, milho e trigo com bactérias promotoras de
crescimento possibilita a reducdo da dose de fertilizante nitrogenado, mantendo
0s niveis de produtividade.

Assim, o trabalho tem como objetivo geral avaliar a capacidade de
rizobios em promover o crescimento dos cereais arroz, milho e trigo. Como
objetivos especificos: (a) avaliar a interacdo entre adubac&o nitrogenada e a
promocdo de crescimento por rizobios em plantas de arroz, milho e trigo; (b)
avaliar a eficiéncia da inoculacdo e coinoculacdo de rizobios e bactérias
diazotréficas endofiticas, na promocédo de crescimento de plantas de arroz,
milho e trigo; (c) avaliar a cinética de absorcdo de nitrogénio em plantas de
milho inoculadas e coinoculadas com rizbios e bactérias diazotroficas

endofiticas.



2. CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCPs)

A rizosfera € um ambiente edéafico conhecido por hospedar uma
ampla variedade de bactérias. Varias destas bactérias ndo sé colonizam a
rizosfera e o rizoplano, mas também podem penetrar nas plantas, colonizando
os tecidos internos do vegetal, estabelecendo assim, associa¢cfes benéficas e
desempenhando importante papel na manutencdo e/ou incremento do
crescimento vegetal, quer seja em ecossistemas naturais ou manejados
(Compant et al., 2010), podendo ser utilizadas para a promocao de crescimento
plantas (Hallmann, 2001; Compant et al.,, 2005; Sessitsch et al., 2004,
Hallmann & Berg, 2006) para melhoria da producao agricola.

O termo rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCPs) foi proposto por Kloepper e Schroth (1978) e provém da expressao
“plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)”, que é aceita pela comunidade
cientifica internacional para expressdo que designa esse grupo. As RPCPs
foram submetidas a inUmeros estudos focados em aplicacdes biotecnolégicas
na agricultura, horticultura, silvicultura e protecdo ambiental (Zahir et al., 2004).
Estudos iniciais na década de 1950 comecaram com foco em bactérias
fixadoras de nitrogénio. Desde entdo, um grande numero de RPCPs
pertencentes a diferentes classes e géneros foram descritos (Rodriguez-Diaz et
al., 2008).

O modo de acdo das RPCPs ainda ndo € plenamente conhecido,
mas pode ser de forma direta: estimulando a fixacdo de nitrogénio,

solubilizando nutrientes (principalmente ferro, enxofre e fosfatos inorganicos e



insolaveis), produzindo fitohorménios (acido indol acético (AlA), giberelinas e
citocininas) e exopolissacarideos (Cattelan, 1999; Dobbelaere et al., 2003;
Hara & Oliveira, 2004; Han et al., 2005; Banerjee et al., 2006; Marra et al.,
2011; Ahemad & Kibret, 2014); e também de forma indireta: reduzindo os
danos causados por fitopatdgenos por mecanismos tais como producao de
sideréforos, quitinases, glucanases e antibidticos (Renwick et al., 1991). As
RPCPs podem usar mais do que um destes mecanismos simultaneamente
para aumentar o crescimento vegetal (Hahn, 2013).

Em geral, mecanismos diretos sdo aqueles que afetam o equilibrio
dos reguladores de crescimento da planta, aumentando o estado nutricional da
planta e estimulando mecanismos de resisténcia sistémica (Zahir et al, 2004;
Glick et al., 2007). Estes mecanismos levaram a aplicacdo de termos genéricos
para as RPCPs, incluindo: biofertilizante, fitoestimulador e biopesticida (Okon &
Kapulnik, 1986; Spaepen et al., 2007; Martinez-Viveros et al, 2010). Os
mecanismos indiretos estdo relacionados ao controle biolégico, incluindo a
producado de antibiéticos, a quelacéo do Fe disponivel na rizosfera, a sintese de
enzimas extracelulares que hidrolizam a parede celular fingica e a competicdo
por nichos dentro da rizosfera (Zahir et al, 2004; Glick et al, 2007).

Além de realizarem a fixacao biolégica de nitrogénio (FBN), algumas
rizobactérias exercem papel importante na solubilizacdo de fosfatos
inorganicos insoltveis. A utilizacdo de RPCPs capazes de fixar nitrogénio e
solubilizar fosfato inorganico aumenta a disponibilidade desses nutrientes para
0 crescimento de plantas leguminosas e ndo leguminosas (Peix et al., 2001,
Vessey et al., 2003), substituindo ou diminuindo a utilizacdo de fertilizantes
nitrogenados e fosfatados (Oliveira, 2011; Marra et al., 2012).

Depois da FBN, a producdo de hormdnios vegetais é considerada o
mais importante modo de acao na promocdo de crescimento de plantas por
rizobactérias (Osorio Filho, 2009). Estes fitohormbnios exercem diversas
fungbes no ciclo de vida dos vegetais, entre elas o desenvolvimento de
meristemas apicais, estimulo da divisdo e crescimento celular, crescimento de
raizes, aumento do numero de pelos radiculares, além de estimular a

germinacao (Tsavkelova et al., 2007; Quiala et al., 2012; Ruedell et al., 2013 ).



As substancias fito estimuladoras produzidas por RPCPs mais
estudadas sdo os hormoénios pertencentes ao grupo das auxinas,
particularmente o acido indol-acético (AIA) (Hayat et al., 2010). As RPCPs
sintetizam o AIA, promovendo, assim, o crescimento das raizes e a proliferacédo
de pelos radiculares, melhorando a absor¢do de agua e nutrientes do solo e,
consequentemente, melhorando o desenvolvimento da planta (Caballero-
Mellado et al., 2006; Taiz & Zeiger, 2013 ).

Existem outros grupos de horménios de crescimento vegetal
produzidos por rizobactérias, como as giberelinas e citocininas, que também
podem influenciar o crescimento e o desenvolvimento das plantas. As
giberelinas estéo relacionadas ao elongamento do caule e folhas, germinacdo
de sementes e retardamento do envelhecimento dos tecidos vegetais (Davies,
1995; Aoyama et al., 1996; Jaleel et al., 2007); ja as citocininas sdo relatadas
como indutoras da divisao celular, desenvolvimento parte aérea e radicular, e
formacdo de pélos radiculares (Frankenberger & Arshad, 1995; Moura et al.,
2012).

Outra forma de promocdo de crescimento vegetal que esti
diretamente ligada as RPCPs é a producdo de exopolissacarideos. Os rizébios
sintetizam polissacarideos e excretam polimeros solGveis ou insollveis, para
fora das células (Seesuriyachan et al., 2012). Estes exopolissacarideos
produzidos pelas RPCPs interagem com as plantas, auxiliando na
sobrevivéncia do vegetal, permitindo adaptacao a varias situacfes de estresses
ambientais como o salino, variacfes de temperatura e estresse hidrico (Silva,
2014). Os exopolissacarideos possibilitam vida livre a bactéria, permitindo a
aderéncia e colonizacdo as superficies sdlidas onde os nutrientes se
acumulam, além de que, estas substancias envolvem as membranas das
células protegendo-as do dessecamento e de outros estresses ambientais,
além de ajudar na fixacdo de nutrientes proximos a bactéria (Flemming et al.,
2010; Barreto et al., 2011; Liu et al., 2013).

Do ponto de vista biotecnoldgico, as rizobactérias que possuem mais
de um dos mecanismos para a promocdo de crescimento vegetal sao

almejadas e rastreadas para uma possivel aplicacdo no campo, objetivando o



aumento da producao agricola (Verma et al., 2001), de forma mais econémica

e sustentavel.

2.2. RizGbios como organismos promotores de crescimento de

plantas

Os rizObios sdo considerados o principal grupo de diazotroéficos
simbidticos, por sua importancia agrondmica na fixacdo de nitrogénio
(Stroschein, 2007; Gracas et al., 2015). Estes microrganismos sdo bactérias
gram negativas, aerébicas nao esporulantes, pertencentes ao filo
Proteobacteria (Zakhia & Laujudie, 2001). Quando ndo estdo em associagcao
com plantas, os rizdébios sdo bactérias de vida livre e habito alimentar
saprofitico.

A classificagdo dos rizObios esteve em constante alteracdo nos
altimos anos. Atualmente, sdo conhecidas mais de 100 espécies distribuidas
em 16 géneros, dentre eles: Rhizobium, Mezorhizobium, Ensifer (anteriormente
Sinorhizobium), Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Microvirga, Azorhizobium,
Ocrhobactrum,  Methylobacterium, Devosia, Shinella,  Neorhizobium,
Pararhizobium (Classe de a-proteobactérias), Burkholderia, Paraburkholderia
(anteriormente Burkholderia) Cupriavidus (anteriormente Ralstonia) (Classe de
B-proteobactérias) (Velazquez et al., 2017).

Estas bactérias realizam simbiose com as plantas da familia
Leguminosae, que se caracteriza pela formacéo de estruturas hipertréficas nas
raizes e, excepcionalmente, no caule, denominadas nédulos. Essa capacidade
de fixar nitrogénio biologicamente ocorre devido ao complexo enzimatico
nitrogenase, que sdo capazes de romper a tripla ligacdo do N, atmosférico
reduzindo-o a aménia (NHs"), uma forma prontamente assimilavel pela planta
(Cantarella, 2007; Berrada & Fikribenbrahim, 2014; Mus et al., 2016).

As vantagens da simbiose entre os rizobios e as leguminosas séo
varias, incluindo maior produtividade agricola, manutencéo e restauracdo da

fertilidade do solo, economia de fertilizantes com precos altos e diminuigdo da



poluicdo de &dguas subterrdneas por nitratos, sendo, portanto, uma significativa
funcéo ecoldgica e econdmica (Lyra et al., 2013; Cavalcante et al., 2016).

Em virtude da rapida colonizacdo dessas bactérias na rizosfera e
estimulacdo no crescimento da planta, existe consideravel interesse em
pesquisar o potencial biotecnologico dos rizébios, visando otimizar a producao
da cultura de interesse, seja ela leguminosa ou poacea.

A colonizacéo de rizobios em poaceas ocorre diferentemente do que
em leguminosas (Reddy et al, 1997; Webster et al., 1997; Yanni et al., 1997;
Chi et al., 2005). As bactérias colonizam as raizes, caules e folhas da poéacea,
penetrando no interior do tecido vegetal através de fissuras radiculares ou nas
insercdes das raizes secundarias (Reddy et al., 1997; Dobbelaere et al., 2003),
sem causar sintomas de doencas e estimulando o crescimento destes vegetais
através de mecanismos diretos e indiretos ja citados.

Na interacdo rizobio e poaceas ndo ha formacdo de nddulos, nédo
ocorrendo, assim, a FBN. No entanto, a inoculacdo com rizébios estimula a
germinacao de sementes, 0 crescimento e o desenvolvimento de plantas néo
leguminosas (Chi et al., 2005, Singh et al., 2006; Yanni et al., 2001). Em
estudos a campo, Panwar & Singh (2000) observaram que as RPCPs podem
aumentar o teor de N e P nos tecidos das plantas, e atribuiram o fato a um
maior crescimento das raizes, estimulado provavelmente pelos
microrganismos.

Vérios trabalhos demonstram a eficiéncia da inoculacéo de rizébios
na promocao de crescimento de poaceas, como em arroz (Yanni et al., 1997;
Biswas et al., 2000; Osorio Filho et al., 2014), cevada (Miransari & Smith,
2009), milho (Hahn et al., 2014), capim Tanzania e pensacola (Machado et al.,
2011), milheto e sorgo (Machado, 2015). No entanto, a tecnologia de
inoculacdo de rizébios em poaceas ainda € subaproveitada no Brasil, e esta

longe de ter todo o seu potencial utilizado pelo setor agropecuario nacional.



2.3. Azospirillum como organismos promotores de crescimento

de plantas

O género Azospirillum contempla rizobactérias associativas e que se
encaixam no grupo dos diazotréficos endofiticos facultativos (Dobereiner &
Baldani, 1982), uma vez que tem a capacidade de colonizar tanto o interior das
plantas quanto a rizosfera. Estes micro-organismos sao bactérias gram
negativas, aerdbicas, ndo fermentativas, vibroides, pertencentes ao filo
Proteobactéria (Reis et al., 2007), com capacidade de interagir com uma ampla
variedade de plantas, principalmente as da familia Poaceae (poaceas) de
importancia agricola e econdmica (Povineli, 2012).

Atualmente, o0 género Azospirillum possui quinze espécies
identificadas: A. lipoferum e A. brasilense (Tarrand et al., 1978); A.
amazonense (Magalhdes et al.,, 1983); A. halopraeferens (Reinhold et al.,
1987); A. irakense (Khammas et al., 1989); A. largomobile (Dekhil et al., 1997);
A. doebereinerae (Eckert et al., 2001); A. oryzae (Xie & Yokota, 2005); A.
melinis (Peng et al., 2006); A. canadense (Mehnaz et al., 2007a); A. zeae
(Mehnaz et al., 2007b); A. rugosum (Young et al., 2008); A. palatum (Zhou et
al., 2009); A. picis (Lin et al., 2009) e A. thiophilum (Lavrinenko et al., 2010),
mas em termos de fisiologia e genética, a mais estudada € a A. brasilense
(Reis et al., 2007).

Estas bactérias tem capacidade de promover o crescimento vegetal
através da fixacao bioldgica do nitrogénio atmosférico (FBN) e, principalmente,
pela producédo de fitohormdnios (Baldani & Baldani, 2005; Perrig et al., 2007).
Nas associacdes de poaceas com RPCPs, ndo ha formacdo de nédulos como
acontece nas leguminosas. O que ocorre € a colonizacao da superficie e/ou do
interior das raizes e parte aérea das plantas. Assim, a contribuicdo da FBN por
espécies associativas, como o Azospirillum, na nutricdo vegetal ndo é téo
significativa como ocorre na simbiose entre rizobios e leguminosas, ou seja,
bactérias associativas excretam somente uma parte do nitrogénio fixado
diretamente para a planta associada, suprindo apenas parcialmente as

necessidades das plantas (Hungria et al., 2010). Entretanto, se for considerada



a grande extensdo de areas agricolas utilizadas por poaceas, esta FBN parcial
se torna importante.

A interacdo Azospirillum-planta proporciona beneficio para o
desenvolvimento vegetal, que é atribuido a producdo de fitohormonios
(auxinas, giberelinas e citocininas) as quais proporcionam maior crescimento
radicular (Okon & Vanderleyden, 1997), ou seja, ocorre aumento da superficie
de absorcdo das raizes da planta e aumento do volume de substrato do solo
explorado, e por consequéncia maior absorcao de agua e nutrientes (Correa et
al., 2008) resultando em plantas mais vigorosas e produtivas (Bashan et al.,
2004; Hungria, 2011).

Os estudos envolvendo a inoculacdo de Azospirillum tém relatado
efeitos de melhoria do crescimento, desenvolvimento e produtividade de
importantes culturas agricolas (Dartora, 2016). Dentro desse género, a espécie
A. brasilense tem sido usada como inoculante em diversas culturas, com
respostas benéficas demonstradas em milho (Quadros, 2009; Hungria et al.,
2010; Marini et al., 2015; Muller et al., 2016), trigo (Hungria, 2011), milheto
(Machado, 2015) e arroz (Pedraza et al., 2009; Reichemback et al., 2011,
Hahn, 2013).

A resposta da inoculagdo com Azospirillum pode variar de acordo
com o genotipo da planta, condicbes ambientais, praticas agricolas, bem como
com a quantidade e qualidade das células bacterianas utilizadas como
inoculante (Matsumura et al., 2015). Entretanto, os resultados relatados na
comunidade cientifica mostram que esta técnica € promissora, e vai de
encontro aos novos conceitos de agricultura sustentavel, podendo proporcionar

a reducéo na utilizacao do fertilizante nitrogenado aplicado nas lavouras.

2.4. Inoculagédo em lavouras de arroz

A planta de arroz (Oryza sativa) € uma poacea originaria da Asia,
pertencente a familia Poaceae. Este cereal é cultivado e consumido em todos

os continentes (Fageria et al., 2004), pois se adapta as diferentes condicbes de
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solo e clima, sendo a espécie de maior potencial para o controle da fome no
mundo (Azambuja et al., 2004).

A producdo mundial de arroz beneficiado estimado para safra
2017/18 é de 483,66 milhdes de toneladas (USDA, 2017). O Brasil destaca-se
como um dos paises mais importantes quanto a producdo e consumo de arroz
do mundo, produzindo mais de 12 milhdes de toneladas na safra 2016/17,
sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior produtor nacional, com 69% da
producdo (CONAB, 2017).

Para suprir a demanda da alta producdo de arroz, grande
quantidade de minerais € aplicada ao solo para se melhorar o crescimento e
captacdo de nutrientes pelo vegetal (Silveira, 2008). Dentre esses
suplementos, o nitrogénio € o mais importante, sendo necessaria a aplicacédo
de grandes doses deste nutriente (Fornasieri Filho & Fornasieri, 2006;
Andreucci, 2007).

As aplicacfes em excesso de nitrogénio podem resultar em poluicao
ambiental, como a contaminacdo do lencol freatico por nitrato (NO3),
acidificacdo do solo e aumento da taxa de desnitrificagdo, resultando no
aumento da emissdo de Oxido nitroso (N,O) para a atmosfera (Biswas et al.,
2000; Kennedy et al., 2004). Para reverter este quadro de impacto ambiental
provocado pela adubacdo em excesso em cultivos de arroz e pelas dificuldades
de equilibrio na adubacéo de poaceas, existem diversos estudos com relagéo a
aplicac@o e a utilizacdo de adubos bioldgicos no cultivo do arroz e de outros
cereais de importancia econémica mundial (Silveira, 2008). Desta forma, tais
adubos poderéo ser substituidos por formula¢des constituidas, principalmente,
por bactérias diazotréficas (Ferreira et al., 2003; Xie et al., 2003; Guimaraes et
al., 2003).

Vérios estudos vém sendo realizados, demonstrando a colonizagéo
de RPCPs em raizes de plantas de arroz e seu efeito na promocdo de
crescimento desta poacea (Kuss, 2007; Osorio Filho, 2009; Guimarées et al.,
2010; Meireles, et al., 2015; Garcia, 2016; Gerlach, 2017). Os beneficios da
inoculacdo de RPCPs em plantas de arroz podem ser através de: estimulo do

comprimento da radicula e do proéfilo, incremento da area foliar e da matéria



11

seca da parte area, absorcdo de nitrogénio, eficiéncia no uso da &gua
absorvida pela planta, taxas de fotossintese, nimero de paniculas e o
rendimento de graos (Biswas et al., 2000; Chi et al., 2005).

A utilizacdo de RPCPs para o aumento da produtividade em
lavouras de arroz serd, provavelmente, uma das praticas mais importantes para
a agricultura atual (Figueiredo et al., 2010), pois a busca para a diminuicédo e
dependéncia de fertilizantes quimicos e a necessidade de desenvolvimento de
uma agricultura mais sustentavel é pretendida pela sociedade (Moreira &
Siqueira, 2006).

2.5. Inoculacdo em lavouras de milho

O milho (Zea mays L.) € o cereal de maior volume de producao
mundial, tendo sido produzidos na safra 2016/17 mais de 1 bilh&o de toneladas
(USDA, 2017). O Brasil tem uma éarea cultivada com milho de 17,39 milhdes de
hectares e producdo de 96,02 milhdes de toneladas (CONAB, 2017) e é
considerado um pais estratégico, pois é o terceiro maior produtor e 0 segundo
maior exportador mundial de milho.

Para alcancar altos rendimentos de gréaos, o cultivo do milho, assim
como os demais, é dependente de diversos fatores. Além das caracteristicas
intrinsecas a planta e das condi¢des climaticas da regido de cultivo, 0 manejo
também interfere na producao da lavoura (Argenta et al., 2001).

Em relacdo a fertilidade do solo, o nitrogénio é o nutriente requerido
em maior quantidade pelas poaceas e, por isso, é um fator limitante ndo sé no
rendimento de grdos, mas também na qualidade do produto em consequéncia
do teor de proteina nos graos (Amaral Filho et al., 2005). O milho expressa
dependéncia nutricional de nitrogénio (Cancellier 2011), e para se obter altos
rendimentos € necessaria a suplementacdo mineral com fontes de adubacao
nitrogenada (Amado 2002; Scalco et al., 2002).

A utilizacdo em excesso de adubos nitrogenados para suprir a
necessidade nutricional dos cultivos € uma pratica bastante disseminada em

areas agricolas. Esta pratica torna o adubo nitrogenado um dos mais
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consumidos no mundo e o que mais influencia no custo de produgcdo de um
cultivo. Tendo em vista 0os custos ambientais e econémicos, se faz necessario
encontrar alternativas sustentaveis para o mercado agricola, que visem a
reducdo do uso de fertilizantes e, portanto, do custo de producdo, como
também dos impactos ambientais.

Estudos tem demonstrado o grande potencial da interacdo RPCPs
com plantas de milho (Gomes et al., 2007; Pavinato & Rosolem, 2008; Lana et
al., 2009; Hungria, 2011; Kappes et al., 2014; Galindo 2016). O interesse na
utilizacdo de RPCPs nas lavouras de milho, que sejam capazes de contribuir
para a nutricdo das plantas, tem aumentado nos ultimos anos, devido ao alto
custo financeiro investido com fertilizantes e em relacdo ao que se busca no

atual setor agricola, uma agricultura sustentavel (Hungria et al., 2010).

2.6. Inoculagdo em lavouras de trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) é uma poacea pertencente a familia
Poaceae. Esta planta € cultivada mundialmente por ser considerada alimento
basico devido a producéo diversificada de derivados dos seus grdos (Scheuer
et al., 2011). E uma espécie de estacdo fria, com producio mundial de 738
milhdes de toneladas na safra 2016/17. No Brasil, o trigo é o cereal de inverno
de maior importancia na regido Sul, que é a responséavel por 89% da producéo
nacional (CONAB, 2017).

Dentre os principais fatores determinantes para uma boa producao
de trigo esta o fornecimento de uma adequada adubacao nitrogenada (Zagonel
et al., 2002). O nitrogénio é o macro nutriente mais limitante de sua producédo
(Rodrigues et al., 2014), pois € um elemento que participa da composicao de
compostos organicos, atuando no perfilhamento, producdo de biomassa,
formacao de espiguetas e gréos por espiga (Bredemeier & Mundstock, 2001;
Taiz & Zeiger, 2013; Vogel & Fey, 2016) . A correta aplicacdo do nitrogénio no
trigo é fundamental, pois evita perdas e melhora a eficiéncia da adubacao (Sala
et al., 2005).
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Dentro deste contexto, os fertilizantes industrializados s&o a principal
fonte de nitrogénio disponivel para o cultivo do trigo, e no intuito de se obter
altas produtividades, sdo aplicadas doses elevadas desse nutriente (Alves et
al., 2017). Este uso em excesso de nitrogénio pode resultar em danos ao meio
ambiente, como acidificacdo do solo e eutrofizacdo das aguas, elevando os
custos da producao (Binoto, 2013).

Uma alternativa do ponto de vista econbémico e ambiental, para
reduzir os gastos de producédo e minimizar o uso de fertilizantes nitrogenados
industrializados nas lavouras de trigo, seria a utilizacdo de RPCPs (Luidwig,
2015). Considerando os beneficios da inoculagdo em plantas de trigo,
pesquisadores ja observaram uma manutencdo dos perfilhos férteis, maior
realocacdo de nitrogénio presente na biomassa nos graos, maior
desenvolvimento radicular e aumento na produtividade, com graos mais
pesados e cheios (Sala et al.,, 2007; Jezewski et al. 2010; Silva et al. 2005;
Didonet et al. 2000).

Apesar dos resultados positivos na promoc¢do de crescimento de
plantas de trigo com a inoculacdo de RPCPs, estudos sobre a interacdo de
cultivares de trigo e rizébios ainda sao escassos. Diversos autores evidenciam
gue existe uma relagcéo bastante especifica entre a estirpe da bactéria utilizada
com a cultivar do vegetal que se deseja produzir, sendo este evento
denominado de especificidade planta-bactéria (Arsac et al., 1990; Garcia de
Salamone et al., 1996), e para Cantarella (2007) essa observacao € uma das
principais causas de inconsisténcia de ganhos produtivos com a utilizacdo de
RPCPs.

2.7. Inoculagédo e coinoculacédo de RPCPs

A dependéncia de fertilizantes quimicos pela agricultura atual é uma
grande preocupacdo devido aos danos ambientais causados pelo uso em
excesso desses insumos. Entre eles, destacam-se a acidificagdo do solo,
eutrofizacdo das aguas (Binoto, 2013) e a emissdo de gases de efeito estufa

(Marks et al.,, 2013). Além de danos ambientais, outro fato que se torna
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bastante relevante é a participacdo dos fertilizantes nos custos operacionais
das lavouras, sendo em média de 27,82% (CONAB, 2016).

Esse cenario do setor agricola demanda maiores investimentos em
tecnologias que foquem na tendéncia da sustentabilidade, suprindo as
necessidades da geracdo presente, sem comprometer as necessidades das
geracoes futuras (Nassar & Ortiz, 2010). Neste contexto, a utilizacdo de RPCPs
€ uma alternativa economicamente viavel e ecologicamente sustentavel para a
agricultura.

A técnica agricola de manipulagdo de RPCPs €& chamada de
inoculacdo, e o produto contendo as estirpes bacterianas € denominado
inoculante. A inoculacdo pode ser realizada via semente, no sulco de
semeadura ou pos-emergéncia (Ronsani et al., 2013).

Uma alternativa promissora e recentemente explorada no Brasil é a
mistura de inoculantes contendo RPCPs, uma técnica definida como
coinoculacdo (Hungria et al., 2013). Esta nova metodologia ja € uma
recomendacdo oficial proposta pela RELARE (Rede de Laboratérios para
Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de tecnologia de Inoculantes
Microbianos de Interesse Agricola) desde o ano 2016, para espécies
leguminosas.

Essa técnica consiste na utilizacdo de combinacdes de diferentes
RPCPs, os quais produzem efeito sinérgico, ou seja, 0s resultados produtivos
quando juntos superam os obtidos quando utilizados na forma isolada (Ferlini,
2006; Barbaro et al., 2008). Diferentemente do que ocorre em leguminosas,
quando se faz a coinoculacdo de rizébios em conjunto com A. brasilense, o
efeito benéfico do rizébio na associacdo se deve, na maior parte, a capacidade
que a bactéria tem de produzir fitorménios, que resulta em maior
desenvolvimento do sistema radicular, e, portanto, a possibilidade de explorar
um volume mais amplo de solo (Barbaro et al.,, 2008), enquanto que A.
brasilense supre parcialmente o nitrogénio que a poacea necessita para seu
desenvolvimento (Hungria et al., 2007).

A coinoculacdo € muito utilizada e estudada em outros paises por

bY

apresentar uma maior produtividade comparada a técnica de inoculagéo
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isolada (padrdo) (Atieno et al., 2012). Entretanto no Brasil ela ainda néo é
muito explorada. Apesar de muitos anos de pesquisa, ainda se observam
respostas muito variaveis com a utilizacdo de RPCPs, o que mostra a
importancia e justifica a realizacdo de novos experimentos de campo (Kappes
et al., 2014).

Pesquisas com as técnicas de inoculacdo isolada e coinoculagéo
devem ser aperfeicoadas e comprovadas em varias espécies vegetais,
manejos e condi¢cdes edafoclimaticas, para que o produtor sinta-se seguro ao
utilizar as novas tecnologias e manejos em sua lavoura, garantindo qualidade,
produtividade e retorno econdémico (Oliveira et al., 2014; Gerlach, 2017).

Considerando as principais limitacbes e desafios atuais da
agricultura brasileira, e o potencial benéfico das técnicas de inoculacdo e
coinoculagéo, especialmente o maior desenvolvimento do sistema radicular,
com uma maior absorcdo de agua e nutrientes, e 0 aumento no rendimento de
graos (Galindo et al., 2016), é necessario estudos para verificar a viabilidade de
aplicacdo dessas tecnologias em poaceas de grande importancia econémica,

como o arroz, milho e trigo.



3. CAPITULO Il — Desempenho agronémico de plantas de milho

inoculadas e coinoculadas com rizobactérias promotoras de crescimento

INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € o cereal de maior volume de producao
mundial, sendo produzidos cerca de 1 bilhdo de toneladas (USDA, 2017). No
Brasil a area cultivada com milho em 2017 foi de 17,39 milhdes de hectares e a
producéo de 96,02 milhdes de toneladas (CONAB, 2017), o que torna o pais o
terceiro maior produtor e o segundo maior exportador mundial de milho.

Para alcancar altos rendimentos de grdos, o cultivo do milho
depende de diversos fatores que além das caracteristicas intrinsecas a planta e
das condic@es climaticas da regido de cultivo, também o manejo dado a cultura
interfere na producao da lavoura (Argenta et al., 2001). Em relacéo a fertilidade
do solo, o nitrogénio € o nutriente requerido em maior quantidade pelas
poaceas e, por isso, € um fator limitante ndo s6 no rendimento de graos, mas
também na qualidade do produto (Amaral Filho et al., 2005).

A utilizacdo de adubos nitrogenados em excesso visando suprir a
necessidade nutricional das culturas € uma pratica bastante disseminada em
areas agricolas, o que torna o adubo nitrogenado um dos mais consumidos no
mundo, e o0 que mais influencia no custo de produgéao de um cultivo (Silva et al.,
2005, Teixeira Filho et al., 2010; Melo et al., 2011). A alta demanda por
fertilizantes nitrogenados, aliado ao seu elevado custo, tem direcionado as
pesquisas para a utilizacdo de técnicas que sejam mais sustentaveis para o
mercado agricola (Saikia & Jain, 2007).

A utilizacdo de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCPs) representa uma importante estratégia para uma producdo agricola de

forma mais sustentavel. As RPCPs podem estimular o crescimento das plantas
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por diversas maneiras, sendo as mais relevantes: capacidade de fixacao
biolégica de nitrogénio (Huergo et al., 2008); producdo de hormdnios como
auxinas, citocininas, giberilinas, etileno e uma variedade de outras moléculas
(Perrig et al., 2007); solubilizacdo de fosfato (Rodriguez et al., 2004), e como
agente de controle biolégico de patdgenos (Correa et al., 2008). No geral, as
RPCPs beneficiam o desenvolvimento vegetal por uma combinacdo de todos
esses mecanismos (Dobbelaere et al, 2003).

A eficiéncia da inoculacdo de RPCPs tem sido demonstrada em
varias poaceas como: arroz (Yanni et al., 1997; Biswas et al., 2000; Osorio
Filho et al.,, 2014), cevada (Miransari & Smith, 2009), capim Tanzania e
pensacola (Machado et al.,, 2011), milheto e sorgo (Machado, 2015), e no
milho (Gutierrez-Zamora & Romero, 2001, Bécquer et al., 2011, Hahn et al.,
2013). Nos casos citados, o crescimento vegetal esté ligado a fatores como a
maior germinacdo em casa de vegetacdo e a campo, melhor absor¢cédo de
nutrientes, aumento tanto na biomassa quanto na altura das plantas e maior
producdo de graos.

As RPCPs quando inoculadas nas plantas, em formulacdes simples
ou misturas de bactérias (coinoculacdo), podem causar diferentes efeitos no
desenvolvimento das plantas. Nesse sentido, sugere-se que a inoculacéo
isolada ou a coinoculacdo de RPCPs possa contribuir para o adequado
desenvolvimento de plantas de milho, reduzindo o uso ou aumentando o
aproveitamento de fertilizantes minerais, tornando a produgdo agricola
economicamente mais viavel e ecologicamente mais sustentavel.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da
inoculacdo e coinoculacdo de rizobios, simbiontes em leguminosas, e
Azospirillum brasilense na promocédo de crescimento em cultivo de milho a

campo com e sem irrigagao.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados a campo na Estacao
Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no
municipio de Eldorado do Sul-RS (30°05’'S; 51°38'W), sendo conduzidos em
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areas experimentais diferentes, sob condi¢des de sequeiro na safra 2015/2016
e sob irigacdo na safra 2016/2017. A &rea experimental situa-se na regido
fisiogréfica da Depresséo Central do Rio Grande do Sul, em uma altitude média
de 46 metros acima do nivel do mar. O clima é subtropical de verdo umido e
qguente, do tipo Cfa, conforme a classificacdo de Koppen (IPAGRO, 1979).

A precipitacdo pluvial média anual em Eldorado do Sul € de 1440
mm e a temperatura média mensal varia entre 14 e 25°C, entre 0s meses mais
frios e mais quentes (Bergamaschi et al., 2003). O solo da area experimental
pertence a unidade de mapeamento Sao Jerbnimo, caracterizado como
Argissolo Vermelho Distréfico tipico (Streck et al., 2008). As caracteristicas
quimicas do solo (0 — 20 cm) antes da instalacdo dos experimentos foram:
Argila: 27%:; pH (H»0): 5,6; P: 20 mg dm™; K: 165 mg dm™; Ca: 4,3 cmolc dm~
% Mg: 1,9 cmolc dm™3; MO: 21 g.kg™* e CTC: 6,62 cmolc dm™3,,

O delineamento experimental utilizado nos dois estudos foi o de
blocos ao acaso, com 12 tratamentos e 4 repeticdes, totalizando 48 parcelas
experimentais, que foram constituidas de cinco linhas de semeadura com seis
metros de comprimento, espacadas em 0,5 m, com &rea total de 15 m2 por
parcela. Os tratamentos foram constituidos por inoculagdo e coinoculacao de
RPCPs, e doses de nitrogénio de 150 kg ha™ ou 300 kg ha™ (equivalente a
50% e 100%, respectivamente, da dose de nitrogénio pelo Manual de
Adubacdo e Calagem para o RS e SC). As rizobactérias utilizadas foram os
rizobios UFRGS Vpl6 (Burkholderia sp.), isolado de trevo branco (Trifolium
repens) por Alves (2005), e UFRGS Lc348 (Mesorhizobium sp.), isolado de
plantas de cornichdo (Lotus corniculatus) por Frizzo (2007), ambos pertencente
a Colecdo de Culturas de Rizobios da UFRGS, e A. brasilense (produto
comercial contendo as estirpes AbV5 e AbV6).

Os 12 tratamentos testados foram: sem inoculagdo + adubagdo com
50% N; sem inoculagdo + adubacdo com 100% N; inoculagdo com UFRGS
Vpl6 + adubacdo com 50% N; inoculagdo com UFRGS Vpl16 + adubacdo com
100% N; inoculacdo com UFRGS Lc348 + adubac&o com 50% N; inoculacao
com UFRGS Lc348 + adubacédo com 100% N; inoculacdo com A. brasilense +

adubacao com 50% N; inoculacdo com A. brasilense + adubac&o com 100% N;
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coinoculacdo com UFRGS Vpl6 + A. brasilense + adubacdo com 50% N;
coinoculacdo com UFRGS Vpl6 + A. brasilense + adubacdo com 100% N;
coinoculagdo com UFRGS Lc348 + A. brasilense + adubagdo com 50% N;
coinoculagéo com UFRGS Lc348 + A. brasilense + adubacdo com 100% N.

A adubacdo na semeadura foi de 300 kgha™ de NPK da férmula 5-
20-20, e a adubac&o de cobertura foi de150 kgha™ (dose de 50%) e 300 kgha™
(dose de 100%) de nitrogénio, parceladas em duas aplicacdes, nos estadios V3
(75 kg ha™ e 150 kg ha™) e V8 (75 kg ha™ e 150 kg ha™). O hibrido de milho
utilizado foi o Morgan 30A77PW, caracterizado como superprecoce e com
finalidade para produgdo de gréos. Os tratos culturais foram realizados
segundo as recomendacdes técnicas da cultura do milho.

Para a producao do indculo bacteriano, cada rizébio foi inoculado em
meio de cultura Levedura Manitol (LM) a ph 6,8 (Vincent, 1970) em erlenmeyer
com capacidade de 1000 mL mantidos em incubador com agitacao orbital de
120 rpm por seis dias a 28°C. Para os tratamentos inoculados, foi utilizado a
dose de 200 ml ha™* de inéculo bacteriano (contendo cerca de 10° UFC ml™) e
100 ml ha™ do produto comercial (contendo as estirpes AbV5 e Abv6 de A.
brasilense). A inoculacdo das bactérias foi realizada por pulverizacdo na linha
de plantio sobre as folhas e solo quando as plantas estavam nos estadios de
desenvolvimento V2-V3.

Foi considerada como é&rea util da parcela as trés linhas centrais
com cinco metros de comprimento, onde foram avaliados: (i) o nimero de
espigas, calculado pela média da parcela multiplicado pelo nimero de plantas
ha™; (i) a producdo média de grdos por espiga, sendo a razdo entre o
rendimento de grdos e o numero de espiga na area; (iii) o peso de 100 graos,
calculado pela média de 100 grdos contados em 4 repeticdes; e (iv) o
rendimento de graos apos a trilha, sendo a massa de grdos de cada parcela
pesada e corrigida para a umidade de 13%.

Os dados de componentes de rendimento e de rendimento de gréos
foram submetidos a analise de variancia pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia, com auxilio do programa R, utilizando-se o pacote ExpDes

(Ferreira, 2013). Determinou-se também a eficiéncia relativa (Ef) da inoculagéo
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dos rizébios e A. brasilense no rendimento de gréaos, utilizando-se o método de
Brockwell et al. (1966), modificado. O valor foi obtido pelo quociente entre a
diferenca entre o tratamento inoculado e/ou coinoculado (TRATinoculado) € O
controle com 50% da dose de nitrogénio (TRATy), € a diferenca entre o
controle com 100% da dose de nitrogénio (TRATy) e o controle com 50% da
dose de nitrogénio (TRAT2), de acordo com a equacéo:

Ef(%) = TRATnoculado — TRAT N2 X 100
TRATN = TRATNg

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os componentes de rendimento nimero de espigas, peso de graos
por espiga e peso de 100 graos ndo apresentaram diferenca significativa entre
os tratamentos, independentemente do manejo (sequeiro ou irrigado), como
pode se observar na Tabela 1. Entretanto, vale ressaltar que todos os valores
para as variaveis de componentes de rendimento encontrados na safra
2016/2017, em ambiente irrigado, apresentaram incremento em relacdo a safra
2015/2016.

Estes resultados mostram que a falta de agua (déficit hidrico) no
milho pode causar varios efeitos negativos sobre a planta, afetando
diretamente os componentes da producdo de grdos, com consequéncia direta
no rendimento da lavoura (Kunz et al., 2007). A auséncia de efeitos
significativos nos componentes de rendimento em plantas de milho também foi
observada em estudo com diferentes niveis de adubacédo nitrogenada em
cobertura (0, 80, 105, 130, 155 e 180 kg ha™) e inoculagdo com A. brasilense
(Repke et al. 2013).
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Em contrapartida, ha diversos relatos na literatura de estudos
demonstrando a eficiéncia de diversas RPCPs em beneficiar o
desenvolvimento de plantas de milho, nas caracteristicas morfoldgicas (sistema
radicular, altura de plantas, nimero de folhas) e nos componentes de
rendimento, como o de Mazzuchelli et al. (2014) , com a inoculacdo Bacillus
subtilis e A. brasilense, o de Dartora et al. (2013), com a coinoculagcéo de A.
brasilense e Herbaspirillum seropedicae, e o de Marks et al. (2015) em estudo
sobre a inoculacéo de A. brasilense e Rhizobium tropici.

Em relacdo a produtividade de gréos, observou-se diferenca entre os
tratamentos para milho em manejo de sequeiro e milho irrigado (Tabela 2). No
cultivo em condicéo de sequeiro 2015/2016, a producao do milho variou de 8,7
t ha™ (tratamento controle com 50% da dose de nitrogénio) a 10,4 t ha™
(tratamento inoculado com UFRGS-Vp16+50% de nitrogénio). J& no cultivo de
milho irrigado 2016/2017, a producdo variou entre 11,5 t ha™ no tratamento
controle 50% da dose de nitrogénio, e 13,8 t ha™, no tratamento inoculado com
riz6bio UFRGS Vp16 +100% da dose de nitrogénio.

Tabela 2. Rendimento de gréos de milho (kg ha™) em funcéo de inoculacdo e
coinoculagdo rizébios e Azospirillum nas safras 2015/2016 sob manejo
sequeiro e safra 2016/2017 sob manejo irrigado.

Safra 2015/2016 Safra 2016/2017
Tratamento Sequeiro Irrigado
Rendimento de gréos Rendimento de gréos

kg ha™ kg ha™
Controle N/2 (150 kg) 8730,15b 11568,60 b
Controle N (300kg) 10159,26 a 14108,15 a
N/2 + Vp16 10467,48 a 13384,66 a
N + Vpl6 9457,42 b 13878,35 a
N/2 + Lc348 10055,16 a 13451,19 a
N + Lc348 914522 b 13720,12 a
N/2 + Azosp. 9489,10 b 12507,58 b
N + Azosp. 10039,77 a 13404,83 a
N/2+ Azosp.+Vpl6 10135,50 a 13609,50 a
N + Azosp.+Vpl6 9625,25 b 13628,57 a
N/2+Azosp.+Lc348 10104,71 a 13643,63 a
N + Azosp.+Lc348 959991 b 13247,88 a

Médias seguidas de mesma letra entre linhas nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a p.
0,05 de probabilidade. N/2= dose de 50% de nitrogénio; N= dose de 100% de nitrogénio.
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Resultados semelhantes foram observados em estudo com milho
com diferentes inoculantes (a base de A. brasilense e Rhizobium sp.) e niveis
de adubac&o nitrogenada (0, 50, 100 e 150 kg ha™) onde foram observados
efeitos significativos apenas no rendimento de graos (Spolaor et al.,2016).
Muitos trabalhos apresentam, quando realizada a inoculagdo, ganhos em
rendimento ou a possibilidade da reducdo de adubacdes nitrogenadas
aplicadas, sem haver perdas em produtividade (Hungria et al., 2010; Corassa
et al., 2013; Muller et al., 2016; Mumbach et al., 2017). A auséncia de ganhos
com a inoculagdo de RPCPs também é relatada na literatura (Repke et al.,
2013; Vogt et al., 2014; Sangoi et al., 2015).

Os resultados de rendimentos de grdos desse trabalho mostram o
potencial positivo da inoculagdo das RPCPs em plantas de milho, sendo este
fato evidenciado nos indices de eficiéncia relativa (Figura 1). Pode-se observar
gue todos os tratamentos inoculados e coinoculados aumentaram o rendimento
de grdos, com destaque para o tratamento UFRGS Vp16+50% de nitrogénio,
que apresentou eficiéncia superior a 121% no manejo sequeiro, e tratamento
UFRGS Vp16+100% de nitrogénio com eficiéncia relativa de quase 91%, no

manejo irrigado.
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Figura 1. Eficiéncia relativa da inoculacéo e coinoculacdo dos rizébios UFRGS
Vpl6 e UFRGS Lc348, e A. brasilense no rendimento de graos de plantas de
milho.
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Considerando o potencial do uso de RPCPs tanto em promover o
crescimento quanto aumentar o rendimento de plantas, a inconsisténcia dos
resultados € comum na literatura (Oliveira et al., 2015). Relatos indicam que o
sucesso da inoculacdo estd diretamente relacionado com a interacdo entre
gendtipos de plantas e estirpes de bactérias, bem como outros fatores
relacionados com o ambiente (Hungria, 2011; Braccini et al., 2012; Hahn, 2013;
Osorio Filho, 2014; Pandolfo et al., 2015).

No cultivo em condi¢cbes de sequeiro, foi possivel verificar que a
inoculacdo dos rizébios e/ou coinoculacdo de rizObios com A. brasilense
associadas com a dose de 100% de nitrogénio ndo proporcionaram nenhum
incremento da produtividade, quando comparadas ao controle sem inoculacéo
com a dose de 100% de nitrogénio. De acordo com Carvalho et al. (2014), a
eficiéncia das RPCPs € rapidamente reduzida ou até mesmo inibida na
presenca de alta concentracdo de nitrogénio no solo.

Ha evidéncias de que a quantidade de nitrogénio no solo pode
regular a colonizacdo de RPCPs, prejudicando a interacdo bactéria-planta
(Spolaor et al., 2016). Isso significa que os resultados positivos de inoculacéo
podem ser dependentes de baixas concentracfes de nitrogénio mineral nos
solos, ou de baixas e médias doses de nitrogénio aplicados em cobertura
(Roesch et al.,, 2006; Veresoglou & Menexes 2010; Lana et al., 2012;
Skonieski, 2015). Este fato pode explicar os resultados encontrados no
presente trabalho sob manejo de sequeiro, onde nos tratamentos que foram
inoculados ou coinoculados com rizébios e A. brasilense +50% da dose de
nitrogénio o rendimento de gréos foi equivalente ao tratamento controle com
100% da dose de nitrogénio recomendada para cultura do milho.

Na relagcdo “custo-beneficio” nas interagcbes associativas entre
plantas e microrganismos, somente ocorre incrementos produtivos dessas
interacbes se 0s beneficios que os microrganismos proporcionarem for maior
gue o custo metabdlico da planta para a manutencéo de elevadas popula¢cdes
microbianas (Partida-Martinez & Heil, 2011). Dentro deste contexto, a
inoculacdo com RPCPs pode atuar como dreno energético em uma lavoura

gue apresente condi¢cdes de plena nutricdo para a planta (Spolaor et al., 2016),
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pois as RPCPs séo heterotroficas, ou seja, demandam energia da planta para
se manterem ativos e sob popula¢fes elevadas (Hartmann et al. 2009). Assim,
uma inoculacéo ou coinoculacéo eficiente pode ter efeito neutro ou até mesmo
negativo sobre o desenvolvimento vegetal, fato este observado neste trabalho
Nno manejo sequeiro.

Outro ponto a se destacar no presente trabalho € o aumento no
rendimento de grdos sob manejo irrigado (Tabela 2). A irrigacdo favoreceu os
resultados da safra 2016/2017, pois o milho € uma planta que tem potencial
mais elastico de rendimento de grdos quando ha disponibilidade hidrica
(Andrade & Albuquerque, 2017). Em experimentos no Rio Grande do Sul o uso
da irrigacdo proporcionou aumentos de produtividade entre 20 e 70% (Bergonci
et al., 2001; Bergamaschi et al., 2006).

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que o uso da
inoculacdo ou coinoculacdo de RPCPs permite a reducdo pela metade da
qguantidade de fertilizante nitrogenado, sem haver perdas na producéo de graos
de milho, seja em manejo de sequeiro ou irrigado. Outros estudos ja
apresentaram resultados similares (Mumbach et al., 2017; Lana et al., 2012;
Hungria et al.,2010), o que pode representar uma importante economia na
agricultura. Assim, a inoculacdo de RPCPs em lavouras de milho € uma
importante estratégia na busca por um sistema agricola economicamente mais

vidvel e ecologicamente mais sustentavel.

CONCLUSOES

A inoculacéo de rizobios ou a coinoculacdo como A. brasilense néo
altera o numero de espigas, producdo de graos por espiga e peso de 100 graos
de plantas de milho inoculadas.

A inoculagéo de rizébios UFRGS Vp16 e UFRGS Lc348, isolada ou
combinada com A. brasilense mantém a producéo de grédos de milho com 50%

da dose nitrogenada recomendada, em condi¢cdes de sequeiro e sob irrigacao.



4. CAPITULO Ill = Inoculag&o e coinoculago de rizobactérias promotoras

de crescimento em plantas de arroz irrigado

INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos paises mais importantes quanto a
producdo e consumo de arroz do mundo, produzindo mais de 12 milhdes
toneladas na safra 2016/17, sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior
produtor nacional com 69% da produgéao (CONAB, 2017).

Embora o agronegdcio do arroz desfrute de condicdes favoraveis ao
seu desenvolvimento, existem fatores de producdo que podem restringir esta
expansao, dentre eles a disponibilidade de nitrogénio (Fageria & Stone, 2003).
Para a obtencdo de altas produtividades de grdos, uma pratica comum nos
paises produtores é a utilizacdo de doses elevadas de fertilizantes
nitrogenados nas lavouras de arroz (Guimardes & Baldani, 2013). O nitrogénio
€ um fertilizante de valor elevado e a sua utilizacdo de forma exagerada pode
causar danos ao meio ambiente (Reeves et al., 2002).

Uma alternativa promissora visando a reducdo do uso de fertilizantes
e 0 aumento da produtividade das lavouras de arroz é a utilizacdo de
microrganismos benéficos associados as plantas, as rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (RPCPs) (Ferreira et al., 2003; Guimarées et al.,
2003; Xie et al., 2003). As RPCPs sdo bactérias que vivem na rizosfera,
promovendo o crescimento das plantas de forma direta ou indireta (Moreira et
al., 2010; Sarkar & Reinhold-Hurek, 2014), seja pela capacidade de produzir
hormoénios vegetais (auxinas, giberelinas e citocininas) (Okon & Vanderleyden,
1997), solubilizar nutrientes (Rodriguez & Fraga, 1999; Singh et al., 2007;
Shukla et al., 2008), ou reduzir os danos causados por fitopatégenos (Renwick
etal., 1991).
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Vérios estudos vém sendo realizados, demonstrando a colonizacao
de RPCPs em raizes de plantas de arroz e seu efeito na promocédo de
crescimento desta poacea (Kuss, 2006; Osorio Filho, 2009; Guimarées et al.,
2010; Garcia, 2016; Gerlach, 2017). Entretanto, as respostas de cultivares séo
diferentes a inoculagdo, demonstrando que a habilidade na promocdo de
crescimento das RPCPs pode ser especifica para cada cultivar.

Embora os resultados da utilizacdo de RPCPs sejam promissores,
ainda ha uma caréncia de trabalhos que mostrem a interacdo dos rizobios,
simbiontes em leguminosas, com diferentes genétipos de arroz utilizados no
Estado do Rio Grande do Sul. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a eficiéncia da inoculagéo e coinoculacdo de rizébios e Azospirillum brasilense

na promogéo de crescimento de plantas de arroz cultivadas a campo.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em campo na Estacdo
Experimental do Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA), no municipio de
Cachoeirinha, regiao arrozeira da Depresséo Central do Estado do Rio Grande
do Sul, em um Gleissolo Haplico Distrofico tipico, de textura franco-argilosa
(Streck et al., 2008) nas safras 2014/15 e 2015/16. Antes da instalacdo do
experimento (safra 2014/15), a &rea estava em pousio ha dois anos.

O experimento foi composto por sete tratamentos (Tabela 3), sendo
dois tratamentos controle, sem inoculac&o: um que recebeu 81 kg ha™ de N e
outro com 135 kg ha™* N (equivalente a 60% e 100%, respectivamente, da dose
de nitrogénio recomendada pelo Manual de Adubacdo e Calagem para RS e
SC). Os outros cinco tratamentos receberam apenas 60% da dose de N (81 kg
ha) e foram inoculados com os rizébios UFRGS Vp16 (Burkholderia sp.),
isolado de trevo branco (Trifolium repens) por Alves (2005), e UFRGS Lc348
(Mesorhizobium sp.), isolado de plantas de cornichdo (Lotus corniculatus) por
Frizzo (2007), e com o produto comercial contendo as estirpes de Azospirillum
brasilense AbV5 e AbV6. A inoculagdo foi isolada e em conjunto
(coinoculacao). O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com

quatro repetigoes.



28

Tabela 3. Identificacdo e descricdo dos tratamentos.

Tratamento Adubacéo Estirpes

Controle 60%N 81 kg ha™ N -

Controle 100%N 135 kg ha™ N -

60%N + Vpl6 81 kg ha™ N UFRGS Vp16

60%N + Lc348 81 kg ha’ N UFRGS Lc348

60%N + Azosp. 81 kg ha™ N Azospirillum
60%N+Az.+Vpl6 81 kg ha™ N Azospirillum+ UFRGS Vp16
60%N+Azp.+Lc348 81 kg ha™ N Azospirillum+ UFRGS Lc348

A cultivar utilizada foi a IRGA 424, que apresenta alto potencial
produtivo e boa resposta a adubacdo. Em ambas as safras, a densidade de
semeadura utilizada foi de 120 kg ha, com espacamento entre linhas de
0,17m. As sementes foram tratadas com fungicida e inseticida, e a adubacao
no plantio foi de 400 kg ha™ de NPK na férmula 04-17-27 para expectativa de
resposta “Muito Alta” & adubacdo (REUNIAO, 2014).

A adubacdo nitrogenada em cobertura com uréia (46% de N) foi
realizada aplicando-se 2/3 da dose no estadio V3-V4, segundo escala de
Counce et al. (2000), e o restante entre os estadios V7 e V8, antes da
diferenciacdo da panicula. O inicio da irrigacdo ocorreu entre os estadios V3 e
V4, com a manutencao de uma lamina de agua com cerca de 7,5 cm de altura
durante todo o ciclo de cultivo. Entre os estadios R7/R8, quando a maior parte
dos grédos se apresentava no estado pastoso a farindceo, realizou-se a
supressdo da irrigacdo. O controle de doencas, pragas e plantas daninhas foi
realizado conforme as recomendacdes técnicas para o arroz irrigado no Sul do
Brasil (REUNIAO, 2012).

Para a producao do indculo bacteriano, cada rizébio foi inoculado em
meio de cultura Levedura Manitol (LM) a pH 6,8 (Vincent, 1970) em erlenmeyer
com capacidade de 1000 ml mantidos em incubador com agitacédo orbital de
120 rpm por seis dias a 28°C. A inoculagdo das bactérias nas plantas dos
tratamentos inoculados foi realizada por aspersao quando as plantas estavam
nos estadios V3-V4, antes do inicio da irrigacdo. Foi utilizada a dose de 200 ml
ha™ de in6culo bacteriano de cada rizébio (contendo cerca de 10® UFC ml™?) e
100 ml ha™ do produto comercial (contendo as estirpes AbV5 e Abvé de A.

brasilense).
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As variaveis analisadas foram rendimento de grdos e componentes
do rendimento (nimero de paniculas por metro quadrado, nimero de graos por
panicula e peso do grao).

Os resultados de componentes de rendimento, quando necessario,
foram transformados com o uso da funcdo V(x+1). Apds este procedimento, os
resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste de Scott-Knott
(p. 0,15), utilizando-se o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).
Determinou-se também a eficiéncia relativa (Ef) da inoculac&o dos rizobios e A.
brasilense no rendimento de graos, utilizando-se o método de Brockwell et al.
(1966), modificado. O valor foi obtido pelo quociente entre a diferenca entre o
tratamento inoculado e/ou coinoculado (TRAT noculado) € O controle com 60% da
dose de nitrogénio (TRAT\), € a diferenca entre o controle com 100% da dose
de nitrogénio (TRATYy) e o controle com 50% da dose de nitrogénio (TRATw.),

de acordo com a equacao:

Ef(%) = TRATinocuIado - TRATN/Z X 100
TRATN — TRATN

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculacdo e a coinoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento em plantas de arroz promoveram aumento significativos no
namero de paniculas por metro quadrado em relacdo aos tratamentos controle
nas safras 2014/2015 e 2015/2016 (Tabela 2). Na safra 2014/15, quando as
plantas foram inoculadas isoladamente com as bactérias UFRGS Vpl6 o
namero de paniculas por metro quadrado foi de 701,12, com A. brasilense foi
de 708,37 e quando coinoculadas com UFRGS Lc348 mais A. brasilense foi de
744,61.

No primeiro ano do experimento (safra 2014/2015), houve um
incremento de até 11% no numero de paniculas por metro quadrado em
relacdo ao tratamento controle com a dose de 100% de nitrogénio. Resultados
diferentes foram relatados por Franco et al. (2011), Grohs et al. (2012) e Rosso

et al. (2016), em estudos com doses de nitrogénio superiores a 150kg ha™ e
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sem a técnica de inoculagdo, onde estes autores encontraram resultados
inferiores ao do presente estudo.

Ja na safra 2015/16, quando a area foi inoculada pelo segundo ano
consecutivo, todos os tratamentos inoculados e coinoculados apresentaram
nameros de paniculas por metro quadrado e numero de grdos por panicula

semelhantes ao tratamento com a dose de 100% de nitrogénio (Tabela 4).

Tabela 4. Componentes de rendimento (nimero de paniculas/m?, ntmero de
gréos/panicula e peso de 1000 gréaos) de plantas de arroz irrigado inoculadas e
coinoculadas com rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, safras
2014/15 e 2015/16.

NUmero de2 Namero de Peso de 1000

paniculas/m graos/panicula graos (g)

Tratamentos Safra Safra Safra Safra Safra Safra

2014/15 2015/16 2014/15 2015/16 2014/15 2015/16

Controle 60%N 6659b 673,0b 589ns 542b 29.8ns 27,6 ns
Controle 100%N 662,8b 811,7a 57,7 67,2 a 27,9 28,9
60%N + Vp16 701,1a 780,0a 57,5 69,2 a 28,6 29,4
60%N + Lc348 655,5b 741,0a 554 70,2 a 30,1 31,2
60%N + Azosp. 708,3a 740,7a 55,8 63,2 a 29,4 28,4
60%N+Az.+Vpl6 641,0b 800,0a 624 78,0 a 29,1 29,6
60%N+Azp.+Lc348 7446a 753,0a 52,1 775 a 28,6 29,8

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p. 0,15, Scott-Knott). ns: nédo
significativo.

A inoculacdo de RPCPs pode estimular o desenvolvimento de
plantas de arroz durante todo o ciclo de cultivo, interferindo diretamente nos
componentes de rendimento (Chi et al., 2005, Singh et al., 2007; Osorio Filho,
2009; Hahn, 2013). O numero de paniculas por unidade de area é definido na
fase vegetativa da planta (Freitas et al., 2007). Assim, pode-se afirmar que a
inoculacéo ou coinoculagdo com UFRGS VP16, UFRGS Lc348 e A. brasilense,
favoreceram a fase vegetativa da cultura, aumentando o nimero de paniculas
com apenas 60% da dose de nitrogénio recomendada (Tabela 4).

Os resultados deste estudo reforcam a existéncia de interacdes
benéficas das RPCPs com plantas de arroz, provavelmente pela elevacao dos
niveis de fito hormoénios nos tecidos. Estes fitohorménios atuam em todas as
fases de desenvolvimento das plantas, e cada isolado de bactéria pode

estimular diferentemente os niveis de producdo de horménios vegetais
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especificos, que sao refletidos significativamente na fisiologia do crescimento
das plantas de arroz (Chi et al., 2005).

A producédo de graos de arroz é resultante de quatro componentes:
namero de paniculas por unidade de area, numero de graos por panicula,
percentagem de graos cheios e peso do gréo (CIAT, 1986). Matsushima (1995)
avaliou a contribuicdo de cada componente para a producdo de graos e
verificou que a variagcdo do peso do grdo é muito pequena, na ordem de 3%,
independentemente da cultivar ou manejo agricola adotado. Assim, para uma
alta producao de gréos devem-se priorizar manejos que favorecam aos outros
trés componentes. Este fato foi evidenciado neste estudo nas duas safras
avaliadas.

Os resultados de andlise de variancia mostraram que a inoculagéo e
a coinoculagdo com RPCPs utilizando apenas 60% da dose de nitrogénio
recomendada para o arroz (81 kg ha™ N), proporciona o mesmo rendimento de
graos de arroz quando comparado ao tratamento com 100% da dose (135 kg
ha™* N) sem inoculac&o (Figura 2).

Na safra 2014/2015 a coinoculacdo do rizébio UFRGS Lc348 mais
A. brasilense produziu 9.986,13 kg de arroz por hectare, semelhante a
producdo do tratamento controle (10119,68 kg ha™) que recebeu 100% da dose
de N recomendada. A coinoculacdo de rizébios e A. brasilense mostrou
melhores resultados do que quando as RPCPs foram inoculadas isoladamente
nas plantas, comprovando o efeito sinérgico da técnica, ou seja, o resultado da
juncao das bactérias foi mais eficaz em aumentar o rendimento de grdos do
que a inoculacéo isolada.

A inoculacdo e coinoculacdo também favoreceram a producédo de
graos da safra 2015/16. Todos os tratamentos que foram inoculados ou
coinoculados produziram graos de forma equivalente ao tratamento controle
com a dose de 100% de nitrogénio (Figura 2). O bom desempenho que as
RPCPs apresentaram no rendimento de grdos de arroz, mostra que a
inoculacdo padrdo ou a coinoculagdo € uma alternativa para reduzir em até

40% a quantidade de fertilizantes nitrogenados em lavouras orizicolas.
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Figura 2. Rendimento de gréos de plantas de arroz inoculadas e coinoculadas
com rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, safras 2014/15 e
2015/16. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p. 0,15, Scott-
Knott). Letras mailsculas safra 2014/15, letras minasculas safra 2015/16.

A safra 2015/2016 no estado do Rio Grande do Sul, maior produtor
nacional, teve queda de 14,7% na produtividade média, em funcdo do clima
desfavoravel no periodo de colheita (CONAB, 2017). Porém, mesmo em
condicdes desfavoraveis para o cultivo no estado, as plantas inoculadas com
RPCPs aumentaram a producdo de grdos com apenas 60% da dose de
nitrogénio recomendada.

Considerando-se a produtividade média do estado do Rio Grande do
Sul de 7.914 kg ha™ (IRGA, 2016), os resultados apresentados neste trabalho
representam um aumento rendimento de graos de 23% e 18%, nas safras
2014/15 e 2015/16, respectivamente. Os beneficios da inoculagcdo no
rendimento de grdos de cultivares de arroz também ja foram observados por
diversos autores (Ferreira, 2003; Baldani & Baldani, 2005; Kuss, 2006;
Guimarées et al., 2010; Ferreira, 2011; Bortolini, 2015).

Os efeitos positivos da inoculag&o e coinoculagéao no cultivo de arroz
também podem ser visualizados pelos indices de eficiéncia relativa (Figura 3).
Na safra 2014/15, o maior indice de eficiencia relativa foi verificado no
tratamento coinoculado com UFRGS Lc348+A. brasilense+60% de nitrogénio

(109,7%). J4 na safra 2015/16, os indices de eficiéncia relativa variaram de
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62,4% (tratamento A. brasilense+60% de nitrogénio) a 98,9% (tratamento
UFRGS Lc348+60% de nitrogénio).
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Figura 3. Eficiéncia relativa da inoculacéo e coinoculacao dos rizébios UFRGS
Vpl6 e UFRGS Lc348, e A. brasilense no rendimento de graos de plantas de
arroz.

O presente trabalho mostra que a utilizacdo de RPCPs em lavouras
de arroz pode ser uma alternativa economicamente viavel para os orizicultores,
pois com o elevado preco dos fertilizantes nitrogenados, a economia de 54 kg
ha com esses insumos significaria menor custo de producdo, aumento na
renda agricola e menor potencial de impacto ambiental. Assim, o melhor
entendimento das interacfes entre as cultivares de arroz e as RPCPs é de
fundamental importancia para que, no futuro, se possa utilizar as técnicas de
inoculacdo e coinoculagdo nas lavouras, buscando dessa forma, a

sustentabilidade do sistema de producéo.

CONCLUSOES

A inoculagéo e coinoculacdo dos rizébios UFRGS-VP16 e UFRGS
Lc348, e de Azospirillum brasilense aumentam o numero de paniculas por
metro quadrado em relagcdo ao tratamento sem inoculacdo com 60% da dose
nitrogenio.

A coinoculagdo do rizobio UFRGS Lc348+Azospirillum, associada

com 60% da dose de nitrogénio, mantém a produtividade de grados da cultivar
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de arroz IRGA 424 quando comparada a dose de 100% de nitrogénio
recomendada.

Em area previamente inoculada (safra 2015/2016), a inocula¢cdo com
RPCPs teve efeito positivo no rendimento de grdos em plantas de arroz com

60% da dose de nitrogénio recomendada.



5. CAPITULO IV - Potencial de rizobactérias promotoras de crescimento

de plantas no cultivo de trigo

INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) estd entre as espécies vegetais que
tem mais destague na economia mundial (Joshi et al. 2007), por ser
considerada alimento basico devido a producao diversificada de derivados dos
seus graos (Scheuer et al., 2011). No Brasil, a producao da ultima safra foi de
6,7 milhdes de toneladas, sendo a regido Sul responsavel por 89% desta
producdo (CONAB, 2017).

Como a maioria das espécies vegetais produtoras de grdos, um bom
rendimento provém da associacdo de diversos fatores, desde a utilizacdo de
cultivares adaptadas as condi¢fes locais, boa fertiidade do solo, manejo
rigoroso de pragas e doencas (Mumbach et al., 2017). O manejo adequado da
adubacao nitrogenada € um dos fatores essenciais para a obtencdo de bons
rendimentos na lavoura, principalmente devido ao fato deste nutriente ser
absorvido em grandes quantidades (Zagonel et al., 2002).

O nitrogénio é o nutriente que mais interfere na producao (Rodrigues
et al., 2014), pois participa da composi¢céo de compostos organicos, atuando no
perfilhamento, producédo de biomassa e de sementes (Taiz & Zeiger, 2013;
Vogel & Fey, 2016), influenciando diretamente a produtividade e qualidade dos
graos (Cazetta et al., 2008). O uso do fertilizante industrial € a principal fonte
disponivel de nitrogénio as plantas de trigo e, no intuito de se obter altas
produtividades, sdo aplicadas doses elevadas desse nutriente. Entretanto,
apenas 50% do que € aplicado € aproveitado pelas plantas, o restante se perde
devido a lixiviacdo, volatilizagdo da aménia, desnitrificagdo, imobilizagédo

microbiana e eroséo (Binoto, 2013; Galindo, 2015). Esse uso em excesso pode
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resultar em danos ao meio ambiente como acidificacado do solo e eutrofizacao
das aguas, bem como elevar os custos da producéao (Binoto, 2013).

Na perspectiva de uma producdo agricola economicamente mais
viavel e ambientalmente mais sustentavel, o interesse na utlizacdo de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) tem aumentado.
Estas RPCPs sédo capazes de colonizar a superficie das raizes e tecidos
internos das plantas (Hungria, 2011), promovendo seu crescimento através
producdo de hormonios vegetais (Cavallet et al. 2000), solubilizagdo de fosfato,
maior desenvolvimento radicular (Kazi et al., 2016), aumento nos teores de
clorofila (Hungria 2011), além de alteracbes na atividade fotossintética das
plantas (Gordillo-Delgado et al., 2016).

Os resultados obtidos através das pesquisas pela inoculacdo com
RPCPs em cultivo de trigo tem sido promissores (Binoto et al., 2013; Alves et
al., 2017; Mumbach et al., 2017; Pereira et al., 2017), e demostram que esta
pratica pode suprir, pelo menos em parte, a necessidade de nitrogénio das
plantas, possibilitando a reducdo das doses nitrogenadas. Contudo, a
viabilidade agrondmica dessa pratica nos solos do Rio Grande do Sul ainda
precisa ser melhor avaliada, sendo necesséaria mais informacdes cientificas que
abordem a interacdo das RPCPs (principalmente rizobios, simbiontes em
leguminosas) com as cultivares utilizadas nas lavouras do estado.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
da inoculacdo e coinoculacdo de duas estirpes de rizobios e inoculante
comercial contendo estirpes de bactérias Azospirillum brasilense, no
desenvolvimento e rendimento de gréos das cultivares de trigo TBIO Sossego e
BRS Parrudo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido a campo na safra agricola 2016 na Estacao
Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(EEA/UFRGS), no municipio de Eldorado do Sul-RS (30°05’S; 51°38'W). A
EEA/UFRGS esté situada na regido fisiografica da Depressdo Central do Rio

Grande do Sul (RS), em uma altitude média de 46 metros acima do nivel do
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mar. Em relagdo a producdo de trigo a regido € classificada como Regido
Homogénea de Adaptacdo de Cultivares 2. O clima é subtropical de verao
umido quente, do tipo Cfa, conforme a classificacdo de Koppen (IPAGRO,
1979.

A precipitacdo pluvial média anual em Eldorado do Sul é de 1440
mm e a temperatura média mensal varia entre 10 e 24°C, entre os meses mais
frios e mais quentes (Bergamaschi et al., 2003). O solo da area experimental
pertence a unidade de mapeamento S&o Jerbnimo, caracterizado como
Argissolo Vermelho Distrofico tipico (Streck et al., 2008). As caracteristicas
quimicas do solo (0 — 20 cm) antes da instalacdo dos experimentos foram:
Argila: 27%:; pH (H»0): 5,6; P: 20 mg dm™; K: 165 mg dm™; Ca: 4,3 cmolc dm~
% Mg: 1,9 cmolc dm™; MO: 21 g kg™t e CTC: 6,62 cmolc dm™3,,

A semeadura foi realizada em junho de 2016, sendo cada parcela
constituida de 10 linhas de semeadura com trés metros de comprimento,
espacadas em 0,18m. As cultivares utilizadas foram a BRS Parrudo e a TBIO
Sossego, ambas de ciclo médio (130-135 dias), porte médio e recomendadas
para o cultivo na regido de realizacdo do estudo.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com
doze tratamentos e quatro repeticdes, totalizando 48 unidades experimentais. A
adubacdo na semeadura foi de 150 kg ha™ de P,Os e 150 kg ha™ de K,0, e a
adubacdo de cobertura, que diferencia os tratamentos, foi de 50 kgha (dose
de 50%) e 100 kgha™ (dose de 100%) de nitrogénio (recomendada pelo Manual
de Adubacado e Calagem para RS e SC), parceladas em duas aplicacées, nos
estadios V2 (20 kg ha™ e 40 kg ha™) e V6 (30 kg ha™ e 60 kg ha™). Os tratos
culturais foram realizados segundo as indica¢des técnicas da cultura do trigo
(Reuniao, 2016).

As rizobactérias utilizadas foram os rizébios UFRGS Vpl6
(Burkholderia sp.), isolado de trevo branco (Trifolium repens) por Alves (2005),
e UFRGS Lc348 (Mesorhizobium sp.), isolado de plantas de cornichdo (Lotus
corniculatus) por Frizzo (2007), ambos pertencente a Colecdo de Culturas de
Rizobios da UFRGS, e A. brasilense (produto comercial contendo as estirpes
AbV5 e AbV6).
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Os 12 tratamentos testados foram: sem inoculagéo + adubacdo com
50% N; sem inoculacdo + adubacdo com 100% N; inoculacdo com UFRGS
Vpl6 + adubacédo com 50% N; inoculacdo com UFRGS Vp16 + adubacdo com
100% N; inoculagdo com UFRGS Lc348 + adubacé&o com 50% N; inoculacéo
com UFRGS Lc348 + adubacédo com 100% N; inoculacdo com A. brasilense +
adubacao com 50% N; inoculagcdo com A. brasilense + adubag&o com 100% N;
coinoculagdo com UFRGS Vpl6 + A. brasilense + adubagdo com 50% N;
coinoculacdo com UFRGS Vpl6 + A. brasilense + adubacdo com 100% N;
coinoculacdo com UFRGS Lc348 + A. brasilense + adubacdo com 50% N;
coinoculagédo com UFRGS Lc348 + A. brasilense + adubacdo com 100% N.

Para a producédo do inéculo bacteriano, os rizébios (UFRGS Vpl6 e
UFRGS Lc348) foram inoculados, isoladamente, em erlenmeyers com
capacidade de 1000 ml contendo meio de cultura Levedura Manitol Liquido
(LM) a pH 6,8 (Vincent, 1970). Os erlenmeyers foram colocados em incubador
com agitacdo orbital de 120 rpm por seis dias a 28°C. A inoculacdo das
bactérias foi realizada por pulverizacdo quando as plantas estavam nos
estadios V2-V3. Para os tratamentos inoculados, foi utilizado a dose de 200 ml
ha* de indculo bacteriano (contendo cerca de 10° UFC ml™) e 100 ml ha™ do
produto comercial (contendo as estirpes AbV5 e Abv6 de A. brasilense).

Foi considerado como area util da parcela as oito linhas centrais com
dois metros de comprimento (2,88 m?), onde foram avaliados: (i) matéria seca
da parte aérea no estadio de florescimento; (ii) nUmero de espigas por metro
quadrado; (iii) peso hectolitrico (iv) peso de 1000 graos e (v) rendimento de
graos.

Os dados de componentes de rendimento e de rendimento de gréos
serdo submetidos a andlise de variancia pelo teste de Scott-Knott a 10% de
significancia, com auxilio do o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000). Determinou-se também a eficiéncia relativa (Ef) da inoculacdo dos
rizobios e A. brasilense no rendimento de graos, utilizando-se o método de
Brockwell et al. (1966), modificado. O valor foi obtido pelo quociente entre a
diferenca entre o tratamento inoculado e/ou coinoculado (TRATinoculado) € O

controle com 50% da dose de nitrogénio (TRATnz), € a diferenca entre o
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controle com 100% da dose de nitrogénio (TRATy) e o controle com 50% da
dose de nitrogénio (TRATy,), de acordo com a equacao:
TRATinocuIado - TRATN/Z

Ef(%) = x 100
TRATy — TRAT

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliacdo dos componentes de rendimento
de plantas de trigo, inoculadas e coinoculadas com rizébios e Azospirillum,
encontram-se na Tabela 5. Para cultivar TBIO Sossego houve diferenca
significativa apenas para o numero de espigas por metro quadrado, variando
de 458, 33 (tratamento N/2+ Vpl6) a 598,61 (tratamento N+Azospirillum). Ja
para a cultivar BRS Parrudo, o nimero de espigas por metro quadrado e o
peso de mil grdos apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.
O numero de espigas por metro quadrado variou de 359,72 (tratamento
N+Vpl6) até 454,17 (tratamento N+Lc348). Para o componente peso de 1000
graos os tratamentos inoculados ou coinoculados apresentaram peso
equivalente ao tratamento controle com a dose de 100% de nitrogénio, com
destaque para os tratamentos que receberam metade da dose nitrogenada e
foi aplicada a técnica de coinoculacdo: N/2+ Azosp.+Vpl6 (36,99 g) e N/2+
Azosp.+Lc348 (36,98 Q).

Pode-se observar que, independentemente da cultivar, a reducéo de
50% da dose de nitrogénio reduziu o numero de espigas por metro quadrado
na maioria dos tratamentos que receberam a inoculacdo ou coinoculacdo de
rizobios e Azospirillum. Resultado semelhante foi relatado em estudo
trabalhando com formas de aplicacéo de nitrogénio e Azospirillum (Mumbach et
al., 2017). Por outro lado, diferentemente dos resultados deste trabalho,
também foi relatado que a reducéo da dose de nitrogénio, quando associada a
inoculacéo, ndo resultou em reducéo do numero de espigas de trigo (Rosario et
al., 2013).
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Tabela 5. Matéria seca, componentes de rendimento (nUmero de espigas por
metro quadrado e peso de 1000 grédos) e peso hectolitrico de plantas de trigo
inoculadas e coinoculadas com rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas.

Cultivar TBIO Sossego

Tratamento MSPA Espiga/m2 PH Peso mil graos
(kg ha™) (kg hI™) 9)
Controle N/2 (150 kg) 4262,59 ns 575,00 a 76,33 ns 34,33 ns
Controle N (300kg) 5333,33 558,33 a 76,18 35,58
N/2 + Vpl6 4891,85 458,33 b 77,00 35,10
N + Vpl6 4987,78 575,00 a 76,24 35,91
N/2 + Lc348 5142,22 506,94 b 76,35 35,56
N + Lc348 5574,81 598,61 a 76,54 36,34
N/2 + Azosp. 4739,63 515,28 b 76,99 34,28
N + Azosp. 5392,22 597,22 a 76,62 36,43
N/2+ Azosp.+Vpl6 4888,52 469,44 b 77,12 35,24
N + Azosp.+Vpl6 4784,44 513,89 b 76,48 36,25
N/2+Azosp.+Lc348 4811,85 491,67 b 76,94 36,95
N + Azosp.+Lc348 5261,48 580,56 a 76,53 36,80
Cultivar BRS Parrudo
Tratamento MSPA Espiga/m® PH Peso mil gréos
(kg ha™) (kg hi™) 9)
Controle N/2 (150 kg) 4658,52 ns 397,22 a 77,85 ns 34,67Db
Controle N (300kg) 5613,33 425,56 a 76,69 35,85a
N/2 + Vpl6 4494,07 384,72 b 77,60 36,86 a
N + Vpl6 5651,48 359,72 b 76,97 36,78 a
N/2 + Lc348 4794,07 427,78 a 77,87 35,94 a
N + Lc348 4760,00 454,17 a 76,57 36,09 a
N/2 + Azosp. 4968,15 390,28 b 77,16 34,78 b
N + Azosp. 5250,74 448,61 a 77,51 36,67 a
N/2+ Azosp.+Vpl6 5118,52 361,50 b 77,37 36,99 a
N + Azosp.+Vp16 5414,44 426,39 a 76,84 36,42 a
N/2+ Azosp.+Lc348 4710,37 387,50 b 77,28 36,98 a
N + Azosp.+Lc348 5298,89 429,17 a 76,00 36,85 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p. 0,10, Scott-Knott). ns: nédo
significativo.

Uma importante caracteristica a ser observada € que o niumero de
espigas por metro quadrado € variavel entre as cultivares (Wobeto, 1994;
Valério et al.,, 2008), e este componente se relaciona indiretamente com o
rendimento de gréos, pois estas espigas podem abortar durante o ciclo de
desenvolvimento, ou seja, um maior niumero de espigas por metro quadrado
pode nado se traduzir, diretamente, em um aumento no rendimento de gréaos
(Valério et al., 2009), fato que pode ser observado neste trabalho.

Em relacéo ao peso de 1000 graos da cultivar BRS Parrudo, pode-

se observar na Tabela 5 que os tratamentos inoculados ou coinoculados



41

associados com 50% da dose de nitrogénio (50 kgha™) apresentaram peso de
graos equivalentes ao tratamento controle com 100% da adubacéo nitrogenada
(com excecéao do tratamento N/2 + Azospirillum). Estes resultados sugerem que
as RPCPs inoculadas proporcionaram as plantas alocar fotoassimilados em
para posterior enchimento de grédos. Os beneficios da inoculacdo de RPCPs no
peso de graos de trigo ja foram observados por Didonet et al. (2000), Corassa
et al. (2013), Pereira et al. (2017), em que avaliaram doses de nitrogénio e
Azospirillum.

O trigo tem uma elevada capacidade de compensar a falta ou
excesso de um componente do rendimento através da modificacdo dos demais
componentes (Holen et al.,, 2001; Benin et al.,, 2003). Tal modificacao,
dependendo do cultivar, do ambiente, do manejo e da interagdo entre esses
fatores, pode ser suficiente para a maximizacao do potencial produtivo (Valério
et al.,, 2009). Analisando os resultados de componentes de rendimento do
presente trabalho, pode-se observar este efeito compensatorio das cultivares,
pois, quando os tratamentos apresentaram menor numero de espiga por metro
quadrado, houve um aumento no peso dos graos.

Em relacdo ao rendimento de grédos, houve diferenca significativa
entre os tratamentos para as duas cultivares avaliadas (Tabela 6). Para a
cultivar TBIO Sossego, a producdo de trigo variou de 3,2 t ha™ (tratamento
controle com 50% da dose de nitrogénio) a 4,3 t ha™ (tratamento inoculado com
UFRGS-Lc348+100% de nitrogénio). Na cultivar BRS Parrudo, a producédo
variou entre 2,6 t ha™ no tratamento controle 50% da dose de nitrogénio, e 3,6 t
ha™*, no tratamento coinoculado com rizébio UFRGS Lc348+Azospirillum+100%
da dose de nitrogénio.

Com excecao do tratamento N/2 + Azospirillum para a cultivar TBIO
Sossego, e dos tratamentos N/2 + Azospirillum e N/2+ Azospirillum +Lc348
para a cultivar BRS Parrudo, o uso da metade da dose de nitrogénio (50 kg ha’
1y associado & inoculacdo ou coinoculacdo das RPCPs, apresentaram
produtividade similares as parcelas que receberam somente 100% de
nitrogénio. Resultados positivos com a reducdo da dose de nitrogénio e a

manutencdo da produtividade também foram encontrados em trabalhos de
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Rosario (2013), que ao avaliarem plantas de trigo associado a bactéria A.
brasilense e reducdo da adubacdo nitrogenada nao obtiveram diferenca

significativa.

Tabela 6. Rendimento de grdos de trigo em funcdo de inoculacdo e
coinoculac&o com rizobios e Azospirillum brasilense.

Rendimento de graos (kg hal)

Tratamento TBIO Sossego BRS Parrudo
Controle N/2 (150 kg) 322991 b 2695,78 b
Controle N (300kg) 4240,51 a 352451 a
N/2 + Vpl6 3801,53 a 3047,81 a
N + Vpl6 4116,07 a 3526,42 a
N/2 + Lc348 3934,42 a 3045,89 a
N + Lc348 4324,75 a 3535,99 a
N/2 + Azosp. 3488,13 b 2816,16 b
N + Azosp. 4317,09 a 3292,86 a
N/2+ Azosp.+Vpl6 3965,05 a 3107,15a
N + Azosp.+Vpl6 4083,53 a 3518,76 a
N/2+Azosp.+Lc348 4051,20 a 2800,84 b
N + Azosp.+Lc348 4240,51 a 3601,08 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p. 0,10, Scott-Knott). ns: nédo
significativo.

A utilizagdo de rizébios UFRGS Vpl6é e UFRGS Lc348, e
Azospirillum ndo aumentaram o rendimento de grdos, quando comparado ao
tratamento controle com 100% da dose de nitrogénio, mas houve uma
manutencdo da produtividade em plantas inoculadas, possibilitando uma
reducdo de 50% do fertilizante nitrogenado. Resultados semelhantes foram
observados em outros estudos, quando os autores trabalharam com diferentes
niveis de adubacao nitrogenada e inoculagcdo com Azospirillum (Hungria, 2011;
Rosario, 2013; Pereira et al., 2017; Mumbach et al., 2017).

Entretanto, relatos sobre a inconsisténcia dos resultados sobre a
eficiéncia das RPCPs tanto em promover o crescimento quanto aumentar o
rendimento de plantas sdo comuns na literatura (Oliveira et al., 2015). Estudos
indicam que o sucesso da inoculacdo esta diretamente relacionado com a
interacdo entre genotipos de plantas e isolados bacterianos, bem como, outros
fatores relacionados como o ambiente (Hungria, 2011; Braccini et al., 2012,
Pandolfo et al., 2015).
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Nas condi¢des experimentais deste estudo, a cultivar TBIO Sossego
foi mais produtiva do que a cultivar BRS Parrudo. Considerando o rendimento
meédio (10 anos) das lavouras de trigo do estado do Rio Grande do Sul (2.089
kg ha™)(CONAB, 2017), a produtividade da cultivar TBIO Sossego foi de até
52% superior & média, ja a cultivar BRS Parrudo foi até 41% superior.

Os beneficios da inoculacdo e coinoculacdo em plantas de trigo
também podem ser visualizados através do indice de eficiéncia relativa (Figura
4). Pode-se observar que todos os tratamentos inoculados e coinoculados
aumentaram o rendimento de grédos, variando de 25,5% (tratamento A.
brasilense+50% de nitrogénio) a 108,3% (tratamento UFRGS Lc348+100% de
nitrogénio) para cultivar TBIO Sossego, e de 12,6% (tratamento UFRGS
Lc348+Az. brasilense+50% de nitrogénio) a 109,2% (tratamento UFRGS

Lc348+Az. brasilense+50% de nitrogénio) para cultivar BRS Parrudo.
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Figura 4. Eficiéncia relativa da inoculacéo e coinoculacao dos rizébios UFRGS
Vpl6 e UFRGS Lc348, e A. brasilense no rendimento de graos de plantas de
trigo.

Devido aos elevados custos praticados em relacdo aos fertilizantes
nitrogenados, o uso de fontes alternativas em substituicdo parcial da adubacéo
nitrogenada pode se tornar economicamente viavel (Hungria et al., 2010),
sendo capaz de promover a manutencdo de produtividades das lavouras de
trigo. Assim, os resultados obtidos neste trabalho mostram que o uso da

inoculagcdo ou coinoculacdo de RPCPs permite a reducdo pela metade da
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qguantidade de fertilizante nitrogenado, sem haver perdas na producédo de

graos, representando uma importante economia na agricultura brasileira.

CONCLUSOES

A inoculagdo e coinoculacédo dos rizobios UFRGS-VP16 e UFRGS
Lc348, e de A. brasilense interfere somente no componente de rendimento
namero de espigas por metro quadrado para cultivar TBIO Sossego, e para
cultivar BRS Parrudo a inoculagéo e coinoculagéo altera o numero de espigas
por metro quadrado e peso de mil graos.

A inoculacéo de rizébios, isoladamente ou em coinoculacdo com A.
brasilense mantém a producéo de grédos de trigo com apenas 50% da dose

nitrogenada.



6. CAPITULO V - Cinética de absorc¢&o de nitrogénio em plantas de milho

inoculadas e coinoculadas com rizobactérias promotoras de crescimento

INTRODUCAO

O alto rendimento de lavouras de milho depende de diversos fatores,
entre eles as caracteristicas intrinsecas a planta, condi¢cdes climaticas da
regido de cultivo, e também o0 manejo adotado na conducdo da lavoura
(Argenta et al., 2001). Plantas de milho sao altamente exigentes em
fertilizantes quimicos, principalmente os nitrogenados, e 0 uso de elevadas
doses deste nutriente € uma das principais ferramentas no manejo da lavoura
para obter altas produtividades.

O nitrogénio é o nutriente mineral requerido em maior quantidade
pelas poaceas e também o que mais onera o custo de producédo (Silva et al.,
2005). Os fertilizantes nitrogenados exercem uma importante funcdo nos
processos bioguimicos da planta, sendo fundamental para o estabelecimento e
a duracdo da éarea foliar, bem como para a formacédo das espigas, interferindo
diretamente no rendimento de graos (Rambo et al., 2007; Taiz & Zeiger, 2013).

Atualmente, além da necessidade de reduzir gastos com fertilizantes
nitrogenados, também ha uma crescente preocupacdo com a poluicdo do meio
ambiente, proveniente do manejo inadequado destes fertilizantes,
especialmente dos recursos hidricos e da atmosfera (Lara Cabezas et al.,
2000). Isso tem estimulado o setor agricola a buscar sistemas de manejo que
aumentem a eficiéncia da adubacdo com maior aproveitamento do nitrogénio
pelo milho, proporcionando maior produtividade e lucratividade ao produtor,
considerando o custo/beneficio e a sustentabilidade do ambiente (Amado et al.,
2002).
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Dessa forma, a utilizacdo de tecnologias no manejo da lavoura que
possam atender a demanda nitrogenada do milho, com baixo custo de
producdo e impacto ambiental, torna-se cada vez mais importante para
aumentar a renda do produtor, preservar o ambiente e garantir seguranca
alimentar para a populagdo mundial (Sangoi et al., 2015). Entre as alternativas
na busca de sistemas sustentaveis de producédo de milho, visando reducao na
aplicacdo e no aumento na efciéncia na utilizacdo do N, destaca-se 0 uso
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs).

As RPCPs podem estimular o crescimento das plantas por diversas
maneiras, sendo os principais: capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio
(Huergo et al.,, 2008); producdo de hormdnios vegetais como auxinas,
citocininas, giberilinas, etileno e uma variedade de outras moléculas (Perrig et
al., 2007); solubilizacéo de fosfato (Rodriguez et al., 2004), e como agente de
controle biolégico de patdgenos (Correa et al.,, 2008). No geral, as RPCPs
melhoram o desenvolvimento vegetal por uma combinacdo de todos esses
mecanismos (Dobbelaere et al., 2003).

Os efeitos hormonais séo considerados os de maior contribuicdo das
RPCPs, pois promovem alteracdes no sistema radicular das plantas inoculadas
com formacéao pelos radiculares, raizes secundarias e alongamento das raizes
(Bashan & De-Bashan 2010). Essas modificacdbes no sistema radicular
proporcionam aumento na superficie de absorcdo e na capacidade de
exploracdo de agua e nutrientes do solo, tornando a planta menos sensivel aos
estresses ambientais e proporcionando o desenvolvimento de plantas mais
vigorosas e produtivas (Bashan & Holguin 1997; Bashan et al., 2004).

A eficiéncia da absor¢cdo dos nutrientes pode ter contribuicdo
importante na nutricAo das plantas cultivadas em condicbes de baixa
disponibilidade do nutriente no solo (Sanes et al.,, 2013), sendo influenciada
pelos parametros cinéticos que compreendem a velocidade maxima (Vmax), que
representa 0 maximo de transporte possivel de um nutriente, a constante de
Michaelis-Menten (Kn), que representa a concentracdo de determinado

nutriente necessaria para que a absorgdo atinja metade de sua Vmax.
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Desta forma, este estudo teve por objetivo avaliar a hipétese que a
inoculacdo e/ou coinoculacdo de RPCPs em milho altera os parametros
cinéticos relacionados com a absor¢cdo de nitrogénio em alta e baixa

disponibilidade deste nutriente.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do
Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em
vasos plasticos com capacidade para 1,5 litros, contendo solug¢do nutritiva
Sarruge (1975). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao
acaso, com 12 tratamentos e 4 repeticdes, totalizando 48 parcelas
experimentais. O hibrido de milho utilizado foi o Morgan 30A77PW,
caracterizado como superprecoce e com finalidade para producao de graos.

Os tratamentos foram constituidos por inoculacéo e coinoculacdo de
RPCPs, e doses de nitrogénio correspondente a 75 kg ha™ (equivalente a 50%)
e 150 kg ha® (equivalente a 100%), conforme recomendacdo do Manual de
Adubacdo e Calagem para RS e SC. As rizobactérias utilizadas foram os
rizobios UFRGS Vpl16 (Burkholderia sp.), isolado de trevo branco (Trifolium
repens) por Alves (2005), e UFRGS Lc348 (Mesorhizobium sp.), isolado de
plantas de cornichdo (Lotus corniculatus) por Frizzo (2007), ambos pertencente
a Colecdo de Culturas de Rizobios da UFRGS, e A. brasilense (produto
comercial contendo as estirpes AbV5 e AbV6).

Os 12 tratamentos testados foram: sem inoculacédo + adubag¢do com
50% N; sem inoculagdo + adubacdo com 100% N; inoculagdo com UFRGS
Vpl6 + adubacdo com 50% N; inoculagdo com UFRGS Vpl6 + adubagdo com
100% N; inoculacdo com UFRGS Lc348 + adubacdo com 50% N; inoculacéo
com UFRGS Lc348 + adubacé&o com 100% N; inoculagdo com A. brasilense +
adubacdo com 50% N; inoculagdo com A. brasilense + adubag¢ao com 100% N;
coinoculagdo com UFRGS Vpl6 + A. brasilense + adubagdo com 50% N;
coinoculacdo com UFRGS Vpl6 + A. brasilense + adubacdo com 100% N;
coinoculagdo com UFRGS Lc348 + A. brasilense + adubagdo com 50% N;
coinoculagédo com UFRGS Lc348 + A. brasilense + adubacdo com 100% N.
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Para a producédo do inéculo bacteriano, os rizébios (UFRGS Vpl6 e
UFRGS Lc348) foram inoculados, isoladamente, em erlenmeyers com
capacidade de 1000 mL contendo meio de cultura Levedura Manitol Liquido
(LM) a pH 6,8 (Vincent, 1970). Os erlenmeyers foram colocados em incubador
com agitagéo orbital de 120 rpm por seis dias a 28°C. Para os tratamentos
inoculados, foi utilizado a dose correspondente de 200 ml ha™ de indculo
bacteriano (contendo cerca de 10° UFC ml?) e 100 ml ha' do produto
comercial (contendo as estirpes AbV5 e Abv6 de A. brasilense).

As sementes de milho foram desinfestadas com &lcool (70%),
hipoclorito de sodio (0,3%) e lavadas com agua destilada esterilizada. Apos,
foram colocadas para germinar em bandejas de plastico, contendo areia lavada
e autoclavada. Apdés a semeadura, as bandejas foram irrigadas com &agua
destilada autoclada e ap6s germinacgdo, as plantulas foram inoculadas com o
caldo bacteriano por pulverizacao.

Oito dias apds a germinacdo, as plantulas foram selecionadas
quanto a uniformidade e transplantadas para vasos plasticos, contendo solucao
nutritiva Sarruge (1975) esterilizada a 1/4 de sua forca idnica, com 1 mmol L™
NH4NO; (tratamentos com 100% da dose de nitrogénio) e 0,5 mmol L™ de
NH4NO; (tratamentos com 50% da dose de nitrogénio). As trocas da solucao
nutritiva foram realizadas a cada 48 horas, sendo que a segunda troca a
solucéo tinha ¥ da forga ibnica, na terceira troca a solugao foi integral, e na
guarta troca a solucao nutritiva foi substituida por agua destilada autoclavada, a
fim de promover uma “fome de N’ e aumentar a capacidade de absorg¢ao das
plantas. A solugéo foi continuamente arejada e o pH foi ajustado diariamente
para 6,0 £ 0,2.

AplOs esse periodo de privacdo de N, aos 17 dias apds a
germinacado, a solucdo nutritiva e doses de nitrogénio foram repostas. Foram
realizadas coletas de 10 mL de solucdo nutritiva por vaso, sem reposicao, a
cada 60 minutos durante 10 horas.

As plantas foram coletadas ao final do experimento, e separadas em
parte aérea e raizes para determinacdo da massa seca. As raizes e a parte

aérea foram secas em estufa ajustada para 65 °C até atingirem peso
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constante. O NH;" e NO3™ foram determinados pelo método colorimétrico, que
utiliza solucdo de Azul de Salicilico (Silva, 2009).

Os parametros cinéticos de absor¢do (Vmax € Km) de NOz e NH;"
foram determinados a partir da diminuicdo da concentracdo destes ions na
solugéo nutritiva em funcao do tempo, conforme descrito por Claassen e Barber
(1974). O ajuste das curvas de deplecdo e os calculos dos parametros
cinéticos foram realizados empregando-se o software Cineticawin 1.0 (UFV).

Os dados foram submetidos a analise de variancia com auxilio do
pacote estatistico SAS™ (Statistical Analysis System - SAS 8.0), e as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% e 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores dos parametros cinéticos de absorcdo de NH," variaram
conforme a concentracdo da dose nitrogenada e técnicas de inoculacédo e
coinoculacdo (Tabela 7 e 8). Em condicdes de cultivo com 0,5 mmol L™ de
nitrogénio, o Vmax variou de 0,026 a 0,077 pmol g* h* destacando os
tratamentos inoculados UFRGS Vp16 e UFRGS Lc348, e a coinoculagdo com
UFRGS Lc348+A. brasilense. A constante de Michaelis-Menten (K;,) também
foi influenciada pela inoculacdo das RPCPs, sendo o tratamento UFRGS Lc348

0 que apresentou maior valor (0,193 pmol L™).

Tabela 7. Parametros cinéticos de absor¢do (Km € Vimax) de amoénio (NH;") em
plantas de milho submetidas & dose de 0,5 mmol L™ de nitrogénio.

Vmax Km

Tratamentos (umol g—l h—l) (umol L'l)
Controle N/2 0,026 c¢ 0,065 b
N/2+Vp16 0,077 a 0,150 ab
N/2+Lc348 0,063 ab 0,193 a
N/2 +Azosp. 0,048 bc 0,163 ab
N/2 +Vp16+ Azosp. 0,044 bec 0,083 ab
N/2 +Lc348+ Azosp. 0,050 abc 0,165 ab

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p. 0,01, Tukey).

Em condi¢bes de alta disponibilidade de nitrogénio (cultivo com 1
mmol L™ de nitrogénio) também houve diferenca entre os tratamentos para 0s

parametros Vmax € Ky na absorcdo de NH, (Tabela 8). A inoculagdo com
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UFRGS Lc348, e a coinoculacdo de UFRGS Lc348+A.brasilense e UFRGS
Vpl6+A.brasilense favorecem a Vmax. O K, que mede a afinidade entre ion e
transportador, foi significativamente modificado pela inoculacdo isolada e
combinada do rizébio UFRGS Lc348 e A. brasilense.

Tabela 8. Parametros cinéticos de absor¢do (Km € Vimax) de aménio (NH;") em
plantas de milho submetidas & dose de 1 mmol L™ de nitrogénio.

Vmax Km

Tratamentos (pmol g-lh-l) (umol L-l)
Controle N 0,064 c 0,195 b
N+Vp16 0,076 bc 0,163 b
N+Lc348 0,102 ab 0,320 a
N+Azosp. 0,064 c 0,168 b
N+Vp1l6+ Azosp. 0,084 abc 0,183 b
N+Lc348+ Azosp. 0,111 a 0,258 ab

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p. 0,01, Tukey). ns: ndo significativo.

Os valores para os parametros cinéticos de absorcdo de NOj3
também variaram significativamente para os tratamentos inoculados e
coinoculados, independentemente das doses de 50% e 100% de nitrogénio
(Tabelas 9 e 10). Com 50% nitrogénio, os maiores valores para Vmax foram de
0,029 (tratamentos UFRGS Vpl6+A. brasilense e A. brasilense) e 0,022 pmol
g*h™ (tratamento UFRGS Lc348+A. brasilense). Para o parametro Km o menor
valor foi observado no tratamento UFRGS Lc348 (0,068 pmol L™).

Tabela 9. Parametros cinéticos de absorcédo (Km € Vmax) de nitrato (NO3) em
plantas de milho submetidas & dose de 0,5 mmol L de nitrogénio.

Vmax Km

Tratamentos (umOI g—lh—l) (umOI L—l)
Controle N/2 0,018 b 0,090 ab
N/2+Vp16 0,020 b 0,088 ab
N/2+Lc348 0,016 b 0,068 b
N/2 + Azosp. 0,029 a 0,130 a
N/2 +Vp16+ Azosp. 0,029 a 0,103 ab
N/2 +Lc348+ Azosp. 0,022 ab 0,098 ab

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p. 0,05, Tukey).

Os parametros cinéticos de absorcdo de nitrato em cultivo com

doses de 100% de nitrogénio foram modificados pela inoculacdo ou
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coinoculagéo. Para Vmax € Kn, 0 tratamento que apresentou maiores valores foi
0 UFRGS Lc348+A. brasilense, 0,034 pmol g*h? e 0,100 umol L7,

respectivamente.

Tabela 10. Parametros cinéticos de absorcao (Km € Vmax) de nitrato (NO3) em
plantas de milho submetidas & dose de 1 mmol L™ de nitrogénio.

Vmax Km

Tratamentos (umol g'lh'l) (umol L'l)
Controle N 0,021 b 0,078 abc
N+Vpl6 0,030 ab 0,083 ab
N+Lc348 0,024 ab 0,058 c
N+Azosp. 0,029 ab 0,070 bc
N+Vpl6+ Azosp. 0,030 ab 0,080 abc
N+Lc348+ Azosp. 0,034 a 0,100 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p. 0,05, Tukey).

A absorcdo de amonio (NH4") foi maior que a absorcdo de nitrato
(NO3) tanto em condigbes de 50% e 100% de nitrogénio. Este fato se deve a
rapida inibicdo da absorcdo de NOj3 pelas raizes quando estas sdo expostas
ao NH;". A rapidez deste efeito conduz & suposicdo de que a inibicdo resulta
do efeito direto do aménio na membrana plasmatica (Macas, 2008). De modo
geral, a forma de nitrogénio amoniacal é preferencialmente absorvida no inicio
do desenvolvimento das plantas, sendo a forma nitrica mais absorvida a
medida que vai avancando o ciclo vegetativo (Brown et al. 1983; Blackmer,
2000).

A aquisicdo de amonio e nitrato em plantas ocorre por meio de
transportadores de membrana plasmética, que podem ser classificados quanto
a afinidade por seu substrato, sendo que os transportadores de alta afinidade
(High Affinity Transporter System ou HATS) sédo responsaveis pela absorcao de
nitrogénio em concentracbes menores que 1 mmol, enquanto que o0s
transportadores de baixa afinidade (Low Affinity Transporter System ou LATS)
realizam o transporte de forma ndo saturavel para concentracées de nitrogénio
acima de 1 mmol (Von Wirén et al., 1997; Glass et al., 2002).

Nas condi¢cdes do estudo, provavelmente a absorcéo de nitrogénio
foi mediada em sua maioria por carregadores de alta afinidade (HATS), que

atuam sob baixas concentragbes externas de nitrogénio. Entretanto, no
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mecanismo de transporte de nitrogénio pode ocorrer uma regulagéo rapida nos
transportadores dependendo das concentracdes do nutriente no meio, levando
a alteracdes da afinidade da proteina (Serezino, 2015). Assim, uma maior ou
menor expressdo de transportadores pode estar diretamente envolvida na
eficiéncia de absorcéo de nitrogénio pelas plantas (Sperandio, 2011).

Os resultados apresentados do presente estudo mostram que a
inoculacdo dos rizébios UFRGS Vpl1l6 e UFRGS Lc348 e a coinoculacdo com
A. brasilense modificam a cinética de absorcdo em plantas de milho,
interferindo diretamente na eficiéncia de absorcdo do nitrogénio. Plantas
inoculadas apresentaram valores maiores de Vnay, indicando que houve uma
absorcdo maxima de jons de NH;" e NO3', provavelmente devido & saturacdo
de todos os sitios dos carregadores nas raizes de milho (Taiz & Zeiger, 2013).
Pode-se sugerir que a inoculacao proporciona uma alta velocidade de absorcao
e favorece os sitios de absorcdo de nitrogénio, em relacdo a plantas nao
inoculadas.

E fato que a absor¢do de um nutriente é dependente da
concentracdo do ion em torno da raiz (Costa et al., 2000). Pode-se observar
gque, mesmo em concentracdes diferentes (50% ou 100% de nitrogénio), a
inoculacdo alterou positivamente 0 Vmax. De acordo com Furtini Neto (1994),
plantas que apresentam valores intermedidrios de Vmax podem ser
consideradas com um mecanismo mais apurado na absor¢éo do nutriente, uma
vez que pode ocorrer a regulacdo no seu aproveitamento, evitando excesso de
absorcdo que poderia ocasionar uma eventual toxidez.

Outro parametro cinético de absorcdo avaliado neste trabalho foi a
constante de Michaelis-Menten (Ky,), que indica a concentracdo do ion em que
ocorre metade de Vnax € esta relacionado a capacidade da planta em absorver
0 nutriente em baixas concentracdes (Costa et al., 2000). Os valores de Ky
encontrados neste trabalho foram bem variaveis, sugerindo que outros
mecanismos possam estar envolvidos na eficiéncia de absorgéo de nitrogénio
por plantas inoculadas com RPCPS.

Pode-se afirmar que a inoculacdo com rizObios aumentou a

absorcdo de nitrogénio nas condi¢cdes do presente trabalho, tornando as
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plantas mais eficientes na absorcdo de nitrogénio. Uma planta pode ser
considerada eficiente no processo de absor¢cdo de um determinado nutriente,
guando apresenta alta taxa inicial de absorcdo do nutriente, e quando extrai 0
méaximo possivel deste elemento, atingindo baixas concentracbes do mesmo
no ambiente de cultivo (Nielsen & Barber, 1978; Marschner, 2012).

Para interpretacdo dos parametros cinéticos, € importante a
avaliacdo conjunta dos resultados. A partir da concentracdo do nutriente em
solucéo, a cada tempo de coleta, foram construidas curvas de deplegéo para
os tratamentos estudados (plantas inoculadas sob adubacées de 0,5 mmol L™
e 1 mmol L™ de nitrogénio). As equacdes de regressdo podem ser observadas

na Tabela 11.

Tabela 11. EquacgOes de regressao dos tratamentos inoculados e coinoculados
com rizébios UFRGS Vpl16 e UFRGS Lc348, e Azospirillum brasilense para a
concentracdo de NH;" e NO3” em solucéo nutritiva Sarruge.

Tratamentos Equacdes NH," Equacdes NO3
Controle N/2 y=0,0008x°-0,0446x+0,4824  y=0,0002x°-0,0231x+0,2872
N/2 + Vp16 y=0,0064x-0,1158x+0,5654  y=0,0011x°-0,0339x+0,2883
N/2 + Lc348 y=0,0043x%-0,0875x+0,5307  y =0,0012x%-0,0333x+0,276
N/2 + Azosp. y=0,0033x*-0,0776x+0,5512  y=0,0017x%-0,0454x+0,354

N/2+ Azosp.+Vpl6
N/2+Azosp.+Lc348
Controle N

N+ Vpl6

N+ Lc348

N + Azosp.

N+ Azosp.+Vpl6
N+Azosp.+Lc348

y=0,0028x°-0,0719x+0,5015
y=0,0046x°-0,0934x+0,554
y=0,0031x%-0,1017x+0,853

y = 0,006x*- 0,1471x+0,9309
y=0,0077x%-0,1578x+0,948
y=0,0029%* - 0,0942x+0,846
y=0,0061x°-0,1361x+0,8717
y =0,0089x” -0,1706x+0,9143

y=0,0023x°-0,0483x+0,304
y=0,001x*-0,038x+0,3537
y=0,003x*-0,003x+0,4441
y=0,0006x°-0,0391x+0,5378
y=0,002x* - 0,0163x+0,4546
y=0,0012x°-0,0249x+0,5077
y=0,0006x°-0,0303x+0,4908
y = 0,0008x” - 0,034x+0,498

As concentracdes de NH;" e NO3” decresceram em fungdo do tempo
avaliado (Figuras 5, 6, 7 e 8). De maneira geral, nos tratamentos inoculados e
coinoculados, ocorreu esgotamento quase completo das formas de nitrogénio
na solucado nutritiva em relacdo ao tratamento controle sem inoculagao,
independentemente das doses nitrogenadas de Immol L™* e 0,5 mmol L™.

Quando o cultivo foi realizado com 0,5 mmol L™ de nitrogénio, e as
plantas inoculadas isoladamente com rizobios UFRGS Vp16 e UFRGS Lc348,
e A. brasilense, o tratamento que mais beneficiou a absorcdo do NH," foi

N/2+UFRGS Vpl6, e 0 que menos interferiu na absor¢cdo foi o tratamento
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N/2+A. brasilense. Comportamento semelhante foi observado na obsorcdo de
NH, em vasos com 1mmol L de nitrogénio, destacando o tratamento
N+UFRGS Vpl6 com maior absorcao pelas plantas, e o N+A. brasilense o que
menos alterou a cinética de absorcao (Figura 5).

R R? conen = 0,99 Reconeniz = 0,99
0,700 - RZN+\-‘p15 = 0,98 Reyps vp1s = 0,98
= , R\ caag = 0,99 R2%y2s1ca48 = 0,99
EU,GUU 1 R2N+ Azosp = 0,99 RZN;2+ Azosp = 0,97
T
g 0,500 ;
h
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-] B
8 v g O Cont. N/2
‘f 0,300 - | ® N+Vp16
E N+Lc348
E 0,200 + N+Azosp.
© O N/f24Vpl6
01007 N/2+Lc348
& Nf2+Azosp.
0,000

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo (horas)

Figura 5. Concentracdo de NH," em solucéo nutritiva Sarruge com cultivo de
plantas de milho inoculadas com rizobios UFRGS Vpl6 e UFRGS Lc348, e
Azospirillum brasilense, em doses de 1mmol L™ (N) e 0,5 mmol L™ (N/2) de
nitrogénio.

Em plantas coinoculadas com rizébios UFRGS Vp16 e UFRGS
Lc348, e A. brasilense a absorcdo de NH,; foi similar em plantas dos
tratamentos N/2+UFRGS Vpl6+ A. brasilense e N/2+UFRGS Lc348+ A.
brasilense. A coinoculacdo também favoreceu a absorcdo de NH4 nos cultivos

com a dose de 1mmol L™ como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6. Concentracdo de NH," em soluc&o nutritiva Sarruge com cultivo de
plantas de milho coinoculadas com rizobios UFRGS Vpl16+Azospirillum
brasilense e UFRGS Lc348+Azospirillum brasilense, em doses de 1mmol L™
(N) e 0,5 mmol L™ (N/2) de nitrogénio.

A concentracdo de NOs em vasos com 0,5 mmol L™ de nitrogénio
descresceu de forma semelhante nos tratamentos inoculados N/2+UFRGS
Vp16 e N/2+UFRGS Lc348. Estes rizobios também alteraram positivamente a

absorc&o no cultivo com 1mmol L™ de nitrogénio (Figura 7).
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Figura 7. Concentragdo de NO3 em solugéo nutritiva Sarruge com cultivo de
plantas de milho inoculadas com rizébios UFRGS Vpl1l6 e UFRGS Lc348, e
Azospirillum brasilense, em doses de 1mmol L™ (N) e 0,5 mmol L™ (N/2) de
nitrogénio.
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Ja para os tratamentos coinoculados, a absor¢cdo de NOg3 foi
favorecida pelo tratamento N/2+UFRGS Vpl6+ A. brasilense, em vasos que
receberam doses de 0,5 mmol L™ de nitrogénio, e pelo tratamento N+UFRGS

Lc348+ A. brasilense, em vasos com 1mmol L™ de nitrogénio (Figura 8).
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Figura 8. Concentragdo de NO3; em solugéo nutritiva Sarruge com cultivo de
plantas de milho coinoculadas com rizobios UFRGS Vpl16+Azospirillum
brasilense e UFRGS Lc348+Azospirillum brasilense, em doses de 1mmol L™
(N) e 0,5 mmol L™ (N/2) de nitrogénio.

Um fato importante a se destacar nos resultados de concentracao de
NH;" e NO3 em solucdo nutritiva Sarruge € que a inoculagéo isolada de A.
brasilense ndo difere dos tratamentos controle sem inoculacao,
independentemente das doses nitrogenadas avaliadas, ou seja, os efeitos
positivos desta bactéria s6 aparecem quando estdo em conjunto com 0S
rizobios UFRGS Vpl6 e UFRGS Lc348. Neste caso, fica evidente o efeito
sinérgico da coinoculacdo, onde os resultados produtivos quando juntos
superam os obtidos quando utilizados na forma isolada (Ferlini, 2006; Barbaro
et al., 2008).

Atualmente, os estudos de cinética de absorcdo sdo voltados para
busca de cultivares mais eficientes em absorver e utilizar os nutrientes. Sob o
ponto de vista agrondmico, a eficiéncia nutricional refere-se a absor¢céo de um

determinado nutriente (Graham, 1984). Sob o ponto de vista fisiolégico seria a
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capacidade de uma planta em absorver o nutriente, distribui-lo e utiliza-lo em
diferentes processos fisioloégicos (Goddard & Hollis, 1984). Levando em
consideracdo essas duas abordagens e os resultados deste estudo, pode-se
sugerir que a inoculagéo e coinoculacdo de RPCPs melhoram a eficiéncia de
absorcao de nutrientes.

Os resultados apresentados neste trabalho evidenciam que a
inoculacéo e coinoculacdo com RPCPs modificam a absorcdo de nitrogénio em
plantas de milho, tanto em alta ou baixa disponibilidade deste nutriente,
favorecendo o desenvolvimento e rendimento de gréos. Este fato pode ser
observado nos resultados do Capitulo Il (Desempenho agronémico de plantas
de milho inoculadas e coinoculadas com rizobactérias promotoras de
crescimento).

Trabalhos que avaliam a cinética de absorcdo de nutrientes em
plantas inoculadas ou coinoculadas com RPCPs sdo escassos na literatura.
Entretanto, os resultados apresentados neste estudo mostram a interferéncia
benéfica no mecanismo de absor¢do de nitrogénio pelas plantas de milho,
reforcando o potencial das rizobactérias em promover o crescimento de plantas

de interesse econdmico.

CONCLUSOES

A inoculagéo isolada dos rizébios UFRGS Vpl16 e UFRGS Lc348, ou
combinada com Azospirillum brasilense modifica a cinética de absorcdo de
nitrogénio em plantas de milho hibrido (Morgan 30A77PW).

Nas condicGes deste estudo, as plantas de milho hibrido (Morgan
30A77PW) inoculadas com rizébios UFRGS Vpl16 e UFRGS Lc348 de forma
isolada ou combinada com Azospirillum brasilense absorvem mais NH;" e NO3’

em relacdo as plantas nédo inoculadas.



7. CONCLUSOES GERAIS

A inoculacdo dos rizobios UFRGS Vpl6 e UFRGS Lc348, e a
coinoculacdo destes isolados com Azospirillum brasilense promovem o
crescimento dos cereias arroz, milho e trigo.

Em plantas de milho, hibrido Morgan 30A77PW, a inoculacdo de
riz6bios ou a coinoculagdo como A. brasilense néo interfere nos componentes
de rendimento avaliados (numero de espigas, producéo de graos por espiga e
peso de 100 gréos). Entretanto, proporciona aumentos de producao de graos,
apresentando uma eficiéncia relativa superior a 121% em relacdo aos
tratamentos controles sem inoculacdo. Os incrementos na promocao de
crescimento em plantas de milho sdo mais pronunciados quando o cultivo é
realizado em manejo irrigado.

A inoculacdo e coinoculacédo testadas nesse estudo sédo capazes de
aumentar o rendimento de grdos da cultivar de arroz IRGA 424, apresentando
melhores resultados em areas previamente inoculadas. Com apenas 60% da
dose de nitrogénio recomendada para cultura do arroz, os rendimentos sdo
equivalentes a producéo do tratamento com 100% da dose de nitrogénio sem
inoculacao. Isto fica evidente ao se observar os indices de eficiéncia relativa
gue variam de 53% a 109%.

A inoculacéo de rizébios, isoladamente ou em coinoculacdo com A.
brasilense aumenta a producdo de gréos de trigo, cultivares TBIO Sossego e
BRS Parrudo. A eficiéncia da inoculacdo e/ou coinoculagédo chega a 108% para
cultivar TBIO Sossego e 109% para cultivar BRS Parrudo, evidenciando o
potencial das rizobactérias utilizadas em promover o crescimento destes

cereais.
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A cinética de absorc¢édo de nitrogénio foi alterada em plantas de milho
inoculadas e coinoculadas. Plantas inoculadas e coinoculadas apresentaram
maiores Vmax, ou seja, estas plantas tem capacidade de absorver o nutriente
disponivel no meio de forma mais rapida.

Além destes resultados obtidos com as técnicas de inoculacdo e
coinoculacdo em poaceas produtoras de graos, é possivel verificar efeitos
variados quanto a interacdo rizébios X poaceas X manejo. Apesar das
diferentes respostas de interagcbes em estudos no campo, a inoculagdo dos
rizobios UFRGS Vpl6 e UFRGS Lc348 isolada, ou em conjunto com A.
brasilense associada a doses de nitrogénio de 50% (milho e trigo) ou 60%
(arroz), aumenta o rendimento de graos das poaceas estudadas, evidenciando
uma maior eficiéncia na absorc¢éao de nitrogénio.

No entanto, os resultados apresentados neste trabalho ndo excluem
outros mecanismos que promovam o0 crescimento de plantas que sejam

desconhecidos até o momento.
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9. APENDICES

Apéndice 1. Solucao Nutritiva Sarruge (1975).

Combonentes Solucéao Para 1L Para Para 25%
b estoque 18L (diluidos em 18L)

Macronutrientes

KH2PO, 136,1g(1M) 1ml 18 ml 4,5 ml

MgSO, . 7TH,O 246,49 (1 M) 2 ml 36 ml 9ml

CaCl, ™ 111,1g@ M)  5ml 90 ml 22,5 ml

KCI 74,6 g (1 M) 5ml 90 ml 22,5 mi

Fe EDTA @ 1M 1mi 18 ml 4,5 ml

NH;NOz* 80 g (1M) 1ml 18 ml 4,5 ml
Micronutrientes

H3;BO3 2,86 g

ZnCl, 01lg

CuSO,.5H,0 0,04 g 1L ml 18 ml 4,5 ml

Sol. Sol.
NaMoO;, . Sol. estoque
0,02 g estoque estoque
4H,0

MnCl, . 4H,0* 181¢g

* S6 é utilizado em substrato liquido, pois o solo do RS possui muito manganés. Pode ser
utilizado o NaMoO, . 2H,0

! Solucdo estoque Fe EDTA

Componentes Para 1L de solucéo
Na EDTA (C10H14N2N8.208. 2H20) 3,72 g

FeSO, . 2H,0* 3,78 ¢

Agua destilada 1L

Obs.: O pH da solu¢éo nutritiva Sarruge deve ser ajustado para 6,0.

Apéndice 2. Meio Levedura-Manitol — LM (Vincent, 1970).

C Concentracao Solucgéo Parall
omponentes . :

final estoque de meio
Manitol 10,0 g/L - 1049
KoHPO, 0,59/L 509 10 ml sol estoque
MgS0O4.7H,0 0,2 g/L 2049 10 ml sol estoque
NaCl 0,1 g/L 10 g 10 ml sol estoque
Extrato de levedura 0,5g/L - 0,59

Obs.: O pH do meio LM deve ser ajustado para 6,8.
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