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RESUMO

GENERO, Jesica Fernanda de Souza, M.S., Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Agosto, 2016. Resposta a inoculacdo de bactérias diazotroficas
associada e ndo a adubacdo nitrogenada em trigo (Triticum aestivum L.)
Orientador: Antonio Carlos Torres da Costa. Coorientadores: Eliane Cristina
Gruszka Vendrusculo e Vandeir Francisco Guimaraes.

As bactérias Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae sao fixadoras de
nitrogénio e promotoras de crescimento vegetal, capazes de promover associacfes
com a cultura do trigo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho
agrondmico do trigo em resposta a inoculacdo de bactérias diazotréficas com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae associada ou ndo a adubacéo
nitrogenada e quantificar o nimero de células viaveis de bactérias das raizes de
plantas de trigo. O experimento foi realizado nas safras agricolas 2014/2014 e
2015/2015. O delineamento experimental foi de blocos casualizados em esquema
fatorial 2 x 4, com 4 repeticdes. O primeiro fator refere-se as aplicagfes de nitrogénio
em cobertura (com e sem nitrogénio). O segundo fator refere-se a inoculacdo de
sementes com bactérias diazotréficas [tratamento sem inoculacdo (testemunha),
estirpe de A. brasilense, estirpe de H. seropedicae e combinacdo das duas estirpes.
Na auséncia da inoculacdo, a adubacgédo nitrogenada em cobertura promoveu um
acréscimo de 18% no didmetro do colmo. Na auséncia da adubagé&o nitrogenada em
cobertura, a inoculacdo com H. seropedicae promoveu um acréscimo de 16% no
diametro de colmo, e na presenca da adubacao nitrogenada esta bactéria promoveu
um acréscimo de 24% no numero de espiguetas por espiga em relacdo as plantas
gue néo foram inoculadas. A inoculagdo combinada das estirpes A. brasilense + H.
seropedicae com adubacao nitrogenada em cobertura promoveu um acréscimo de
26% no numero de espiguetas por espiga e o dobro do nimero de graos obtidos, em
relacdo a combinacdo sem adubacdo. A inoculagdo combinada das estirpes A.
brasilense + H. seropedicae com adubacéo nitrogenada em cobertura promoveu um
acréscimo de 48% e 13% na produtividade de graos, na safra de 2014 e na safra de
2015, respectivamente, em relagcdo as plantas que n&do foram inoculadas. A
inoculacdo de H. seropedicae apresentou maior quantidade de células viaveis totais

com a aplicacdo de nitrogénio. A reducdo do numero de UFC de A. brasilense sob



condicdo de adubacé&o nitrogenada pode apontar para uma menor competitividade

destes individuos por exsudatos e nutrientes.

Palavras-chaves: Fixacdo Biologica de Nitrogénio. Herbaspirillum seropedicae.

Azospirillum brasilense.



ABSTRACT

GENERO, Jesica Fernanda de Souza, M.S., Universidade Estadual do Oeste do
Parana, August, 2016. Response to inoculation of bacteria diazotrophic
associate and not the nitrogen fertilizer in wheat (Triticum aestivum L.). Advisor:
Antonio Carlos Torres da Costa. Co- Advisors: Eliane Cristina Gruszka Vendrusculo
and Vandeir Francisco Guimaraes.

The bacteria Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae are nitrogen
fixers and promoting plant growth, able to promote partnerships with the trigo. O
objective of this study was to evaluate the crop wheat agronomic performance in
response to inoculation with Azospirillum brasilense diazotrophs and Herbaspirillum
seropedicae with or without nitrogen fertilization and quantify the number of viable
cells of bacteria of the wheat plant roots. The experiment was conducted in the crop
year 2014/2014 and 2015/2015. The experimental design was a randomized block in
factorial 2 x 4, with four repetitions. The first factor relates to the nitrogen topdressing
applications (with and without nitrogen). The second factor relates to inoculating
seeds with diazotrophs [without inoculation treatment (control), strain A. brasilense,
H. seropedicae strain and combination of the two strains. The combined inoculation
of strains A. brasilense + H. seropedicae with nitrogen fertilization promoted an
increase of 48% and 13% in grain yield, in the 2014 season and 2015 season,
respectively, for the plants that were not inoculated. You can check the inoculation
Herbaspirillum, showed better total amount of viable cells with the application of
nitrogen. The reduction in the number of CFU of Azospirillum under nitrogen
fertilization condition can point to a lower competitiveness of these individuals by

exudates and nutrients.

Keywords: Biological Nitrogen Fixation. Herbaspirillum seropedicae. Azospirillum
brasilense.
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1 INTRODUCAO

A cultura do trigo (Triticum aestivum L.) possui varios fatores limitantes para o
seu desenvolvimento, dentre estes, o nitrogénio (N), pois € um elemento constituinte
de muitos componentes da célula vegetal, incluindo aminoacidos, proteinas e acidos
nucléicos, sendo essenciais ao desenvolvimento das plantas (TAIZ e ZEIGER,
2010).

No mundo, as culturas do trigo, milho e arroz utilizam aproximadamente 60%
do total de fertilizantes nitrogenados consumidos na agricultura (LADHA et al., 2005).
Portanto, sdo necessarias pesquisas relacionadas a tecnologia alternativas, que
possibilitem a reducdo desses fertilizantes ou sua substituicdo parcial. Além da
reducao dos fertilizantes essas tecnologias contribuem para a reducao dos impactos
ambientais.

Uma alternativa ao uso de fertilizantes inorganicos é o aproveitamento do N
atmosférico (N2), pela Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) por organismos
fixadores de N ou diazotréficos (LOPES, 2007). Em poaceaes, as associacfes de
bactérias diazotréficas com as plantas ndo formam nodulos, como ocorre em
leguminosas. A bactéria coloniza os tecidos dos vegetais ou se ancora na superficie
da raiz (REIS et al., 2000).

Existem varios géneros de bactérias com potencial de realizar a fixacao
biologica de nitrogénio (FBN) em poaceaes, o Azospirillum brasilense e a espécie
Herbaspirillum seropedicae sdo os mais estudados. As bactérias Azospirillum e
Herbaspirillum sado fixadoras de nitrogénio e promovem crescimento vegetal,
capazes de colonizar a cultura do trigo. Essas espécies podem estimular o
crescimento da planta, aumentar o rendimento das culturas, sem prejudicar a planta.
Estimulam o desenvolvimento de raizes (OLIVEIRA et al., 2009), raizes laterais e
promovem aumento da biomassa de raiz e folha.

Estima-se que a utilizagdo da inoculagéo por parte dos produtores, com base
nas bactérias diazotroficas, podera gerar uma economia de 1,2 bilhdes de délares
por ano, considerando apenas a substituicdo parcial (50%) no N-fertilizante para a
cultura do milho e trigo no Brasil (HUNGRIA et al., 2010).

Este trabalho fundamenta-se que a inoculag&o individual ou combinada das
estirpes das bactérias diazotroficas pode substituir a adubagédo nitrogenada no

cultivo do trigo.



Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho agronémico
do trigo em resposta a inoculacdo de bactérias diazotroficas com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae associada ou ndo a adubacédo nitrogenada

e guantificar o nimero de células viaveis de bactérias das raizes de plantas de trigo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DO TRIGO

O trigo é uma planta de ciclo anual, cultivada durante o inverno e a primavera,
destinados a alimentacdo humana e animal (EMBRAPA, 2016). E uma angiosperma
da classe das Liliopsidas, pertencente a ordem Poales, familia Poaceae e ao género
Triticum. E uma espécie autdbgama, com flores perfeitas, que apresentam baixa
frequéncia de polinizacao cruzada (NCBI taxonomy, 2016). Este género € constituido
em um grande numero de espécies, na qual a espécie Triticum aestivum L. € a mais
estudada mundialmente do ponto de vista tecnoldgico, cientifico e econémico
(BRAMMER et al, 2001). No Brasil, a espécie predominantemente cultivada é a T.
aestivum L.

Inicialmente, a cultura do trigo foi introduzida no Sul do pais, onde estdo 90%
da producdo, mas, com a evolucdo das pesquisas de melhoramento genético, a
cultura se expandiu para as regides centro-oeste e nordeste (EMBRAPA, 2016). O
Brasil ocupa o 13° lugar no ranking mundial na producédo de trigo, enquanto que 0s
maiores produtores mundiais sdo: Unido Europeia, China, india e Russia (ODEPA,
2012).

A importancia do trigo no sistema de producdo agricola esta relacionado a
opcdo desta espécie ser utilizada no inverno em rotacdo de culturas, o que
possibilita a manutencdo de palhada e favorece o plantio direto (REUNIAO DA
COMISSAO BRASILEIRA DE PESQUISA DE TRIGO E TRITICALE, 2012)

2.2 ADUBACAO NITROGENADA NA CULTURA DO TRIGO

O trigo é altamente exigente em nitrogénio, o qual constitui 0 macroelemento
mais limitante na produtividade da cultura, pois determina o nimero de afilhos ou
perfilhos sendo essencial na fase de formacdo dos nds no inicio do alongamento
(DOBBELAERE e CROONENBORGHS, 2002). O nitrogénio é o principal
componente da matéria organica do solo, totalizando de 1 a 5% do volume da
camada superficial do solo. Para se ter ideia um solo com 3% de matéria organica
contém 3 t de N ha™ na camada de 20 cm de solo, mas apenas uma pequena fracao

deste N tornar-se-a disponivel durante um ciclo da cultura (EMBRAPA, 2014b).
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O N é um nutriente exigido em grandes quantidades pela cultura do trigo
exercendo grande influéncia na producdo de graos. Apenas 1/3 da adubacédo
nitrogenada é utilizado pelas plantas (PENG et al., 2010), pois grande parte &
perdido pela a lixiviacdo de nitrato no solo, eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos,
bem como efeitos sobre a diversidade microbiana, afetando o meio ambiente.

Como constituinte essencial dos aminoacidos, o N é necessario para a
sintese proteica estando em elevado numero de compostos organicos, como
nucleotideos, hormdnios e vitaminas. Assim, as principais reacfes bioquimicas em
plantas e microorganismos envolvem a presenca do N, o que o torna um dos
elementos absorvidos em maior quantidade por plantas cultivadas (CANTARELLA,
2007). O N é também integrante da molécula de clorofila, dessa forma, plantas bem
nutrida com este nutriente apresentam crescimento vegetativo intenso e coloragao
verde-escura.

O fertilizante nitrogenado € o principal veiculo de adicdo de N nos
agrossistemas e um dos insumos de maior importancia em funcdo do seu papel no
desempenho produtivo dos vegetais e no atendimento da demanda por alimentos
(LOPES, 2007). E normalmente, a recomendacéo de adubacédo nitrogenada para as
culturas baseia-se na expectativa de produtividade de gréos e no teor de matéria
organica do solo. Essa recomendacao se fundamenta na hip6tese de que a matéria
organica libera N em tempo hébil para o uso das plantas e que o N fornecido pelos
fertilizantes complementa a necessidade deste mineral pelas culturas (ARGENTA et
al., 2002).

Com a deficiéncia de nitrogénio, toda a botanica da planta € afetada, inclusive
raizes, o que ocasiona reducdo do tamanho radicular, nas quais refletem em efeitos
secundérios tais como reducdo de absorcdo de agua e de outros nutrientes
(ARGENTA et al., 2002).

Os principais fertilizantes nitrogenados inorganicos sao a ureia, o nitrato de
amoénia e o sulfato de aménio. Dentre estes, a ureia se destaca por apresentar
elevadas concentracao de N (45%) e menor relagéo custo por unidade de nutriente
(COSTA et al., 2004). E uma das fontes de N mais utilizadas na agricultura
brasileira, por ser de menor custo e de maior disponibilidade no mercado.

Ha um alto custo energético na fabricacdo dos fertilizantes nitrogenados,
principalmente da necessidade de gastos de fontes de petréleo, ou seja, fontes nao

renovaveis. Calcula-se que, para a sintese de uma tonelada de amoénia, seja
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necessarios seis barris de petrdleo (GRANGE et al., 2007), e um elevado custo
ambiental, pois 0 N est4 associado com o0 manejo inadequado e poluicdo ambiental,
contaminando o solo e os mananciais hidricos (LOPES, 2007).

A capacidade das plantas para obter agua e nutrientes minerais do solo esta
relacionada com sua capacidade para desenvolver um extensivo sistema radicular. A
taxa de absorcdo de ions das raizes diminui na regido mais distante do apice
radicular. No entanto, esta tendéncia varia bastante, dependendo de fatores, como
tipo de ion (nutriente), estado nutricional e espécie vegetal (BALDANI, 2009).

No solo, os nutrientes podem se mover para as superficies radiculares
dissolvidos no fluxo em massa de agua ou por difusdo. No fluxo em massa, os
nutrientes sdo carreados pela dgua que estad se movendo do solo para a raiz. O fluxo
em massa ocorre por diferenca de pressado, a qual € determinada, primariamente,
pela taxa de transpiragdo. Assim, a quantidade de nutriente suprida por fluxo em
massa depende da transpiracao e da concentracdo do nutriente na solucéo do solo.
Quando ambas séo altas, o fluxo em massa passa a ter importante papel na
aquisicdo de nutrientes. Em geral, nutrientes como calcio e 0 nitrato séo
transportados para a superficie das raizes por fluxo em massa (EMBRAPA, 2014a).

Na difusdo, nutrientes minerais movem-se de uma regido de maior para outra
de menor concentracdo. A absorgcédo de nutrientes pela raiz diminui a concentragao
dos ions nesta regido e favorece a difusdo em direcao a superficie radicular. Quando
a difusdo é lenta, cria-se uma zona de esgotamento do nutriente préximo a
superficie da raiz. Normalmente, a difusdo € importante para nutrientes encontrados
em baixas concentraces na solucao do solo, como é o caso do fosforo (EMBRAPA,
2014a).

2.3 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN) EM POACEAS

A microbiota do solo oferece inUmeras alternativas para o desenvolvimento de
novas biotecnologias, que visam substituir sistemas agricolas tradicionais baseados
no crescente uso de fertilizantes quimicos e agrotoxicos. A fixacdo biologica de
nitrogénio atmosférico € o processo de reducdo do N gasoso (N,) a amoénia (NHj3),
sendo que esse processo € realizado por alguns organismos que habitam o solo,
denominados fixadores de N, contribuindo com a maior parte do N fixado
anualmente na Terra (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).
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O N2 compbe 78% dos gases atmosféricos, encontra-se em uma forma
quimicamente estavel, portanto, a assimilagdo pelos seres vivos é limitada, sendo
possivel por apenas alguns tipos de microorganismos denominados fixadores de N
ou diazotréficos (BALDANI e BALDANI, 2005). Estes microorganismos diazotroficos
apresentam um complexo nitrogenase responsaveis pelo rompimento da tripla
ligagdo do N, e sua reducdo a NHj;, uma forma assimilavel pelos seres vivos
(CANTARELLA, 2007).

A maior absorcao de N pelas raizes pode ocorrer em razdo da producéo, pela
bactéria, de auxinas, citocininas e giberelinas (BALDANI e BALDANI, 2005). Essa
produgédo de fitormdnios interfere no crescimento das plantas e pode alterar a
morfologia das raizes de modo que possibilite maior volume de exploracéo do solo, e
por consequéncia, mais influxo de nutrientes. As alteracbes morfolégicas
proporciona a elongacdo da zona para formacdo de raizes, promovendo desta
maneira um aumento total do tamanho da raiz e planta e um maior desenvolvimento
(SILVA et al., 2004).

A amoénia e o nitrato gerado pela FBN ou simplesmente pela decomposicao
da matéria organica do solo tornam-se objetos de intensa competicdo entre plantas
e microorganismos. As plantas apresentam mecanismos que capturam rapidamente
esses ions. Suas raizes apresentam regides que estdo em constante divisdo,
alongamento e diferenciacao celular. Além destas caracteristicas, as raizes possuem
a presenca de pélos radiculares, sendo estes responsaveis por aumentar a area da
absorcdo de agua e solutos, resultando em uma éarea de forte demanda de
nutrientes (TAIZ e ZAIGER, 2010).

2.4. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS - BPCPs

No Brasil, estudos com bactérias associadas a poaceaes foram iniciados pela
Dr2. Johana Dobereiner, no final da década de 50. Neste periodo acreditava-se que
a principal contribuicdo desses microorganismos, para varias espécies de plantas,
era somente a fixacdo de nitrogénio molecular, sendo denominadas de bactérias
diazotréficos (BASHAN et al.,, 2004). A partir dai novos géneros e espécies vem
sendo descritas e estudadas como potenciais inoculantes para diversas espécies,
com o desafio de tornar viavel e desenvolver meios préaticos para substituir, total ou

parcialmente, a adubacdo mineral com N por FBN em poaceaes (CANTARELLA,
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2007). Porém, esse grupo de bactérias ndo esta relacionado apenas com a FBN,
mas também por liberarem horménios vegetais, denominados de BPCV, o que
consequentemente auxiliam no crescimento de raizes, maior capacidade de
absorcdo de agua e nutrientes, e incremento na produtividade (BASHAN et al.,
2004).

Bashan e De-Bashan (2005) destacam também que algumas BPCV sao
endofiticas. Essa classificacdo se refere ao grupo de bactérias que possuem
capacidade de colonizar tecidos internos de plantas, sem causarem patogenicidade,
mas promovendo o crescimento do hospedeiro.

Essa colonizacdo apresenta beneficios tanto aos microorganismos
diazotréficos quanto para a planta. O interior das plantas representa um habitat rico
em substratos de carbono livre de diversos fatores adversos que limitam a
sobrevivéncia dos diazotréfos, como a competicdo com outros microrganismos e,
além disso, a transferéncia de compostos nitrogenados para a planta se torna mais
eficiente neste tipo de associacédo (BALDANI et al.,1997).

Segundo Monteiro et al. (2012), as bactérias endofiticas colonizam
primeiramente as plantas, aderindo-se a superficie das raizes, em seguida, pela
colonizacdo das raizes laterais pela penetracdo da epiderme e posteriormente
ocupando os espacgos intercelulares, colonizando o xilema e a parte das plantas.
Bashan e De-Bashan (2005), relataram que estas bactérias ainda podem colonizar
as plantas por aberturas naturais (estdmatos) ou artificiais (ferimentos) para sua
entrada.

Esse tipo de colonizagéo, segundo James et al. (2002), foi comprovado com a
espécie H. seropodicae que encontra-se em raizes laterais, espacos intercelulares
da raiz, aerénquima e células corticais, sendo encontradas col6nias no xilema, folhas

e caules de arroz.

2.4.1 Azospirillum brasilense

Dentre as mais estudadas estdo as bactérias do género Azospirillum,
principalmente A. brasilense que é mais frequente encontrada colonizando a maioria
das plantas de regides tropicais e temperadas (BASHAN et al., 2005). Este género

compreende bactérias diazotréficas, amplamente encontradas em solos de clima
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tropical e subtropical, e em associacdo com as raizes de poaceaes de grande
importancia econdmica, como milho, trigo, arroz e diversas forrageiras, além de
outras espécies vegetais.

Sao bactérias Gram-negativas, em forma de bastonetes e usualmente
uniflageladas. Apresenta grande motilidade exibida pelas células, conferindo a
espécie uma vantagem seletiva importante sobre outros microorganismos na
rizosfera, onde a disponibilidade de nutrientes € muitas vezes limitada
(DOBEREINER, 1992).

As bactérias da espécie Azospirillum brasilense auxiliam, por diversos
mecanismos, na nutricdo nitrogenada das culturas. Dentre esses mecanismos,
destacam-se a producdo de horménios, que interferem no crescimento das plantas e
podem alterar a morfologia das raizes, possibilitando a exploracdo de maior volume
de solo (ZAIED et al., 2003).

Varias pesquisas obtiveram resultados positivos com bactérias do género
Azospirillum, na qual promoveram o crescimento e o acumulo de N em plantas de
trigo (SALA et al., 2005), trouxeram beneficios na manutencédo dos afilhos férteis,
maior extracdo de N e acumulo nos grdos (JEZEWSKI et al., 2010), aumento de
producdo (SALA et al., 2007), translocacdo mais eficiente deste nutriente para os
graos, gréos mais pesados e mais cheios e maior desenvolvimento radicular (SILVA
et al., 2004).

Mendes et al. (2011) observaram a eficiéncia agrondmica no uso da bactéria
A. brasilense, quando aplicada via tratamento de sementes, para a cultura do trigo,
cultivar Quartzo, cultura antecessora milho em Guarapuava-PR. Sala et al. (2007) ao
trabalharem com diferentes doses de N, obtiveram maior incremento na
produtividade de grdos na auséncia do nutriente adicional. Estes autores atribuiram
0s beneficios causados por essas bactérias a sua capacidade de sintese de
fitormoénios. Porém, Baldani e Baldani (2005) destacaram que as bactérias

diazotréficas de poaceaes nao contribuem com quantidades suficientes de N fixado.
2.4.2 Herbaspirillum seropedicae
Inicialmente H. seropedicae foi considerada uma nova espécie de

Azospirillum por ter apresentada caracteristicas de crescimento em meio de cultura

semi-solido (sem N) similares a esse género (BALDANI et al., 1986). Apesar deste
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grupo de bactérias demonstrarem diversas semelhancas fisiolégicas e morfologicas
ao género Azospirillum, estudos de homologia entre DNA: DNA demonstraram a
descoberta de um novo género denominado Herbaspirilum, e Azospirillum
seropedicae foi renomeado para Herbaspirilum seropedicae (BALDANI, 2005;
CHUBATSU et al., 2012).

O género Herbaspirillum pertence a classe Betaproteobacteria e compreende
14 espécies. A maioria das espécies pertencentes a este género nao Sao
encontradas em associacdo com plantas e vivem em ambientes aquaticos, em solos,
solos poluidos ou até em pulmdes de pacientes com fibrose cistica. Além disso,
algumas espécies pertencentes ao género Herbaspirillum sdo capazes de fixar
nitrogénio atmosférico sob condicdes microaerdbicas, sendo considerados
organismos diazotroficos associativos (MONTEIRO et al., 2012).

H. seropedicae é uma bactéria diazotrofica que é conhecida por realizar
associacdo com muitas plantas de interesse econdmico, tais com milho, arroz,
sorgo, trigo e cana de acucar (OLIVARES et al., 1997). As espécies do género sdo
pertencentes na subdivisdo [B-Proteobacteria e sdo gram-negativas. As células
contem granulos de poli-B- hidroxibutirato (PHB), formato espirillum, mdéveis e com
presenca de 1-3 flagelos bipolares na espécie H. seropedicae (MOREIRA et al,
2010).

A interacdo planta-bactéria inicia-se quando a bactéria € atraida pelas raizes
da planta através do fornecimento de fontes de carbono por meio das raizes, e em
seguida ocorre a adesdo da bactéria a superficie radicular e de imediato a
colonizacdo dos pontos de emergéncia das raizes laterais e penetracdo através dos
pontos da epiderme radicular (BALSANELLI et al., 2010; MONTEIRO et al., 2012).

A adesao e entrada de H. seropedicae nos tecidos radiculares das plantas &
rapida, sendo que é possivel observar a colonizacdo da planta 5 a 8 dias apos a
inoculacdo (MONTEIRO et al.,, 2012). ApGs penetrar nas raizes, as células de H.
seropedicae rapidamente ocupam 0s espacos intercelulares se alastrando até os
tecidos do xilema, partindo entédo para a colonizagdo de outros tecidos e partes da
planta (GYANESHWAR et al., 2002). A associacdo entre a bactéria e a planta, H.
seropedicae pode promover o crescimento diferencial da planta através da producao
e suprimento de fatores de crescimento, tais como FBN, producdo de fitorménios,
protecdo do hospedeiro contra patégenos e producdo de sideroforos (BALSANELLI
et al., 2010; MONTEIRO et al., 2012).
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Grandes avancos vém sendo realizados no que diz respeito aos mecanismos
de fixacdo e metabolismo de N por meio de analise molecular, principalmente apés o
sequenciamento completo do genoma de H. seropedicae (CHUBATSU et al., 2012;
PEDROSA et al., 2011). Apesar de H. seropedicae realizar associagdo com
diversas culturas de interesse econdmico, os mecanismos de infec¢ao e colonizagéo
ainda ndo estdao completamente conhecidos, e o maior entendimento desse
processo é necessario para melhorar a utilizacdo desta e de outros organismos
endofiticos como promotores de crescimento vegetal. Deste modo, métodos que
identifiguem e localizem a bactéria no interior das células das plantas séo
extremamente necessarios (BALSANELLI et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL

Os experimentos foram dirigidos em dois anos (2014 e 2015) em condi¢cbes
de campo, na &area experimental pertencente a Cooperativa Agroindustrial C. VALE
localizada no municipio de Palotina, PR, nas coordenadas geogréaficas de 24° 12'
latitude S, longitude 53° 55' W e altitude de 370 m.

O solo da é&rea experimental é classificado como LATOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2014a). Os valores de
temperatura média e precipitacdo pluviométrica ocorrida durante a conducdo dos
experimentos encontram-se na Figura 1 e Figura 2.

Antes da implantacdo de cada experimento, foi realizada a analise quimica do
solo na camada de 0-20 cm de profundidade, nos dois anos agricolas. Para o ano de
2014, o solo apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH 5,1 CaCl,; MO=
29 g dm®; P= 8 mg dm; Ca?*= 4,51 cmol dm™®; A** = 0,1 cmol dm™; Mg *=1,5 cmol
dm™; K*= 0,67 cmol dm™; CTC= 9,32 cmol dm® e V= 72%; Para o ano de 2015, as
caracteristicas quimicas foram: pH 4,8 CaCl,; MO= 31 g dm?; P= 8,6 mg dm™®; Ca®*'=
4,82 cmol dm®; A" = 0,15 cmol dm™; Mg #*=1,18 cmol dm™; K*= 0,79 cmol dm;
CTC=9,73 cmol dm® e V= 70%.

200 Safra 2014/2014 20
150 20

20

10

Precipita¢do (mm)
Temperatura Média (2C)

Decéndio
I Precipitagdo === Temperatura Média

Figura 1: Valores de temperatura média e precipitacdo acumulada decéndios, registrados
durante a conducéo do experimento, de maio a setembro. Safra 2014/2014. Palotina. PR
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Figura 2: Valores de temperatura média e precipitacdo acumulada decéndios, registrados
durante a conducéo do experimento, de maio a setembro. Safra 2015/2015. Palotina. PR

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

O delineamento experimental utilizado nos dois experimentos foi o de blocos
casualizados, em esquema fatorial 2 x 4, com quatro repeticbes. O primeiro fator
refere-se as aplicacées de nitrogénio em cobertura (0 e 30 kg de N ha™). O segundo
fator refere-se a inoculacdo de sementes com bactérias diazotréficas: sem
inoculacdo (testemunha), estirpe de A. brasilense na concentracdo 1x10° UFC mL™,
estirpe de H. seropedicae na concentracdo 1x10° UFC mL™? e combinac&o das duas

estirpes.
3.3 INSTALACAO E CONDUCAO DO EXPERIMENTO

As semeaduras foram realizadas nos dias 09/05/2014 (safra 2014) e
07/05/2015 (safra 2015), utilizando-se sementes da cultivar CD 150. A cultivar
utilizada é proveniente do germoplasma COODETEC e descende da cultivar CD 104
e CD 108, que se destacou entre as cultivares que estdo no mercado ha mais
tempo. A cultivar apresenta ciclo precoce, média de maturacdo plena de 122 dias,
estatura média 68 cm e moderada resisténcia ao acamamento (COODETEC, 2014).

Os inoculantes foram fornecidos pela Universidade Federal do Parana
(UFPR) sendo preparados a partir de uma solugcdo de bactérias pura na
concentracéo de 1x10° UFC mL™. A inoculacdo com as bactérias A. brasilense e H.
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seropedicae e a combinacdo das duas estirpes foram realizadas antes da
semeadura, misturados as sementes a fim de proporcionar o total recobrimento e,
posteriormente, realizou-se a semeadura. Através da mistura das sementes ao
inoculante em uma propor¢cdo de 1 mL de inoculante para 1.000 sementes sendo
que, no caso da inoculacdo combinada das estirpes, foi utilizada metade desta
proporcao de inoculante (0,5 mL) de cada estirpe totalizando, assim, a mesma
proporcao de 1 mL para 1.000 sementes.

As parcelas foram constituidas por 6 linhas de 5,0 m de comprimento, com
espacamento de 17 cm entre linhas, sendo a &rea total da parcela de 5,1 m?. Foi
considerado como &rea util as 4 linhas centrais, desprezando-se uma linha de
plantas de cada lateral, totalizando 3,4 m®. A profundidade de semeadura utilizada
foi de 3 cm, semeadura em linha, no sistema de plantio direto sob a palhada da
cultura anterior, a soja.

Foram realizadas adubacédo fosfatada e potassica de base, nas doses de 40
kg ha™ de P,Os e 30 kg ha™* e K,O, em ambas as safras, de acordo com a andlise do
solo.

Para os tratamentos organizados com nitrogénio em cobertura este foi
aplicado na forma de ureia, na quantidade de 30 kg ha* de nitrogénio. A adubac&o
nitrogenada em cobertura foi a lanco, no inicio do estadio de perfilhamento, quando
as plantas apresentavam quatro folhas.

N&o houve necessidade de calagem para cultura, em funcédo da porcentagem
de saturacao por bases, ser superior a 60%, nos dois anos do experimento.

O controle de plantas daninhas foi efetuado com a aplicagcdo do herbicida
seletivo Metilsulfurom, na fase de espigamento, com dose de 4 g/ha do produto
comercial e com capinas manuais nos estadios de afilhamento e alongamento, nas
duas safras. Foi realizado o tratamento de sementes com fungicida carboxina-tiram e
o0 inseticida fipronil, nas doses de 0,2 L e 0,1 L para cada 100 kg de sementes, em
ambas as safras.

A colheita foi realizada de forma manual, entre os dias 26 e 27 de setembro
na safra de 2014 e 24 a 26 de setembro na safra 2015. As amostras foram
processadas na C. Vale (Cooperativa Agroindustrial) utilizando para trilha uma
colhedora de parcelas marca WINTERSTEIGER®. As amostras foram submetidas a

secagem, até 13% de umidade.
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3.4 VARIAVEIS AGRONOMICAS

Altura de Plantas (AP): Nos dois anos agricolas, foram avaliados na época de
maturacao, a altura das plantas, medindo-se a distancia em centimetros, com auxilio
de uma régua graduada, do nivel do solo ao apice da espiga, com exclusdo das
aristas, estimando a média de dez pontos dentro da area util da parcela.

indice de Acamamento (IA): Foram avaliados na maturacéo fisiolégica, através
de observacdes visuais, utilizando a seguinte escala de notas: 0: sem acamamento;
1. até 5%; 2: 5 a 25%; 3: 25 a 50%; 4: 50 a 75%; 5: 75 a 100% de plantas
acamadas, sendo determinada a percentagem estimada de plantas acamadas
dentro da area til da parcela, para cada tratamento (ARF et al., 2004).

Diametro do Colmo (DC): Ao final do ciclo da cultura, foram avaliados o
didmetro do colmo, com o uso de um paquimetro, realizado em 10 plantas
escolhidas aleatoriamente dentro da area util da parcela.

Numero de Espiguetas por Espiga (NEE): Foram avaliados através da média de
espiguetas em 10 espigas coletadas aleatoriamente dentro da area til da parcela.

Numero de Gréos por Espiga (NGE): Foram determinados pela contagem do
namero de grdo em 10 espigas coletadas aleatoriamente dentro da area util da
parcela.

Massa de Mil Graos (MMG): A massa de mil grdos foi determinada através da
pesagem de trés amostras de 100 sementes por parcela, em balanca analitica,
sendo os valores médios transformados para massa de mil graos e expressos em
gramas, de acordo com as Regras de Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

Produtividade de grdos (PROD): A partir da colheita da area util determinou-se a
massa e a produtividade, e os valores corrigidos para 13% de umidade e
transformados para kg ha™.

Contagem das Unidades Formadoras de Colénia (UFC) em raizes de trigo: Na
safra 2015, avaliou-se a quantidade de células viaveis extraidas de raizes
inoculadas a campo, através da técnica de espalhamento em superficie (spread-
plate) para contagem das Unidades Formadoras de Colbnia (UFC). Para isso,
amostras de raizes foram submetidas a limpeza do solo e esterilizadas
superficialmente para a realizagdo da diluicdo seriada e do plagueamento das

concentracdes 10? e10° em meio de cultura.
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3.5 ANALISE DE DADOS

Os dados foram submetidos a analise de variancia (Anexo 1 e Anexo 2) pelo
software SAS (SAS Institute INC, 2013). Também foi realizada a analise conjunta
dos experimentos (Anexo 3). Para isto, considerou-se a homogeneidade das
variancias através dos quadrados médios residuais das analises individuais (QMRI),
em que se considera a razao entre 0 maior e 0 menor quadrado médio dos residuos,
cujo resultado deve ser menor que sete para que as variancias sejam consideradas
homogéneas (Anexo 4) (PIMENTEL GOMES, 2012).

As médias foram comparadas pelo teste de média de Tukey (p<0,05).
Também foi realizada a analise para a quantificacdo de microrganismos e 0s

resultados foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores meédios obtidos pela analise conjunta para as duas safras,
apresentaram diferengas significativas para a altura de plantas, diametro do colmo e
namero de graos por espiga, sendo as maiores médias na safra de 2014, enquanto
qgue para o variavel nimero de espiguetas por espiga, a maior média foi obtida na
safra de 2015 (Tabela 1).

Para estas variaveis, a diferenca entre as safras podem ser atribuidas
principalmente as altas temperaturas que ocorreram na safra de 2015 (Figura 2). De
maneira geral, a alta temperatura, além de reduzir a altura das plantas, reduz
também a area foliar. A reducéo na area foliar € resultado do menor tamanho das
folhas, acrescida do menor nimero de folhas e de perfilho por planta (SOUZA,1999).

Além disso, observa-se que no estadio de espigamento, as temperaturas
atingiram valores superiores a 32°C, cujo valor ideal situa-se entre 18 a 24° C, e
acima de 32° C podem causar esterilidade e consequentemente reducdo na
producgéo (BRINHOLI, 1996). Os efeitos do estresse de calor no rendimento de gréos
sdo mais imediatos e a planta € mais suscetivel no periodo de florescimento e
enchimento de grdos. Em termos fisioldgicos, promove reducdo da fotossintese,
aumento da respiracdo, reducdo na estabilidade das membranas celulares,

desnaturacao de proteinas e perda de atividade enzimética.

Tabela 1. Altura de planta (AP), diametro do colmo (DC), nUmero de espiguetas por
espiga (NEE), numero de grdos por espiga (NGE), indice de acamamento (IA) de
trigo cultivado em dois anos agricolas (2014 e 2015), em resposta a inoculacéo de
bactérias diazotroficas associada e ndo a adubacéo nitrogenada.

AP DC NEE NGE
Anos

(cm) (cm)
2014 60,40 A 2,99 a 25,64 b 18,31 a
2015 59.36 B 291 b 26,02 a 15,79 b
CV % 2,87 8,32 12,76 26,27

Médias seguidas de mesma letra mindsculas nas colunas néo diferem estatisticamente pelo teste F (P > 0,05).

No inicio do estadio de espigamento, o0 estresse por altas temperaturas, além
de reduzir o periodo de florescimento, provoca uma reducéo drastica no numero de
perfilho por planta, que ocorre em funcdo da competicdo pelos recursos, sendo que
0os carboidratos produzidos pelas plantas sao direcionados, quase que
exclusivamente, para as espigas visando a formacdo e o enchimento dos graos

(KLEPER et al., 1998). Faraooq et al. (2011) observaram que a ocorréncia de alta
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temperatura durante a antese aumenta a esterilidade das flores, afetando o nimero
de gréos por espiga até provocar a esterilidade completa.

Em relacdo a inoculacdo com as bactérias diazotroficas, sem adubacao
nitrogenada em cobertura, observou-se que as plantas oriundas de sementes que
foram inoculadas com Herbaspirillum apresentou menor altura em relacéo as plantas
oriundas de sementes que foram inoculadas com Azospirilum. Para esta variavel,
nao houve diferenca significativa na presenca da adubacdo nitrogenada em
cobertura (Tabela 2). Dartora et al. (2013) néo verificaram efeito da inoculagdo com
Azospirillum e Herbaspirillum associada a adubacéo nitrogenada, sobre a altura da
planta na cultura do milho. Por outro lado, Cazeta et al. (2007) relataram que
deficiéncia no suprimento de N pode comprometer os processos de crescimento e
altura de plantas. Este fato ndo ocorreu neste experimento, provavelmente devido ao
teor de matéria organica presente no solo, associado ao N deixado pela cultura da

soja.

Tabela 2. Altura de planta (AP) e diametro do colmo (DC) de trigo microbiolizadas
com Azospirillum brasilense e Herbaspirilum seropedicae cultivadas com e sem
adubacdao nitrogenada em cobertura, em dois anos de cultivo.

Altura de Planta Diametro do Colmo
Inoculantes (cm) (cm)
Com N Sem N Com N Sem N
Sem inoculacdo 58,73 Aa 61,36 Aa 3,13 Aa 2,66 Bb
Azospirillum 60,07 Aa 61,21 Aa 2,98 Aa 2,76 Ab
Herbaspirillum 60,46 Aa 58,05 Ab 2,97 Aa 3,10 Aa
Azo+ Herba 60,53 Aa 58,98 Aab 3,02 Aa 3,05 Aab

Médias seguidas de mesma letra mailsculas nas linhas, e letras minusculas nas
colunas nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P > 0,05).

Para o didmetro do colmo, na auséncia da inoculacdo, foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos com N. As plantas fertilizadas com N
apresentou valor superior (3,13) ao das plantas que ndo receberam o N (2,66)
(Tabela 2), representando um acréscimo de 18%. O aumento do diametro do caule,
em funcdo das doses de N, é positivo, visto que, no colmo ocorre armazenamento
de assimilados que podem ser translocados, durante o enchimento dos graos
(ZAGONEL e FERNANDES, 2007). Esses autores encontraram respostas variadas
das cultivares ao aumento da dose de N para essa caracteristica, 0 que sugere

também a influéncia de fatores genéticos.
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Em relacdo a inoculacdo com as bactérias diazotréficas, sem adubacao
nitrogenada em cobertura, observou-se que as plantas oriundas de sementes que
foram inoculadas com Herbaspirillum apresentou maior diametro do colmo (3,10) em
relacdo as plantas que nédo receberam N em cobertura (2,66), representando um
acréscimo de 16% (Tabela 2). Os incrementos verificados no diametro do colmo
podem ser associados a producéo de fito-hormdnios pelas bactérias, como auxinas,
giberelinas e citocininas (MOREIRA et al., 2010).

Para a caracteristica namero de espiguetas por espiga, a inoculacao
combinada das estirpes Azospirillum + Herbaspirillum com adubac&o nitrogenada
em cobertura foi superior em 26% a combinacdo sem adubacdo. O mesmo
comportamento também foi observado para o nimero de grdos por espiga, no

entanto, o acréscimo foi o dobro do nimero de graos obtidos (Tabela 3).

Tabela 3. NUumero de espiguetas por espiga (NEE) e numero de gréos por espiga
(NGE) de trigo microbiolizadas com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae cultivadas com e sem adubacdo nitrogenada em cobertura, em dois
anos de cultivo.

Inoculantes NEE NGE
Com N Sem N Com N Sem N
Sem inoculacéo 22,66 Ab 25,83 Aa 16,78 Ab 13,79 Aa
Azospirillum 25,37 Aab 25,01 Aa 16,67 Ab 12,46 Aa
Herbaspirillum 28,17 Aa 24,40 Aa 19,77 Ab 15,48 Aa
Azo+ Herba 30,19 Aa 23,96 Ba 27,47 Aa 13,54 Ba

Médias seguidas de mesma letra mailsculas nas linhas, e letras mindsculas nas colunas nao diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey (P > 0,05).

O efeito da aplicacdo de doses de N no numero de espiguetas por espiga e
no numero de grdos por espiga, encontrado na literatura, é muito variavel.
Bredemeier e Mundstock (2001) verificaram aumento no niumero de espiguetas e no
namero de gréos por espiga, quando o N foi aplicado por ocasido do estadio de
perfilhamento. Por outro lado, Teixeira Filho et al. (2012) ndo verificaram efeito das
doses de N, aplicadas em cobertura, em duas populacbes de plantas e em duas
cultivares de trigo irrigado, na Regido do Cerrado. No entanto, Coelho et al. (2009)
observaram incremento no numero de graos por espiga, proporcionado pelo
aumento das doses de N.

Em relacdo a inoculagdo com as bactérias diazotroficas, na presenca da
adubacdo nitrogenada em cobertura, observou-se que as plantas oriundas de

sementes que foram inoculadas com Herbaspirillum apresentou maior nimero de
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espiguetas por espiga (28,17) em relagéo as plantas oriundas de sementes que néo
foram inoculadas (22,66), o que representa um acréscimo de 24% (Tabela 3).
Observa-se na Tabela 4, que as plantas originadas de sementes que foram
inoculadas com a combinacdo das estirpes Azospirilum + Herbaspirilum e que
receberam adubacg&o nitrogenada em cobertura apresentaram maior indice de
acamamento (2,97) em relacdo as plantas que ndo receberam adubacao
nitrogenada em cobertura (1,43). As plantas que néo receberam N em cobertura
tiveram uma reducao de 51% no indice de acamamento, em relacdo as plantas que
receberam N em cobertura. O aumento no suprimento de N estimula a elongacao do
caule em cereais. No entanto, esse incremento ndo € favoravel, uma vez que o
maior comprimento das plantas vem, geralmente, acompanhado de maior
predisposicdo ao acamamento. Para Soratto et al. (2007) a susceptibilidade ao
acamamento pode estar relacionada por desbalanco nutricional, baixa resisténcia do

colmo, massa das espigas, fatores climéticos desfavoraveis, entre outros.

Tabela 4. indice de acamamento (IA) e massa de mil grdos (MMG) de trigo e
microbiolizadas com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae cultivadas
com e sem adubacao nitrogenada em cobertura, em dois anos de cultivo.

A MMG
Inoculantes (9)
Com N Sem N Com N Sem N
Sem inoculagéo 1,83 Aa 1,60 Aa 24,45 Aa 26,21 Aa
Azospirillum 1,98 Aa 2,09 Aa 24,31 Aa 25,74 Aa
Herbaspirillum 1,89 Aa 1,79 Aa 26,55 Aa 26,54 Aa
Azo+ Herba 2,97 Aa 1,43 Ba 27,84 Aa 24,90 Aa

Médias seguidas de mesma letra mailsculas nas linhas, e letras mindsculas nas colunas néo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey (P > 0,05).

Plantas com maior diametro de colmo geralmente sdo menos predispostas ao
acamamento, dessa forma, o baixo indice de acamamento (1,43) além de ser
atribuido a auséncia do N em cobertura, pode ser também atribuido as bactérias
diazotroficas, uma vez que os incrementos verificados no diametro do colmo
principalmente por Herbaspirillum (Tabela 2) podem ser associados a producéo de
fito-horménios pelas bactérias, como auxinas, giberelinas e citocininas (MOREIRA et
al., 2010).

Para a massa de mil grédos néo foram encontradas diferencas significativas da
inoculacdo e adubacdo nitrogenada (Tabela 4). Portanto, ndo foram detectada

competicdo por nutrientes e fotoassimilados dentro da espiga e, como
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consequéncia, a massa unitéria dos graos néo foi afetada. Teixeira Filho et al. (2009)
e Zagonel et al. (2002) também verificaram que a adubacdo nitrogenada né&o
influenciou a massa de mil grédos. Por outro lado, as analises de variancia conjunta
para anos de experimento (Anexo 3 e Tabela 5) identificaram que a massa de mil
gréos da safra 2015 foi maior em relagdo ao ano anterior, no fator adubag&o, com

indices em média de 9% de acréscimo.

Tabela 5. Massa de mil graos (MMG) de trigo cultivadas em duas safras com e sem
adubacdao nitrogenada.

MMG
ANO 9)
Com adubacéo Sem adubacéo
2014 24,60 Ab 25,93 Aa
2015 26,97 Aa 25,76 Aa

Médias seguidas de mesma letra mailsculas nas linhas, e letras mindsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey (P > 0,05).

Observa-se na Tabela 6, que na safra de 2014, as plantas originadas de
sementes que foram inoculadas com a combinagéo das estirpes Azospirillum +
Herbaspirillum e que receberam adubacé&o nitrogenada em cobertura apresentaram
maior produtividade de grdos (2.858 kg ha™) em relacdo as plantas originadas de
sementes que ndo foram inoculadas (1.489 kg ha™), uma diferenca de 1.369 kg ha™
em relacdo a testemunha. Braccini et al. (2012) relataram que a inoculacdo com as
estirpes de A. brasilense e H. seropedicae torna-se um manejo eficiente para a
cultura do trigo no sentido de diminuir a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados
contribuindo para melhoria do ambiente, podendo diminuir a aplicacdo de adubo
nitrogenado na cultura do trigo em 50%, levando a economia de insumos e mao de
obra na aplicacao.

Segundo Sala et al. (2007) a distribuicdo espacial das raizes, realizada pelas
bactérias diazotroficas favorece a absorcdo de maior volume de nutrientes e agua,
alcancando melhor potencial de nutricdo durante o desenvolvimento do vegetal,
gerando ganhos de produtividade. Braccini et al. (2012) obtiveram resultados
semelhantes para a cultura do milho, constatando que a inoculagdo das sementes

com bactérias diazotréficas promoveu aumento da produtividade de graos.
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Tabela 6. Produtividade de grédos de trigo microbiolizadas com Azospirillum
brasilense e Herbaspirilum seropedicae cultivadas com e sem adubacao
nitrogenada em cobertura, em dois anos de cultivo.

Produtividade de gréos

(Kg ha™)
Inoculantes 2014 2015
ComN Sem N Com N Sem N
Sem inoculagao 1.489,79 BbB 2.718,64 Aaba 2.710,87 Aaa 1.994,06 Aaa
Azospirillum 2.757,89 Aaa 3.081,29 Aaa 2.489,56 Aaa 2.375,48 Aaa
Herbaspirillum 2.722,93 Aaa 3.094,84 Aaa 2.529,78 Aaa 2.526,68 Aaa
Azo+ Herba 2.858,36 Aaa 1.943,02 Aba 3.072,57 Aaa 2.761,03 Aaa

Médias seguidas de mesma letra mailsculas nas linhas, letras mindsculas nas colunas e letras gregas nos anos nao diferem
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P > 0,05).

O efeito significativo da adubac&o nitrogenada associada a combinacdo da
inoculacdo com estirpes de Azospirillum e Herbaspirillum, foi verificado por Sala et
al. (2007) e Teixeira Filho et al. (2008). Segundo Saubidet et al. (2002,) h&
evidéncias de que em plantas de trigo a inoculacdo ndo substitui o adubo
nitrogenado, porém, promove a melhor absorcao e utilizacdo do N disponivel.

Apesar das vantagens que as bactérias diazotréficas proporcionam as plantas
sua eficiéncia € prejudicada, muitas vezes, em funcdo de estarem associadas
livremente a planta, seja na rizosfera ou no interior dos tecidos, tornando-se muito
vulneraveis ao ambiente (GYANESHWAR et al., 2002). As caracteristicas do solo
tém sido frequentemente associadas a auséncia de resposta a inoculacéo
(DOBBELAERE et al., 2002).

Ainda para o ano de 2014, observa-se que mesmo nao diferindo
estatisticamente, as plantas que receberam N em cobertura e originadas das
sementes que foram inoculadas com as estirpes de Azospirillum e Herbaspirillum de
forma isolada, apresentaram produtividade de 2.757 kg ha® e 2.722 kg ha™,
enquanto que as plantas que ndo receberam N em cobertura produziram 3.081,29
kg ha' e 3.094,84 kg ha™, respectivamente, tendo em média uma reducdo de
produtividade de 10,5 e 12%, respectivamente. A adubacdo nitrogenada pode
diminuir a quantidade de diazotréficos na raiz. Kirchhof et al (1997) observaram que
a quantidade de bactérias era menor na presenca de altos indices de N mineral. O
fertilizante nitrogenado pode alterar o estado fisiolégico da planta e
consequentemente afetar a populagdo de microorganismos. No entanto, Baldani e
Baldani (2005) enfatizaram que altas doses de N nao foram fator limitante para os

efeitos benéficos causados pelas bactérias fixadoras de nitrogénio. Esses mesmos
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autores, atribuem que a maior absorcdo de N pelas raizes de plantas inoculadas por
estirpes bacterianas, é através da excrecdo de fitohormbnios como auxinas,
citocininas e giberelinas. Outro fator importante seria a cultura antecessora soja, na
gual favorece na disponibilidade de N, isso devido a cultura ser uma espécie que fixa
nitrogénio, apresenta uma relacdo C/N menor o que possibilita a espécie sucessora
uma maior disponibilidade deste elemento.

Para o ano de 2015, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 6). No entanto, observa-se que as plantas originadas de sementes que
foram inoculadas com a combinacdo das estirpes Azospirillum + Herbaspirillum e
que receberam adubacao nitrogenada em cobertura apresentaram um acréscimo de
13 % na produtividade de gréos em relacdo as plantas originadas de sementes que
nao foram inoculadas. Segundo Sala et al. (2007) a distribuicdo espacial das raizes,
realizada pelas bactérias diazotroficas favorece a absorcdo de maior volume de
nutrientes e &gua, alcancando melhor potencial de nutricdo durante o
desenvolvimento do vegetal, gerando ganhos de produtividade. Braccini et al. (2012)
obtiveram resultados semelhantes para a cultura do milho, constatando que a
inoculagdo das sementes com bactérias diazotréficas promoveu aumento da
produtividade de gréos.

Na Figura 3, pode-se verificar que a inoculacédo de Herbaspirillum, apresentou
melhor quantidade de células viaveis totais com a aplicagcdo de nitrogénio. No
entanto, ndo apresentou diferenca estatistica independente com ou sem adubacéo
nitrogenada. Isto pode confirmar que a associacdo endofitica deste género com
raizes de trigo, deve ser considerada mais especifica do ponto de vista da interacédo
planta-microrganismo.

Baldani et al. (2000) em estudo de selecédo de Herbaspirilum na cultura do
arroz identificaram poucos beneficios para a cultura. Um dos pontos cruciais para a
selecdo e manejo desses microrganismos € a especificidade planta-bactéria,
levando em consideragao os fatores ambientais. Em solos com pequena ou ausente
comunidade nativa de diazotroficos, as respostas  a  inoculacdo sdo  mais
consistentes e a recomendacéo de inoculante pode fazer parte do manejo da cultura
(OKON, 1985).

Dotto et al. (2010) verificaram que a inoculacdo com H. seropedicae resultou
em incremento de 8,6% na produtividade do milho. No entanto, a existéncia de certo

grau de especificidade de algumas bactérias diazotroficas em relacdo ao hospedeiro
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torna o gendtipo da planta um fator chave na obteng&o dos beneficios oriundos da
associacao planta-bactéria (REIS et al., 2000).
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Figura 3. Média de Unidade Formadoras de Colbnia (U.F.C) das raizes de plantas de trigo,
sob influéncia de bactérias diazotrdficas e testemunha com e sem adubagéo nitrogenada em
cobertura na safra 2015. Palotina,PR.

Segundo Brandao (1992) a interacdo de H. seropedicae com as plantas tenha
sido fundamental para obtencédo de respostas positivas a inoculagdo combinada de
estirpes haja visto que, apesar de sua contribuicdo como bactéria promotora do
crescimento vegetal ser considerada menor em relacéo a outras espécies.

O resultado se explica pelo fato de H. seropedicae sobreviver pouco no solo,
ser endofitico obrigatério, colonizar nichos especificos no interior dos tecidos
vegetais tornando mais eficiente a transferéncia dos compostos nitrogenados
produzidos para a planta. Através desta relagdo mais intima com a planta, a bactéria
se torna menos vulneravel ao ambiente externo e se encontra livre de limitacdes de
substratos de carbono (OLIVARES et al, 1997) e da competicdo com outros
microorganismos edaficos (MOREIRA et al., 2010).

Por outro lado, a reducdo do numero de UFC de Azospirillum sob condicao de
adubacao nitrogenada pode apontar para uma menor competitividade destes
individuos por exsudatos e nutrientes (Figura 3). O Azospirillum possui diversas vias

metabdlicas alternativas que permitem a este microrganismo utilizar uma variedade
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de &cidos organicos e aromaticos, aclcares e aminoacidos disponiveis na rizosfera
sem depender do tecido vegetal para sua sobrevivéncia.

Bactéria predominantemente rizosférica, A. brasilense, contribuiu de forma
menos expressiva para os resultados da inoculacdo em relacdo a H. seropedicae,
uma vez que é mais vulneravel a estresses ambientais e pode ter sido influenciada
pelo préprio pH do solo nas condi¢des de estudo (Figura 3).

A acidez do solo é um dos fatores limitantes ao desenvolvimento das
bactérias, sendo que a resposta varia de acordo com a estirpe em questdo. A
bactéria Azospirillum é pouco tolerantes acidez. Este organismo cresce em uma
faixa de pH ideal entre 6,0 e 7,0. Ja o género Herbaspirillum toleram drasticas
mudancas no pH (5,3 — 8,0) e uma concentracao de oxigénio maior que as espécies
de Azospirilum (MOREIRA et al., 2010).

No referido estudo, o pH do solo, dos dois anos de cultivo foram relativamente
baixos para as estirpes bacterianas, 5,1 e 4,8 CaCl, respectivamente. Segundo
Brandao (1992) sob valores extremos de pH o crescimento de microorganismos do
solo pode ser prejudicado pelo efeito direto da elevada concentracdo de jons H* e
OH".

A co-inoculagdo de Azospirilum e Herbaspirillum, apresentou melhor
quantidade de células viaveis totais com a aplicacdo de nitrogénio, comparando sem
adubacdao nitrogenada.

A resposta positiva das plantas a inoculacdo com bactérias diazotréficas pode
ser atribuida a outros fatores, além da producdo de substancias promotoras do
crescimento, tais como protecdo contra fitopatdgenos, alteracdo da atividade
metabdlica através de efeitos sobre as membranas celulares (BASHAN et al., 2004),
solubilizag&o de fosfatos, aumento da resisténcia das plantas ao estresse e a propria
fixac&o biologica de nitrogénio (GRAY e SMITH, 2005).
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5 CONCLUSOES

Na auséncia da inoculacéo, a adubacao nitrogenada em cobertura promoveu
um acréscimo de 18% no diametro do colmo.

Na auséncia da adubacéo nitrogenada em cobertura, a inoculacdo com H.
seropedicae promoveu um acréscimo de 16% no didmetro de colmo, e na presenca
da adubacé&o nitrogenada esta bactéria promoveu um acréscimo de 24% no numero
de espiguetas por espiga em relagdo as plantas que ndo foram inoculadas.

A inoculacdo combinada das estirpes A. brasilense + H. seropedicae com
adubacdo nitrogenada em cobertura promoveu um acréscimo de 26% no numero de
espiguetas por espiga e o dobro do numero de grdos obtidos, em relacdo a
combinagao sem adubacao.

A inoculacdo combinada das estirpes A. brasilense + H. seropedicae com
adubacdo nitrogenada em cobertura promoveu um acréscimo de 48% e 13% na
produtividade de gréos, na safra de 2014 e na safra de 2015, respectivamente, em
relacdo as plantas que n&do foram inoculadas.

A inoculacdo de H. seropedicae apresentou maior quantidade de células
viaveis totais com a aplicacédo de nitrogénio.

A reducao do numero de UFC de A. brasilense sob condi¢cdo de adubacao
nitrogenada pode apontar para uma menor competitividade destes individuos por

exsudatos e nutrientes.
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ANEXOS

Anexo 1. Resumo da andlise de variancia para as variaveis agronémicas: altura de
planta (AP), diametro do colmo (DC), numero de espiguetas por espiga (NEE),
namero de gréos por espiga (NGE), indice de acamamento (IA), massa de mil gréos
(MMG) e produtividade (PROD) de trigo cultivado no ano de 2014, em resposta a
inoculacao de bactérias diazotréficas associada e ndo a adubacéo nitrogenada.

Fontes Quadrados médios

de GL AP DC NEE NGE 1A MMG PROD
Variagao (cm) (CM) () (Kg ha™)
Bloco 4 4,340 0,105 21,89 35,32 0,5757 4,53 116.891,98
Inoculante 3 4,747 0,104 30,09 91,76 0,0497 12,60 1.326.093,06
Adub 1 0,265 0,128 18,21 267,71 1,2344 18,27 952.355,89 **
Adub*lnoc 3 19,482 0,216 62,07 106,20 ** 0,5968 10,55 1.283.196,30 *
Erro 20 3,487 ** 0,075 15,18 * 24,64 * 0,6159 6,66 126.242,88 **
CV (%) 3,09 9,16 15,19 27,11 42,71 10,23 13,62
Média 60,40 2,993 25,64 18,31 1,84 25,23 2.609,22

* e ** : significativos a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.

Anexo 2. Resumo da analise de variancia para as variaveis agronémicas: altura de
planta (AP), diametro do colmo (DC), numero de espiguetas por espiga (NEE),
namero de graos por espiga (NGE), indice de acamamento (IA), massa de mil gréos
(MMG) e produtividade (PROD) de trigo cultivado no ano de 2015, em resposta a

inoculacao de bactérias diazotroficas associada e ndo a adubacao nitrogenada.

Fontes Quadrados médios

de GL AP DC NEE NGE 1A MMG REND
Variagéao (cm) (CM) (9) (Kg ha™)
Bloco 4 9,676 0,1011 6,26 25,85 1,008 2,70 128.478,59
Inoculante 3 1,142 0,0469 9,03 21,63 1,173 3,15 477.685,51
Adub 1 0,145 0,1515 18,72 246,51 ** 1,140 11,23 708.303,04
Adub*lnoc 3 5,447 0,0858 12,84 12,09 1,506 6,70 277.157,95
Erro 19 2,605 0,0519 8,22 19,34 0,884 6,40 59.991,48
CV (%) 2,72 7,82 11,02 27,85 47,00 9,63 9,61
Média 59,36 2,91 26,02 15,79 2,00 26,27 2.549,03

* @ **: significativos a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.
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Anexo 3. Resumo da analise de variancia conjunta para as variaveis agronémicas:
altura de planta (AP), diametro do colmo (DC), niumero de espigas por espigueta
(NEE), numero de gréos por espiga (NGE), indice de acamamento (IA), massa de
mil graos (MMG) e produtividade (PROD) de trigo, cultivado em dois anos agricolas,
em resposta a inoculacdo de bactérias diazotrdficas associada e ndo a adubacéo

nitrogenada.

Quadrados médios

Fontes de
variaco GL AP DC NEE NGE 1A MMG PROD,
(cm) (CM) @ (Kg ha™)
Bloco 4 12,2048 0,156802 24,4377 56,68 1,3180 3,7884 23.505,41
Inoculante 34,8549 0,127589 26,2384 92,76 * 0,8501  9,19575 950.202,81 **
Adub 1 00171 0,281369 * 40,3376 526,58 * 24860 0,7918 8.699,77
Ano 1 18,7567 * 0,110016 * 2,2989 =+ 102,70 * 0,3796 16,9324 35.660,18
Inoc. e Adu. 3 20,6387 * 0,282171 * 58,8670 * 78,89 * 19109 * 17,0843 * 507.014,42 **
Inoc*Ano 3 0,8754 0,034749 11,4896 17,84 0,4636  6,32572 889.703,98 **
Adub*Ano 10,1380 0,000299 0,0915 3,92 0,0633 256726 * 1.304.625,09 **
Adub*lnoc*Ano 33,7614 0,031312 18,7370 40,22 0,1307  0,92378 1.041.884,85 **
Erro 43 29598 0,060520 10,8647 20,12 0,6964  6,27699 112.717,41
CV (%) 2,87 8,32 12,76 26,27 43,52 9,73 13,01
Media 59,88 2,95 25,82 17,07 1,91 25,74 2.579,60

* @ ** : significativos a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.

Anexo 4. Relacdo entre o maior e o menor quadrado médio residual das andlises de
variancia individuais para altura de planta (AP), diametro do colmo (DC), niUmero de espigas
por espigueta (NEE), nimero de grédos por espiga (NGE), indice de acamamento (lA),
massa de mil grdos (MMG) e produtividade (PROD) de trigo cultivado em dois anos
agricolas, em resposta a inoculacéo de bactérias diazotréficas associada e ndo a adubacédo
nitrogenada.

Quadrados médios Residuais

Anos

AP DC NEE NGE 1A MMG REND
2014 3,487 0,075 15,18 24,64 0,6159 6,66 126.242,88
2015 2,605 0,0519 8,22 19,34 0,884 6,40 59.991,48

Relacéo 1,34 1,45 1,85 1,27 1,43 1,04 2,10




