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REIS, Denise Pacheco (MS). Universidade Federal de S&o Joao del Rei, Fevereiro
de 2015. Produtividade de milho e ecologia microbiana da rizosfera de plantas
sob diferentes métodos de inoculagdo e niveis de nitrogénio. Orientador:
Ivanildo Evddio Marriel. Co-orientadores: Christiane Abreu de Oliveira Paiva e Lauro

José Moreira Guimaraes.

RESUMO

A contribuigdo da fixagao bioldgica de Nitrogénio de forma eficiente é essencial
para a sustentabilidade em sistemas agricolas. A busca por métodos alternativos de
aplicagao de inoculantes vem sendo estudadas afim de reduzir e melhorar absorg¢ao
de N, assim como também as avaliagdes da ecologia de microrganismo do solo para
uma agricultura mais sustentavel O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes
métodos de inoculagdo do Azospirillum em milho que otimizem a fixagao bioldgica
associativa e a ecologia microbiana da rizosfera, visando aperfeicoar o uso desta
tecnologia como aporte de nitrogénio deste inoculante. Para isso foram testados:
seis métodos de aplicagdo de inoculante (no sulco; semente; via foliar aos 10 dias
apos a germinacédo (DAG); sulco + via foliar 20 DAG; semente + via foliar aos 20
DAG,; via foliar aos 10DAG e 20DAG; e sem inoculante) e trés doses de N em
cobertura (0, 40 e 80 kg ha-1 N) em blocos casualizados, com parcela subdivida,
sendo dose de N nas parcelas e métodos de aplicagdo nas subparcelas. As
avaliagdes de parametros agrondmicos foram realizadas através do Acumulo da
massa seca, teor de nitrogénio na parte aérea, teor de N nos graos, acumulo de N
nos graos, producdo de graos, peso de 100 grdos e teor. E os parametros
ecologicos foram verificados através de analises enzimaticas (arginase, urease, e
fosfatases) e diversidade genética e funcional. Os dados obtidos foram submetidos a
analises estatisticas. Os resultados indicam aumentos de produtividade relativa de
graos em fungao da inoculagdo em comparagao ao tratamento controle. Populagdes
diazotréficas podem sofrer influéncia de métodos de inoculacado e da interacao dele
com as doses de N. A dindmica de N na rizosfera pode sofrer alteragbes pela
interacdo método x dose e a diversidade genética e metabdlica pode ser

influenciada pela dose de N aplicada.
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ABSTRACT

The contribution of biological nitrogen fixation efficiently is essential for
sustainability in agricultural systems. The search for alternative methods of
application of inoculants have been studied in order to reduce and improve N uptake,
as well as evaluations of soil microorganism ecology to a more sustainable
agriculture The aim of this study was to evaluate different methods of inoculation of
Azospirillum in corn that optimize the associative fixation and microbial ecology of
rhizosphere, aiming to improve the use of this technology as nitrogen contribution of
this inoculant. For that were tested: six methods of inoculant application (in the
groove; seed; foliar at 10 days after germination (DAG), groove + foliar 20 DAG; seed
+ foliar at 20 DAG; foliar and the 10 and 20 DAG, and without inoculation) and three
doses of N (0, 40 and 80 kg ha™ N) blocks, with subdivided plot, with N rate in the
plots and subplots application methods. Evaluations of agronomic parameters were
performed using the accumulation of dry matter, nitrogen content in the shoot N
content of grains, N accumulation in grains, grain yield, grain yield, weight of 100
grains and protein content in grain. And the ecological parameters were verified by
enzymatic analyzes (arginase, urease, and phosphatase) and genetic and functional
diversity. The data were subjected to statistical analysis. The results indicate that
increases relative grain yield in relation to inoculation in comparison to the control
treatment. Diazotrophic populations can be influenced by inoculation methods and
his interaction with the doses of N. The dynamics of N in the rhizosphere may be
changed through the interaction method x dose and the genetic diversity and

metabolic may be influenced by N rate applied.

Keywords: Zea mays L ; Azospirillum; Sustainability
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1. INTRODUGAO

1.1. USO DE FERTILIZANTE NITROGENADOS NAAGRICULTURA

O bioma cerrado ocupa uma area de 24% do territério brasileiro sendo
considerado a ultima fronteira agricola do planeta (Borlaug 2002; Resende &
Guimaraes, 2007). Por muitos anos foi considerado impréprio para o uso agricola,
devido ao fato do solo ser predominante do tipo latossolo que tem como principais
caracteristicas a baixa fertilidade natural, alta acidez e elevadas concentragdes de
aluminio (Habte 1995; Ferreira et al. 2007). Todavia, devido ao emprego de novas
tecnologias de cultivo, o desenvolvimento de culturas adaptadas e a melhoria da
pratica agricola na regido (Rezende 2002), o levou a ser atualmente o maior
produtor de graos do Brasil (Conab 2014).

Para manter um alto padrao produtivo, considerando que a maioria dos solos
de regides tropicais sao pobres em N, sdo aplicadas grandes quantidade de adubos
quimicos principalmente nitrogenados (Ohland et al. 2005; Souza 2006; Bastos et al.
2008). Uma vez que o N é um dos macronutrientes essenciais para as plantas, e é
encontrado em grandes quantidades como constituinte essencial de aminoacidos,
proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, hormdnios, clorofila, entre outras
moléculas (Taiz & Zeiger, 2004). No solo, pode estar na forma de nitrato, amoénia,
aminoacidos e peptideos. A forma que as plantas assimilam difere em espécies
vegetais, absorvendo principalmente as formas inorganicas, como nitrato ou aménio
(Willians & Miller, 2001; Fageria et al. 2003; Souza & Fernandes, 2006). A via de
assimilacdo desse mineral é vital para as necessidades da planta, sendo um
processo que controla o crescimento e desenvolvimento e apresenta um efeito
marcante sobre a produtividade final (Malavolta, et al. 1997;Taiz & Zeiger, 2004;
Martins et al. 2008).

A importagao de fertilizantes para uso agricola é muito elevada em relagéo a
producdo nacional. Somente de fertilizantes nitrogenados é importado 82%,

enquanto a produgdo nacional é somente de 18%. A grande dependéncia do
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mercado externo traz risco de no futuro, o pais enfrentar escassez de insumos
basicos. Isso ocorre, porque paises produtores de fertilizantes, como China, india e
EUA sao também grandes consumidores (ANDA 2011).

O uso constante de insumos quimicos € em altas doses contribuem com
impactos negativos nos agroecossistemas, através da erosdo, contaminagdo de
aguas superficiais e subterrdneas, residuos quimicos nos solos, efeitos nos
organismos edaficos e aquaticos, danos a saude humana (Campanhola et al. 1997).
No caso do N ainda podem ocorrer perdas por volatilizagdo, desnitrificagao,
lixiviagado e emissdes de oxido nitroso (Fageria & Baligar, 2005).

Com o aumento populacional, ocorre também uma maior demanda por
alimentos (Godfray et al. 2010), o que impulsiona o setor agricola e exige aumentos
significativas da produtividade, e como consequéncia ha aumento na utilizagdo de
adubos quimicos, principalmente, os nitrogenados. Assim, um dos grandes desafios
para a agricultura nos préximos anos, sera continuar desenvolvendo de forma
sustentavel, e para isso, € necessario que o setor agricola aumente a eficiéncia no
uso de fertilizantes. De forma que se produza mais com determinado nivel de
insumo, ou que produza a mesma proporcao aplicando menores doses. Umas das
alternativas para aumentar a eficiéncias no uso de fertilizantes é utilizar fontes
alternativas de nutrichio como é o caso da fixagdo bioldégica de nitrogénio e

biodisponibilizagao de fésforo ( Martha Jr et al. 2014).

1.2. ACULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L) é uma monocotiledbnea pertencente a familia
Poaceae (Fornazieri 1999), de metabolismo C4 (Gaut et al. 2000), Com origem
americana, seus primeiros registros foram encontrados mais precisamente no
México (Garcia et al. 2006). E uma das culturas mais antigas do mundo, existe ha
pelo menos 6.000 anos de acordo com estudos realizados através de escavagdes

arqueoldgicas e medigdes por desintegragao radioativa (Piperno & Flannery, 2001)
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O desenvolvimento desse cereal é afetado por uma série de fatores tais
como a propria cultivar, o solo, a adubagao, o clima, as praticas culturais, as pragas
e as moléstias ( Fornasieri-Filho 2007). Esta entre as culturas mais produzidas no
Brasil, tem uma grande variedade de utilizacdo na sociedade moderna, sendo um
dos produtos agricolas de maior distribuigdo mundial, no que se refere a produgéo e
consumo. (Silva 2009). Sua utilizacdo € destinada a fabricagcdo de produtos
derivados ou consumidos diretamente para alimentagdo animal (suinos, bovinos e
aves) e humano. Assim é uma cultura com grande destaque na economia tanto
nacional, como global.

No cenario de produgdo mundial do grédo o Brasil é o terceiro no ranking,
ficando atras apenas dos Estados Unidos e China, sendo responsavel por 8% das
988 milhdes de toneladas produzidas segundo levantamentos do USDA (2014). Na
safra brasileira 2013/2014 a producéao foi de 79.905 milhées de toneladas em uma
area de 15,82 milhdes de hectares.

Os estados com maior produgdo desse grao sao Mato Grosso, Parana e
Mato grosso do Sul, sendo que 29% da area agricola do pais € destinada ao seu
cultivo (CONAB 2014) onde é aplicado em torno de 3,792 milhdes de toneladas de
adubos sendo a demanda por N de 20 kg ha' de N para cada tonelada de gréo
produzido (Coelho et al. 2010). A exigéncia dessa cultura por esse nutriente muda
conforme os diferentes estadios de desenvolvimento da planta, sendo requerido em
pouca quantidade nos estadios iniciais elevando-se com a taxa de crescimento e
tendo seu pico durante o florescimento até o inicio da formacao de graos (Arnon
1975).

O Brasil mesmo sendo o terceiro em produgédo de gréo, ainda apresenta
uma baixa produtividade em relagdo aos dois primeiros lugares( Estados Unidos e
China). O que ocorre devido a implantacdo da cultura em épocas inadequadas,
pequena densidade de plantio, o uso de cultivares com pouca adaptacdo a regido
e/ou ao sistema de producao inserido, inadequadamente correcdo e a adubagao do
solo e o baixo uso de fertilizantes, principalmente a adubacdo de N em cobertura.
(Cruz et al. 2009; Fonseca 2014)



1.3. FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O N esta presente em grande quantidade na atmosfera, porém nao pode ser
prontamente assimilados pelas plantas. A capacidade de reduzir nitrogénio
atmosférico a amoénia, esta restrita a um pequeno grupo de microorganismos
denominados diazotréficos, através do processo conhecido como Fixagao Bioldgica
de Nitrogénio (FBN) (Didonet et al. 2000), que acontece devido a presenca de um
sistema enzimatico apropriado, o complexo da nitrogenase (Reis et al. 2006).

No Brasil, pesquisas com diazotroficas tiveram inicio ha mais de 40 anos,
através da pesquisadora Johanna Ddébereiner e seus colaboradores (Moreira et al.
2010). Na década de 80 iniciaram os estudos com gramineas, onde através de
técnicas de quantificacdo da FBN, comprovou-se que algumas dessas espécies de
plantas podem obter contribui¢bes significativas de N (Boddey & Ddbereiner, 1995).

Estima-se que a maior parte de N fixado anualmente- 175 milhdes de
Toneladas (65% do total), seja contribuicdo da FBN, o que faz com que ela seja o
segundo processo bioldégico mais importante do planeta, juntamente com a
decomposicdao da matéria organica, atras apenas da fotossintese (Moreira &
Siqueira, 2002).

No que diz respeito a contribuicdes da FBN em agroecossistemas, a maior
parte ocorre pela associacdo simbiotica de plantas da familia Leguminosae
(=Fabaceae) com bactérias pertencentes a diversos géneros conhecidos como
rizobios. Este tipo de simbiose em leguminosas é facilmente identificado, devido a
formagao de estruturas especializadas nas raizes chamadas nédulos (Hungria et al.
2007). No Brasil a FBN em soja € um exemplo de grande sucesso, através da
utilizagdo de inoculantes com Bradyrhizobium ha a possibilidade de uma economia
anual de US$ 3 bilhdes em adubos nitrogenados. O que fez com que ela se tornasse
altamente competitiva no mercado mundial por nido depender de insumos
nitrogenados (Hungria et al. 2005).

Em gramineas no processo de FBN é secretado somente uma parte do
nitrogénio fixado diretamente para a planta associada suprindo apenas parcialmente

as necessidades das plantas. Desse modo, ao contrario das leguminosas, a
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inoculagdo dessas culturas com esses microrganismos, ainda que fixem nitrogénio,
nao conseguem suprir totalmente as necessidades das plantas em relagdo ao N
(HUNGRIA 2011). O que de acordo com Hungria et al. (2010), para a cultura do
milho mesmo se for considerada uma substituicdo parcial de 50% de fertilizantes
nitrogenados por biofertilizantes, pode-se conseguir uma economia de cerca 52
kg.ha ™' de N.

1.4.USO DE INOCULANTES EM MILHO

O uso de inoculantes tem sido utilizados na cultura do milho no intuito de
reduzir o uso de fertilizantes nitrogenado. A inoculagdo com bactérias do género
Azospirillum. proporcionam incremento de massa seca, de acumulo de N nas plantas
e produtividade de graos, principalmente se a associagdo for entre bactéria e
gendtipos ndao melhorados e em condi¢gdes de baixa disponibilidade de N (Okon &
Vanderleyden, 1997)

A aplicagédo do inoculante em milho, tem como método mais utilizado a
inoculagdo via semente, todavia a utilizagdo de fungicidas e inseticidas no
tratamento das mesmas pode causar elevada mortalidade das bactérias (ARAUJO
2006). Recentemente tem se estudado o uso de métodos alternativos, como € o
caso da inoculagao via sulco que a apresenta vantagem pela redugédo dos efeitos
téxicos do tratamento de sementes sobre a populacdo de bactérias fixadoras
(Zamariolli & Galvao 2012). Todavia, ainda sdao necessarios mais estudos para que
ocorra a recomendacao de um método alternativo como acontece na soja onde ja se
recomenda a inoculagéo via sulco.

Os beneficios da inoculagdo com esses tipos de microrganismos vao além
da fixacdo biolégica de nitrogénio, razdo pela qual as bactérias sado classificadas
como promotoras de crescimento de plantas (Bashan et al. 2004; Hungria, 2011). A
morfologia do sistema radicular de plantas inoculadas com Azospirillum apresentam
alteragdes, como o aumento do numero de radicelas e do didmetro médio das raizes
laterais e adventicias, o que beneficia uma melhor exploragao do volume do solo e

aumenta a superficie de absorgao (Bashan et al. 2004; Bergamaschi, 2006). Esse
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aumento radicular ja foi confirmado em estudos realizado por Hungria (2011), onde
ocorreu também um aumento na altura das plantas, coloracao mais esverdeada pelo
maior teor de clorofila em plantas de milho.

Em estudo desenvolvido por Hungria (2011) foi verificado que a inoculagao
das sementes de milho com A. brasilense aumentou a produc¢ao de milho em 24%
em relagéo o controle. Cavallet et al. (2000) observou aumento significativo de 17%
na produtividade de graos, no comprimento médio das espigas de 13,6 para 14,4cm
e aumento de 23 a 64% massa seca da parte aérea de plantas de milho com a
inoculagdo na semente com Azospirillum brasiliense (Braccini et al. 2010).

O uso de bactérias fixadoras de N para incrementar a cultura do milho e
outras gramineas é ainda recente e pouco utilizado, quando comparado com outros
organismos biofertilizantes como o rizébio para a FBN em leguminosas. Tal fato
pode ser explicado devido as interacdes com variadas praticas de manejo da cultura,
do solo e diferentes ambientes. Além disso, ha necessidade de mais investimentos
em pesquisa na area de FBN para plantas n&o leguminosas, que pode ser justificada
pela capacidade que o Brasil tem de gerar economia de fertilizantes nitrogenados
entre 30 a 50 kg ha' com adogdo da técnica de inoculagdo com A. brasilense no
milho (Hungria et al. 2010). Assim a FBN é uma tecnologia que pode contribuir para

o aumento da produtividade e/ou mitigagado de impactos em ecossistemas.

1.5. COMUNIDADE MICROBIANA DA RIZOSFERA

O manejo do solo e a exploragcdo da microbiota presente em sistemas
agricolas tem sido estudadas para otimizar a produgéo e sustentabilidade (Freitas &
Rodrigues, 2010). Bactérias e fungos presentes no solo, atuam na decomposicao da
matéria organica do solo, processos vitais como na ciclagem de nutrientes do solo
(Whitman et al. 1998) e podem ser usados como bioindicadores ecoldgicos através
da estudos da diversidade genética e funcional.

A rizosfera € um ambiente rico em populacbées microbianas onde

acontecem inumeros processos de interagao entre os diferentes grupos de macro e
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microrganismos e as plantas (Andrade & Nogueira, 2005). A comunidade microbiana
que ali se encontra apresenta uma enorme diversidade em estado de equilibrio
dindmico, o que reflete diretamente no ambiente fisico, quimico, biolégico e suas
relacbes (Ehrenfeld et al. 2005). Sendo que esses microrganismo podem ser
influenciados pelas espécies de plantas, devido a diferengas na exsudacgao radicular
e rizodeposicao em diferentes regides da raiz (Costa et al. 2006).

Na agricultura existe um interesse em microrganismos que desempenham
funcdes especificas no solo ou que fazem associagées com plantas como é o caso
das diazotréficas (Réesch 2007). Dentre as bactérias que fixam N e sdo capazes de
se associarem a gramineas, as do género Azospirillum sdo as mais estudadas,
principalmente as espécies A. brasilense e A. lipoferum que juntamente a A.
amazonense tém sido encontradas em associacbées com plantas de milho, arroz,
sorgo e gramineas forrageiras (Reis et al. 2006).

Microrganismos fixadores também s&o produtores de fitormonios vegetais
como auxinas (Reis et al. 2006), solubilizagdo de fosfato inorganico (Verma et al.
2001), e agdes indiretas como o controle biolégico (Benchimol et al. 2000), produgao
de siderdforos (Lodewyckx et al. 2002) e inducdo de resisténcia sistémica no
hospedeiro (Jetiyanon & Kloepper, 2002). Apresentam competitividade durante o
processo de colonizacao por terem versatilidade no metabolismo de N e Carbono
(C). Como fontes de C tém preferéncia pelos acidos organicos como malato, piruvato
e succinato, sendo também utilizadas frutose e glucose (Quadros 2009). Quanto as
fontes de N, as principais sdo amoénia, nitrato, nitrito, aminoacidos e N2 (Trentini
2010).

O conhecimento sobre essa diversidade de espécies presentes na
comunidade microbiana somente foi possivel gracas ao avangos de estudos em
técnicas moleculares, onde é possivel a identificacdo de espécies diretamente da
amostragem. O que representou um grande avango, uma vez que nem todos os

microrganismos sao possiveis de ser cultivados em laboratério.



2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes métodos de inoculagao do Azospirillum em milho visando

aperfeigoar o uso desta tecnologia como aporte de nitrogénio nessa cultura.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficiéncia de seis métodos de inoculagdo com Azospirillum sobre o
rendimento da cultura do milho

e Avaliar a influéncia de trés doses de N sobre a resposta a inoculagcdo com
Azosprillum

¢ Avaliar os impactos da inoculagdo com Azospirillum sobre a ecologia microbiana

da rizosfera de plantas de milho.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. HIBRIDO DE MILHO E AZOSPIRILLUM

Foi utilizado o hibrido simples BRS1055 desenvolvido pelo programa de
melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo. O inoculante utilizado foi obtido
a partir da mistura de duas estirpes de Azospirillum brasilense homédlogas, na
proporcao 1:1, pertencentes a colegcao de bactérias diazotréficas do Laboratério de

Microbiologia e Bioquimica do Solo — Embrapa Milho e Sorgo.



3.2. FATORES EXPERIMENTAIS

Foram avaliados, seis métodos de aplicacao do inoculante e um tratamento
sem inoculacéo ( controle) (Tabela 1) em diferentes doses de N. Para isso, realizou-
se a adubagdo de base utilizando 300 Kg.ha™ do formulado 8-28-16 (N-P-K). A
adubacgdo em cobertura foi efetuada 30 dias apés a germinagdo em trés niveis
diferentes (NO: sem aplicacdo de N; N1: aplicacao de 40 kg.ha'1 de N; e, N2:
aplicacdo de 80 Kg.ha™ de N). A fonte de Nitrogénio utilizada em cobertura foi na

forma de Uréia.

Tabela 1 — Descricdo dos métodos de aplicagédo do inoculante.

Métodos de inoculagao

1 Inoculante aplicado no sulco
Inoculante aplicado na semente
Inoculante aplicado em pulverizacéo-10 dias apds a
germinagéo (DAG)
Inoculante aplicado no sulco + pulverizagdo-20 DAG
Inoculante aplicado na semente + pulverizacdo-20 DAG

Inoculante aplicado em pulverizagdo-10 DAG + 20 DAG

N o o &

Sem inoculante/controle

3.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A conducdo do experimento ocorreu em area experimental da Embrapa
Milho e Sorgo em Sete Lagoas, na safra 2012-2013.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com
parcelas subdivididas e quatro repetigdes. Os niveis de nitrogénio foram distribuidos
nas parcelas enquanto as formas de inoculacdo nas subparcelas. Essas foram
constituidas de 4 linhas de 6 m de comprimento espac¢adas de 0,7 m entre linhas e
0,2m entre plantas. Para a area util da subparcela foram consideradas as duas

linhas centrais.
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3.4. PREPARO DO INOCULANTE

O inoculante foi preparado de acordo com a metodologia utilizada por
Oliveira et al (2012). A estirpe selecionada foi cultivada em caldo de soja tripcaseina,
durante 72h, a temperatura de 29°C sob agitagdo constante. Apds esse periodo, as
culturas foram centrifugadas, ressuspendidas em solugcédo salina (0,85% NaCl) e
ajustadas para densidade otica igual a 1,0 a 500 nm, que equivale a
aproximadamente 108 células viaveis por mL.

A inoculacdo nas Inoculacdo nas semente foi realizada com adigdo de
suspensao de célula (inoculante) a sementes, utilizando-se carvao vegetal moido
como veiculo e goma de fécula de mandioca. A inoculagao ocorreu no laboratério e,
apos concluida, realizou-se o plantio. A inoculagédo via sulco e pulverizagéao foi

realizada com a suspensdo em forma liquida através de aplicador de CO2.

3.5. PARAMETROS AVALIADOS NA CULTURA DE MILHO

Durante o estadio de florescimento, foram coletadas trés plantas/por
subparcela para avaliar o acimulo de massa seca e teor de nitrogénio. Ao final do
ciclo, foi determinado o acumulo de N, producao de graos, peso de 100 graos e teor

de proteinas nos graos.

3.5.1. Determinagao da Massa Seca e teor de N na parte aera

Para determinagdo da massa seca dos tecidos vegetais as trés plantas
coletadas por subparcela foram submetidas a secagem em estufa com circulagao
forgcada de ar, sob temperatura de 65°C até atingir massa constante. Posteriormente,
as amostras foram pesadas e a variavel expressa em Kg.ha'1.

Apods a determinagao da massa seca, as plantas foram moidas para retirada

de uma subamostra de 300g para analise de determinacido do teor de N na parte
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aérea. Elas foram analisadas de acordo com o metodologia de Dumas, que consiste
na oxidagao total da amostra na presenca de oxigénio em elevadas temperaturas,
seguida de reducédo dos Oxidos de nitrogénio e detecgdo do nitrogénio molecular
produzido. Para isso utilizou-se de um analisador de Nitrogénio, marca LECO,

modelo FP-528, provido de carrossel-amostrador com 35 posicoes.

3.5.2. Produtividade de Graos , Peso de 100 graos, Teor de N no Grao, Teor de

proteina e Acumulo de N nos graos

Para avaliar a produtividade de graos, as espigas foram colhidas nas duas
linhas centrais das subparcela, eliminando 0.7m nas extremidades. Retirou-se toda a
palha das espigas, e procedeu-se a debulha dos grdos de cada subparcela.
Posteriormente foi determinado o peso de gréos, o qual foi corrigido para umidade
13% e expresso em Kg.ha'1. Foi realizada a contagem de 100 grdos de cada
subparcela e posteriormente a pesagem.

Para determinacdo do teor de N nos grdos, uma amostra de grdos de cada
subparcela foi seca sob temperatura de 65°C até atingir massa constante.
Posteriormente as amostras foram moidas e o teor de N determinado pela
metodologia de proposta por Dumas. Posteriormente, os valores obtidos foram
multiplicado por 6,25 para obtencdo do teor de proteina no grdo. O teor de N,

também foi multiplicado pela produtividade para obten¢gao do acumulo de N no gréo.

3.6. PARAMETROS ECOLOGICOS DA COMUNIDADE MICROBIANA DA RIZOSFERA
DAS PLANTAS

A coleta de amostras de solo rizosférico para a avaliagdo de parametros
ecologicos foi realizada durante o estadio de florescimento. As plantas foram retiradas do
solo com o sistema radicular inteiro. As raizes foram sacudidas e somente o solo aderido

as raizes foi considerado como solo rizosférico. Este foi colocado em sacos plasticos
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estéreis, peneirado e armazenado em recipiente de vidro e conduzido ao laboratério para

analise.

3.6.1. Analise Quantitativa de Fungos e Bactérias Totais

A analise quantitativa de fungos e de bactérias em amostras de solo da
rizosfera das plantas foi realizada através da pesagem de amostras de 5g de solo
rizosférico que foram suspensas em 45 mL de solugado salina (NaCl, 0,85% p/v) e
agitadas durante 1 hora em temperatura ambiente, em agitador de mesa rotatério.
Posteriormente retirou-se uma aliquota de 1mL para realizagao de diluicoes seriadas
decimais de 10™" a 10”° para a contagem de microrganismos.

As aliquotas retiradas foram de 0,1 pl da diluigdo 10° e 10, posteriormente
transferidas para placas contendo o meio de cultura sélido para bactérias (BDA) e
fungos (Martin) respectivamente, usando fungicida e antibiético. Apds a incubacao
durante 5 dias, efetuou-se a contagem das colbnias e os resultados foram expressos

em unidade formadora de coldnias por gramas de solo (UFC g™’ solo).

3.6.2. Analise Quantitativa de Bactérias Diazotroficas

O método utilizado para a contagem de bactérias diazotréficas foi o Numero
Mais Provavel (NMP), conforme descrito por Dobereiner et al. (1995). Onde se
inoculou 0,1mL de cada diluicdo em vidros de penicilina, contendo 5 mL de meios de
cultura NFB semi-sélido. Apos esse periodo, realizou-se a contagem das bactérias
nas amostras, baseando-se na presengca de pelicula caracteristica de bactérias
diazotroficas, nos meios de cultura. Usou-se a tabela de McCrady (DOBEREINER et
al. 1995) para determinar, pelo método estatistico, a populacdo de bactérias

presente nas amostras.
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3.6.3. Analise Enzimatica em Amostras de Solo da Rizosfera

Realizou-se a anadlise das atividades das enzimas arginase e urease
envolvidas na dindmica de nitrogénio e fosfatase &cida e alcalina envolvidas na
dindmica de fésforo A atividade da arginase (taxa de hidrélise da arginina) foi
determinada através do método proposto por Alef & Kleiner (1986). A atividade da
uréase (taxa de hidrélise da ureia) foi verificada através do método proposto por
Kandeler & Gerber (1988). A leitura das amostras foi feita em espectrofotdmetro a
(660nm).

A determinacédo da atividade das fosfatases acida e alcalina foi analisada
seguindo o método preconizado por Tabatabai et al. (1994). Ele se fundamenta na
analise da concentracdo de p-nitrofenol resultante da hidrélise enzimatica de p-

nitrofenil fosfato.

3.6.3.1. Enzima arginase

Amostras de 1,0 g de solo foram colocadas em tubos falcon tratadas com
0,25 mL de solugao de L-arginine (0,2 g/L) e incubadas por duas horas, a 37 °C.
Apds a incubacgao, adicionou-se 4 mL de solugado de KCI, 1M em cada amostra que
ficaram sob agitacdo por 30 minutos. Uma aliquota de 100 ul do sobrenadante de
cada amostra foi retirada e misturada a 1,0 mL da solugédo de reagentes para
colorimetria. Apds sessenta minutos, realizou-se a leitura no espectrofotdmetro a 660

nm.

3.6.3.2. Enzima urease

Amostras de 0,5 g de solo foram tratadas com 0,25 mL de solugéo de ureia

(4,8 g/L) e incubadas por uma hora a 37 °C. Apds a incubagéao, adicionaram-se 5mL
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de solugdo de KCI, 1 M em cada amostra que ficaram sob agitagdo por 30 minutos.
Uma aliquota de 100 ul do sobrenadante de cada amostra foi retirada e misturada a
1,0 mL da solugéo de reagentes para colorimetria. Apds sessenta minutos, realizou-

se a leitura no espectrofotdmetro a 660 nm.

3.6.3.3. Fosfatase Acida e Alcalina

Amostras de 0,15 g de solo foram colocadas em microtubos e tratadas com
0,48 mL de solugao contendo TRIS e os acidos malico, citrico e bérico. O pH dessa
solugéo € ajustado de acordo com a fosfatase, 6,5 para acida e 11 para alcalina.
Depois adicionou-se solugdo aquosa de p-nitrofenil fosfato 0,05M e deixou-se
incubado por uma hora a 37°C. Apds a incubacao, adicionou-se 0,12 mL de solucao
de CaCl; e 0,48 mL de NaOH, seguindo-se a centrifugagdo a 8000g e leitura a
400nm

3.6.4. Diversidade Funcional da Populacao Bacteriana

A determinacao da diversidade funcional bacteriana foi realizada através da
metodologia descrita por Zak et al. (1994). Amostras de 5 g de solo foram
suspendidas em 90 mL de solugao salina (0,85% NaCl) e agitadas em um agitador
de bancada por um periodo de 30 min. Cerca de 5 mL dessa suspensao foram
centrifugados a 1.900 g (Super T21, Sorvall, EUA) durante 15 min. Aliquotas de
120uL do sobrenadante foram transferidas para cada cavidade das placas EcoPlate
(Biolog, Inc., Hayward, CA, EUA) que é composta por trés grupos de 31 substratos
diferentes (acidos carboxilicos, carboidratos, polimeros, aminoacidos, amidos), além
do controle (cavidade sem substrato). As placas foram incubadas no escuro durante
5 dias, com realizacbes de leitura no intervalo de 24, 48, 72, 96 e 120 horas em um

espectrofotdmetro leitor de placas (Labsystems, MultSkan, MS, EUA), em 590 nm,
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onde foi medido o desenvolvimento da cor pela oxidagdo de substratos durante a
respiracdo dos microrganismos. Utilizou-se a leitura de 72 horas para calculos dos
componentes da diversidade funcional. Os componentes da diversidade funcional,
atividade total (AWCD), utilizacdo dos substratos (S) e indice de Shannon (H) foram
estimados de acordo com Zak et al. (1994). Os valores da atividade total foram
transformados utilizando-se a média das leituras dos 31 substratos de cada amostra
e repeticdo por AWCD (Average Well Colour Development), por meio da divisédo da
atividade de utilizacdo dos substratos - leitura em absorbancia (nm) da cor
desenvolvida - em cada cavidade pelo valor médio da leitura da placa inteira
(GARLAND & MILLS, 1991). Os valores acima de zero foram considerados como
reacdo positiva, e evidenciam a utilizacdo de substratos e os valores negativos, a

auséncia de uso do substrato.

3.6.5.. Diversidade genética da comunidade Bacteriana da Rizosfera

Avaliou-se a diversidade genética das bactérias através da extracdo do DNA
do solo rizosférico, reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Eletroforese em gel
com gradiente desnaturante (DGGE). Utilizou-se como amostragem duas repeticées
e cinco métodos de inoculagdo e sem inoculante, nas trés doses de N.

O DNA total da populacao de bactérias foi extraido a partir de 0,25 mg de
solo das amostras, com uso do protocolo do kit de extragdo de DNA MOBIO Power
Soil.

Os fragmentos de DNA foram amplificados através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), com os "primers" universais para bactérias (regiao 16S) 968F GC
e R1401(NUBEL et al. 1996). As condicdes de amplificacdo foram: desnaturacéo
inicial a 95°C por 10 min, seguidos de 30 ciclos a 94°C por 30 seg; 56°C por 30 seg,
72°C por 1 min; 72° C por 5 min e 10° C.

Para a realizacdo da Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE), os produtos da PCR foram aplicados em gel de 6% de poliacrilamida em
tampéao TAE 0,5X (Tris-acetate 20 mM e EDTA 0,5 mM), contendo um gradiente de
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40 a 65% de agentes desnaturantes (ureia e formamida deionizada). A eletroforese
foi realizada em um equipamento DCodeTM Detection Mutation System (Bio-Rad,
California, USA). O gel foi submetido a eletroforese durante 16 horas a 60 °C e 75V
e corado em solugédo de Gel Red™ (Biotium, Hayward, Califérnia, USA) diluida 3.300
x em 0,1 M NaCl por 30 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no
equipamento Gel Logic 200 (KODAK Company, Rochester, NY, USA).

As bandas obtidas no DGGE, foram analisados utilizando o software
BioNumerics versdo 6.0 (Applied Maths, St. MartensLatem, Belgium). As imagens
digitalizadas foram convertidas e normalizadas usando o marcador de massa
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, USA). Os padrées foram
integrados, a similaridade foi calculada utilizando correlagéo de Pearson (HANE et
al. 1993). Para a analise de agrupamento foi usado o algoritmo UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetic Mean).

3.7. ANALISES ESTATISTICA

Foi realizada a analise de varidncia e comparacdes de médias pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade para as caracteristicas avaliadas. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando os aplicativos computacional Sisvar (2010).
4. RESULTADOS
4.1. PARAMETROS DA CULTURA DO MILHO
4.1.1. Massa Seca, Teor de , Peso de 100 grao e Produtividade
A massa seca avaliada nos diferentes métodos de inoculagdo apresentaram
valores médios que variaram entre 4.888 Kg.ha'1 para a inoculagdo na semente na

dose de 80 Kg.ha’1 de N e 7.570 Kg.ha'1 para a inoculagao Pulverizagdo 10 DAG +

20 DAG na dose 0. O método de inoculagao que apresentou maior acréscimo de
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massa seca foi o de inoculagao Pulverizacao 10 DAG + 20 DAG na dose 0, com
média de valores de 7.570 Kg.ha”. Os resultados demonstram que ndo existe
significativas (p<0,05) para essa caracteristica (Tabela 2).

Quanto ao teor de N na parte aérea, ha diferenca estatistica significativa a
(p<0,05), para método de aplicagao do inoculante (Figura 1). De acordo com o teste
de média a 5%, as aplicagéo via inoculante na Semente + Pulverizagdo 20 DAG na
dose de 40Kg.ha'1, foram as que apresentaram diferentes das demais, no entanto
elas sao semelhante ao sem inoculante, fazendo com que esse efeito ndo seja
considerado. Os valores médios que variaram entre 1,09 N(%) para aplicagcéo via
Pulverizagdo 10 DAG + 20 DAG na dose 0 a 1,32 N (%) com inoculagéo via semente
+ Pulverizacado 20 DAG na dose de 40 Kg.ha'1.

Analises para verificagdo do peso de 100 grao dos diferentes métodos de
aplicacdo do inoculante apresentou valores médios de 24,85¢g, para o tratamento
controle e 28,74g, para a inoculagao via Pulverizacdo 10 DAG na dose de 80Kg.ha™,
nao sendo significativo a (p<0,05) (Tabela 2). O que foi observado também para a
produtividade de graos, que alcangou valores médios de 4.871 kg.ha‘1 a 7.337 Kg.
ha™', para o tratamento com inoculagdo via Pulverizacdo 10 DAG na dose 0, e com a
inoculagdo por Sulco na dose de 40 Kg.ha'1. Mesmo na analise de variancia nao
sendo encontradas diferencas estatisticas é possivel observar que a produtividade
relativa de grdos (PRG) com a inoculagado na sulco na dose 40 Kg.ha'1 aumentou
32% em relagao ao controle (Tabela 2)

Os métodos de aplicagcdo apresentam comportamentos diferentes
dependendo da dose de N, algumas apresentaram decréscimo e outras acréscimo.
O método de aplicagao de inoculante no sulco, semente, Pulverizagdo 10 DAG +20
DAG e Sem inoculante apresentaram um melhor acréscimos na producéo ja na dose
de 40Kg.ha™ com incrementos de 32, 19, 27 e 27% respectivamente, ndo tendo o

mesmo desempenho na dose de 80Kg.ha'1.
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Figura 1- Valores médios de teor de N na parte area (N%) para os diferentes métodos de
inoculagdo com Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si a (p<0,05) de acordo com o teste Scott Knott.

4.1.2. Teor de N, Acumulo de N e Proteina nos Graos

Os dados obtidos com a analise do teor de N nos graos obteve valores de
1,65 % com inoculagado via sulco+Pulverizagdo 20 DAG na dose de 40 Kg. ha' a
1,92%, no método semente+ Pulverizacdo 20 DAG. Porém, nao foram significativos
(p<0,05) (Tabela 3).

Quanto a caracteristica de acumulo de N nos graos foi possivel verificar que
de acordo com analise realizada, nao teve efeitos significativas (p<0,05) entre os
tratamentos. As médias observadas foram de 8.61 Kg.ha'1 a 13.83 Kg.ha'1 para
inoculagao via Pulverizagdo 10 DAG na dose 0 e aplicagdo do inoculante no Sulco
na dose de 40 Kg.ha™ de N respectivamente (Tabela 3).

Os tratamentos também foram avaliados quanto ao teor de proteina nos
graos, as médias apresentaram variagdes entre 10,28 gKg.ha'1, para a inoculacao
no Sulco + Pulverizacdo 20 DAG na dose de 40Kg.ha-1, a 12,00 gKg.ha™', para o

tratamento com inoculagdo na Semente + Pulverizagdo 20 DAG na dose 0. Os
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resultados nao foram considerados significativos (p<0,05) de acordo com a analise

de variancia (Tabela 3).

Tabela 2- Médias dos tratamentos para as caracteristicas Massa seca-MASP (kg.ha™), Peso

de 100 gréos (g), Produtividade (kg.ha™) e Produtividade relativa (PGR/controle=100)

MASP  Pesode 100 Produtividade PGR

Metodo de aplicagéo Dose (Kg.ha™) graos (g) (kg.ha™) (controle=100)
Sulco 0 7.032a 26a 6.258a 112%
Semente 0 4.986a 25a 5.831a 105%
Pulverizagdo 10 DAG 0 6.305a 26a 4.872a 87%
Sulco+Pulverizagado 20 DAG 0 6.763a 26a 6.142a 110%
Semente + Pulverizagdo 20 DAG 0 5.796a 26a 5.012a 90%
Pulverizagdo 10 DAG +20DAG 0 7.570a 25a 6.124a 110%
Sem inoculante/ controle 0 6.307a 27a 5.575a 100%
Sulco 40Kg.ha-" 7.055a 27a 7.338a 132%
Semente 40Kg.ha-' 5.875a 28a 6.632a 119%
Pulverizagdo 10 DAG 40Kg.ha-' 6.154a 27a 5.722a 103%
Sulco+Pulverizagdo 20 DAG 40Kg.ha-' 6.866a 27a 6.336a 114%
Semente + Pulverizagdo 20 DAG 40Kg.ha-' 5.692a 28a 6.503a 117%
Pulverizagdo 10 DAG +20DAG  40Kg.ha-' 6.192a 27a 7.071a 127%
Sem inoculante 40Kg.ha-' 7.221a 27a 7.067a 127%
Sulco 80Kg.ha-" 5.615a 27a 5.592a 100%
Semente 80Kg.ha-' 4.888a 27a 5.836a 105%
Pulverizagdo 10 DAG 80Kg.ha-' 6.804a 27a 6.598a 118%
Sulco+Pulverizagdo 20 DAG 80Kg.ha-' 6.060a 28a 6.868a 123%
Semente + Pulverizagdo 20 DAG 80Kg.ha-' 6.565a 29a 7.212a 129%
Pulverizagdo 10 DAG +20DAG  80Kg.ha-' 6.430a 27a 5.767a 103%
Sem inoculante 80Kg.ha-" 6.905a 28a 6.588a 118%

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si a 5% pelo teste de Scott e Knott.
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Tabela 3- Médias dos tratamentos para as caracteristicas Teor de N no grédos(%), Acumulo

de N no grao (kg.ha™) e Proteina (g Kg)

Teorde Nno  Acumulo de N no

Metédo de aplicagdo Dose grao (%) grio (Kg.ha')  Proteina (g kg)
Sulco 0 1,88a 12a 12a
Semente 0 1,85a 11a 12a
Pulverizagcdo 10 DAG 0 1,76a 9a 11a
Sulco+Pulverizagédo 20 DAG 0 1,86a 11a 12a
Semente + Pulverizagdo 20 DAG 0 1,92a 10a 12a
Pulverizagao 10 DAG +20DAG 0 1,77a 11a 11a
Sem inoculante/ controle 0 1,72a 9a 11a
Sulco 40Kg.ha-' 1,88a 14a 12a
Semente 40Kg.ha-' 1,90a 13a 12a
Pulverizagao 10 DAG 40Kg.ha-' 1,68a 10a 11a
Sulco+Pulverizagédo 20 DAG 40Kg.ha-' 1,65a 10a 10a
Semente + Pulverizagédo 20 DAG 40Kg.ha-1 1,86a 12a 12a
Pulverizagdo 10 DAG +20DAG  40Kg.ha-' 1,74a 12a 11a
Sem inoculante 40Kg.ha-' 1,70a 12a 11a
Sulco 80Kg.ha-’ 1,77a 10a 11a
Semente 80Kg.ha-' 1.70a 10a 11a
Pulverizagdo 10 DAG 80Kg.ha-' 1,81a 12a 11a
Sulco+Pulverizagdo 20 DAG 80Kg.ha-' 1,80a 12a 11a
Semente + Pulverizagdo 20 DAG  80Kg.ha-' 1,79a 13a 11a
Pulverizagado 10 DAG +20DAG  80Kg.ha-' 1,74a 10a 11a
Sem inoculante 80Kg.ha-' 167a 11a 10a

Médias seguidas pela mesma letra, no diferem entre si a 5% pelo teste de Scott e Knott.

4.2. PARAMETROS ECOLOGICOS DA COMUNIDADE MICROBIANA DA
RIZOSFERA DAS PLANTAS

4.2.1. Analise Quantitativa de Fungos e Bactérias Totais

A analise de microrganismo da rizosfera através de Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC) totais a partir de amostras de solo em diferentes meios de
cultura, demonstram que nao existe diferengas significativas p<(0,05) entre as

colénias presentes em meio de cultura para bactérias e fungos, conforme pode ser
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observado na (Tabela 4). Os métodos de inoculagao e as doses de N aplicados nao
influenciaram microrganismo provenientes da rizosfera, pois todos os métodos
apresentaram numeros de coldnias log UFC g entre 4,38 e 6,89, proximos ao
controle 6,79.

Tabela 4- Numero de Unidades Formadoras de Colbnias para bactéria e e fungos totais (log
UFC/g) em meio BDA e Martin, presentes na rizosfera de milho, inoculados sob diferentes

meétodos de aplicagdo e doses de N.

Densidade log (UFC g™ de solo)

Dose de N em cobertura (Kg.ha™)
0 40 80 0 40 80

Método de inoculagao BDA/Bactérias MARTIN/ Fungos

Sulco 6,80a 6,79a 6,72a 4,49a 4,65a 4,62a
Semente 6,87a 6,79a 6,54a 4,60a 4,30a 4,38a
Pulverizacao 10 DAG 6,72a 6,69a 6,69a 4,30a 4,49a 4,51a
Sulco+Pulverizacdo 20 DAG 6,76a 6,64a 6,75a 4,51a 4,46a 4,44a
Semente + Pulverizagdo 20 DAG 6,73a 6,60a 6,84a 4,67a 4,33a 4,57a
Pulverizacao 10 DAG +20DAG 6,80a 6,67a 6,80a 4,69a 4,49a 4,71a
Sem inoculante 6,79a 6,70a 6,60a 4,64a 4,57a 4,56a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a (p<0,05) de
acordo com o teste Scott Knott.

4.2.2. Analise Quantitativa de Bactérias Diazotroficas

A populagdo microbiana também foi avaliada através de bactérias
diazotréficas realizada através NMP (numero mais provavel). Onde os resultados
demonstram que existe diferengcas a p<(0,05) para os métodos de aplicacédo de
inoculacdo e para a interacdo modo de aplicacdo x dose. De acordo com os
resultados obtidos, os modos de aplicagao via Pulverizagdo 10 DAG e Pulverizagao
10 DAG + 20 DAG, diferem dos demais pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade (Figura 2), sendo que estes tratamentos apresentaram valores de

densidade de 59 e 51 x 10° bactérias g'1 solo (Figura 2). Em relacédo a interagao
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modo de aplicagao inoculante x dose, que também foi significativa, elas aconteceram
dentro de todas as doses (Tabela 5), na dose 0, a inoculagdo via sulco+
pulverizagdo 20 DAG, Pulverizagdo 20 DAG + 20 DAG e sem inoculante (controle)
formaram um grupo com valores de densidade de bactérias g solo mais elevados
que para os outros tratamentos, sendo que esses valores ficaram entre 72,83 e 63 x
10°. Na dose de 40 Kg.ha'1 de N em cobertura, a inoculagdo por pulverizacdo 10
DAG e por pulverizagdo 10 DAG + 20 DAG, com valores de densidade de bactérias
de 68 e 57 x 10°, respectivamente, alocaram-se em um grupo diferente dos demais
métodos de aplicacéo, apresentando valores maiores que o controle. Na dose de 80,
os métodos de inoculagdo que apresentaram densidades mais elevadas, foram os
tratamento com inoculagdo na semente 56 x 10% e Pulverizagcao 10 DAG com 94 x

10°, sendo estes superiores aos demais métodos e ao controle (sem inoculac&o).

70

50 - H Sulco

s | = Semente

a0 B Pulverizagio 10 DAG

30 - B Sulco+Pulverizacio 20 DAG

20 ¥ Semente + Pulverizacio 20 DAG

(NMPx10%) bactérias g solo

10 4 Pulverizacio 10 DAG +20DAG

¥ Sem inoculante
Meétodos de inoculacio

Figura 2- Valores médios densidade de Numero mais provavel (NMPx10°) de bactérias
diazotroficas da rizosfera de milho sob diferentes métodos de aplicacdo de inoculante
Azospirillum brasilense. e doses de N em cobertura. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si a (p<0,05) de acordo com o teste Scott Knott.
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Tabela 5- Densidade de bactérias diazotroficas da rizosfera de plantas de milho sob
diferentes métodos de aplicagdo do inoculante e doses de N em cobertura quantificadas
Numero Mais Provavel (NMP x 10°%) bactérias g™ solo.

(NMP x 10°) bactérias g-' solo

Dose de N em cobertura (Kg.ha™)
0 40 80

(NMP x 10%)
Método de inoculagéo bactérias g-' solo
Sulco 41Ab 15Ad 30Af
Semente 26Ab 24Ad 56Ae
Pulverizacao 10 DAG 15Ab 68Ac 94Ae
Sulco+Pulverizagédo 20 DAG 72Aa T7Ad  38Af
Semente + Pulverizagdo 20 DAG 21Ab 13Ad 5Af
Pulverizagdo 10 DAG +20 DAG 83Aa 57Ac 14Af
Sem inoculante 63Aa 3Ad 22Af

Médias seguidas pelas mesmas letra na coluna n&o diferem entre si a (p<0,05) de acordo
com o teste Scott Knott.

4.2.3 Analises Enzimaticas em Amostras de Solo da Rizosfera

4.2.3.1. Enzimas Arginase e Urease

Entre as enzimas analisadas, a arginase apresentou sensibilidade para os
tratamentos, onde foi observado diferengas significativas (p<0,05) para a interagao
inoculacido x dose. As médias para essa caracteristica apresentou valores de 19,81
e 36,78 pgN-H4+h'1g'1' para os métodos inoculagdo na semente + inoculagédo via
foliar 20 DAG na dose de 80 kg.ha'1 € para a inoculagao via foliar 10 DAG + 20 DAG
sem adubacado de cobertura respectivamente. A analise do teste de Scott-Knott a
(p<0,05) demonstra que houve diferenga entre as médias dos tratamentos na dose
em que n&o ocorreu a adubacgao de cobertura e na dose de 80 Kg.ha'1. Na dose sem
adubacao de N, o método via foliar 10 + 20 DAG diferiu dos demais tratamentos,

apresentando o valor da atividade da arginina mais elevado, com média de 36,78
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ugN-NH4+h'1g'1. Na dose de 80Kg.ha'1 a inoculacao sulco, semente, pulverizacdo 10
DAG, Sulco + pulverizagao 20DAG, pulverizagao10 DAG+20DAG diferiram das
demais (Figura 3).

Ja em relacdo a urease, outra enzima envolvida na ciclagem de N ndo houve
diferencga significativa entre os tratamentos. As médias dos valores observados para
a atividade desta enzima variaram entre 217,69 pgN-NH4+h'1g'1 para a aplicagao de
inoculante na semente + inoculagao via foliar 20 DAG, sem adubacao de cobertura,
a 387,62ug N-NH4+h'1g'1, para inoculagdo na semente e adubagao de cobertura de
80 kg ha™ N (Figura 4).

40
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35 | E
_ E Ad
” Ab EAb g g = Suleo
- =z =
> 2wl = Ache =
_§ %Abhg/ c l‘.% AEE Ae = Semente
g = § E// E ¥Pulverizacdo 10 DAG
2 N BE/ =
e 15 A =
% g/_// = Sulco+Pulverizacio 20 DAG
] X B =
10 % :J;b E mSemente + Pulverizacio 20
=" = DAG
5 \ = =
% g E =Pulverizacio 10 DAG
0 N = N R = +20DAG
0 Kg.ha-1 40 Kg.ha-1 80 Kg.ha-1 #5em inoculants
Doses de N em cobertura

Figura 3- Valores médios para atividade da arginase das amostras (ugN-NH,"h..g™". Solo)
para os diferentes métodos de inoculagdo e niveis de nitrogénio. Médias de tratamentos
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Scott-

Knott para a interagao dose inoculagao.
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Figura 4- Valores médios da atividade da urease das amostras (ugN-NH,"h..g”". Solo) nos
para os diferentes métodos de inoculagdo e niveis de nitrogénio. Médias de tratamentos
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si 5% pelo teste de Scott-
Knott.

4.2.3.2.Enzimas Fosfatase Acida e Alcalina

Os dados obtidos para as enzimas da ciclagem de fésforo, néao
apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos analisados. As médias
dos valores para a fosfastase acida variaram entre 1551 a 2508 ug p-nitrofenol h! g
! para a inoculagao via Semente + Pulverizacdo 20 DAG dose 0 de N e inoculagéo
Sulco + Pulverizacdo 20 DAG dose de 80 Kg.ha” de N respectivamente.(Figura 5).
A fosfatase alcalina apresentou variagdes entre 2148 ug p-nitrofenol h! g'1 solo, para
a inoculagado no sulco na dose onde ndo houve adubagao, a 2867 pg p-nitrofenol h™

g'1 solo, para o tratamento sem inoculacédo na dose de 80 Kg.ha'1 N (Figura 6)..
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Figura 5- Valores médios da atividade da fosfatase acida (ug p-nitrofenol h™ g™ solo) nos

tratamentos de diferentes métodos de inoculagdo e niveis de nitrogénio. Médias de

tratamentos seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si 5% pelo teste

de Scott-Knott.

3500 1

Hg p-nitrofenol ' g-!' solo

[ I Ped [ o] (k)

L [ L =] L L=

= 2 B B B = =

0 Kg.ha1

40 Kg.ha-1
Dose de N em cobertura

8

g.ha-1

& 5ulco
Semente
“Pulverizagao 10 DAG
Sulco+Pulverizagio 20

DAG

n Semente+
Pulverizago 20 DAG

=Pulverizagdo 10 DAG
+20DAG

r Sem inoculante

Figura 6- Valores médios atividade da fosfatase alcalina (ug p nitrofenol h™ g solo) nos

tratamentos de diferentes métodos de inoculagdo e niveis de nitrogénio. Médias de

tratamentos seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si 5% pelo teste

de Scott-Knott
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4.2.4. Diversidade Funcional da Populag¢ao Bacteriana

Buscando compreender melhor as populagbes de microrganismos da
rizosfera de milho, sob diferentes métodos de aplicacdo do inoculante e doses de N,
foi verificada a diversidade funcional desses microrganismos. Através do uso do
sistema Biolog foi possivel verificar que a soma da atividade de utilizagado de fontes
de carbono expresso em AWCD, teve variacées ao longo do tempo de incubagao
(Figura 7). As analises de variancias realizadas no tempo de incubagao de 72 horas
mostrou que existem diferengas significativas p< (0,05) para a dose de N aplicada, o
qgue gerou uma regressao linear (Figura 8), mostrando que a atividade de utilizagao

dos substratos aumentou de acordo, conforme ocorria o aumento da dose N

aplicada.
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Figura 7- Soma da atividade total /AWCD (leitura de 590 nm) de utilizagdo de fontes de
carbono do extrato microbiano em cada amostra de solo rizosferico com diferentes métodos

de aplicacdo do inoculante e doses de N em cobertura.
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Figura 8- Regressao linear do efeito significativo da dose p<0,05 .Soma da atividade total
/AWCD (leitura de 590 nm) de utilizagdo de fontes de carbono do extrato microbiano em
cada amostra de solo rizosferico inoculadas com diferentes método de aplicacdo do

inoculante e doses de N em cobertura.

O indice de Shannon (H) que verifica a diversidade de espécies, nesse
trabalho apresentou variagdes 2,85 a 3,23, indicando que existe a presenca de
grande diversidade nos 31 substratos de fontes de carbono. A utilizagdo dos
substratos (S) os valores foram de 18 a 28, com uma utilizacdo que pode ser
considerada alta. Esses parametros ndo foram influenciados pelo método de

inoculagao e doses de N ( Tabela 6).
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Tabela 6- indice de Shannon (H) e utilizagdo dos substratos (S) da diversidade funcional de
amostras da rizosfera de milho sob diferentes forma de aplicagdo do inoculante e doses de
N.

Dose de N em cobertura Método de Inoculagao 5 H
0 Kg.ha Sulco 23,00a 3.03a
Semente 26,00a 317a
Pulverizagdo 10 DAG 27 67a 3,M1a
Sulco+Pulverizagido 20 DAG 20,33a 2,85a
Semente + Pulverizagao 20 DAG 24,33a 3.11a
Pulverizagao 10 DAG +20DAG #2,33a 3.07a
Sem inoculante 19,67a 2,95a
40 Kg.ha Sulco 18,00a 2,91a
Semente 22,00a 3,07a
Pulverizagdo 10 DAG 23,67a 312a
Sulco+Pulverizagiao 20 DAG #1,67a 3,07a
Semente + Pulverizagdo 20 DAG 23,33a 3.14a
Pulverizagao 10 DAG +20DAG 23,00a 3,08a
Sem inoculante 22,33a 3,08a
20 Kg.ha' Sulco 27 ,67a J,2%a
Semente #4,33a 317a
Pulverizagdo 10 DAG 26,00a 3.19a
Sulco+Pulverizagdo 20 DAG 18,67a 3,20a
Semente + Pulverizagdo 20 DAG #4,67a 3.1%a
Pulverizagao 10 DAG +20DAG 27 ,67a 3,23a
Sem inoculante 28,00a 3,27a

Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si 5%

pelo teste de Scott-Knott

4.2.5. Diversidade Genéticas da Populagao Bacteriana em Solo Rizosférico

O perfil de bandas do DGGE da populagdo microbiana existente nas
amostras de solo rizosférico de milho apresentou diferencas quanto a sua
diversidade, sendo possivel observar a formacgao de 4 grupos com distancia genética
distinta (Figura 9).

O grupo 1 e 2 apresentam padrao de bandas diferentes, sendo que o grupo
2 apresenta um maior numero de bandas, indicando maior diversidade em relagao

ao 1. Esses grupos em geral, sdo formados por microrganismos que sofreram
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somente a influéncia da inoculacdo e da dose 0 e de 40 kg.ha™ de N. O grupo 3
apresenta sua composicao diferenciada do padrao de bandas dos demais, tendo sua
diversidade formada a partir de formas de aplicacdo de inoculante e da dose de
8Okg.ha'1 e o0 grupo 4, que também apresenta um padrao de bandas diferenciado,
entretanto com menor diversidade que o demais grupos. Os padrbes de bandas
encontrados com excegdo do grupos 1 sempre se agrupavam com o tratamento
controle, sem inoculagdo. Esses resultados indica influéncia da dose de nitrogénio

aplicada na comunidade microbiana.

Quadro1- Legenda para amostras utilizadas no dendrograma.

Legenda no dendrograma Dendrograma Dose Método de inoculagédo
A201_NO_pulv10 A101_NO_pulv10 0 Pulverizagdo 10 DAG
A202_NO_seme+pulv20 A102_NO0_seme+pulv20 0 Semente + Pulverizacio 20 DAG
A203_NO_seme A103_NO_seme 0 Semente
A204_NO0_sulco A104_NO_sulco 0 Sulco
A206_NO0_sulco+pulv20 A106_NO_sulco+pulv20 0 Sulco+Pulverizagdo 20 DAG
A207_NO0_controle A107_NO_controle 0 Sem inoculante/ controle
A209_N1_seme A109_N1_seme 40Kg.ha-' Semente
A210_N1_controle A110_N1_controle 40Kg.ha-' Sem inoculante/ controle
A211_N1_pulv10 A111_N1_pulv10 40Kg.ha-' Pulverizacdo 10 DAG
A212_N1_sulco+pulv20 A112_N1_sulco+pulv20 40Kg.ha-' Sulco+Pulverizagdo 20 DAG
A213_N1_seme+pulv20 A113_N1_seme+pulv20 40Kg.ha-' Semente + Pulverizagdo 20 DAG
A214_N1_sulco A114_N1_sulco 40Kg.ha-' Sulco
A216_N2_sulco A116_N2_sulco 80Kg.ha-' Sulco
A217_N2_seme+pulv20 A117_N2_seme+pulv20 80Kg.ha-' Semente + Pulverizacio 20 DAG
A218_N2_controle A118_N2_controle 80Kg.ha-' Sem inoculante/ controle
A219_N2_sulco+pul20 A119_N2_sulco+pulv20 80Kg.ha-' Sulco+Pulverizagdo 20 DAG
A220_N2_pulv10 A120_N2_pulv10 80Kg.ha-' Pulverizacdo 10 DAG
A221_N2_seme+pulv20 A121_N2_seme+pulv20 80Kg.ha-' Semente + Pulverizagdo 20 DAG
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Figura 9- Dendrograma representando a diversidade de espécies alocadas em grupos
provenientes da rizosfera de plantas de milho sob diferentes métodos de inoculacéo e niveis

de nitrogénio.
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5 .DISCUSSAO

Efeitos da inoculacdo podem estar relacionadas ao grande numero de
fatores que influenciam o processo de interacio entre planta e bactéria, entre eles a
escolha da estirpe, estado nutricional da planta e da bactéria, gendtipo da planta,
condicoes edafoclimaticas, técnicas utilizadas e as préprias interagdes do
Azospirillum com a populagdo nativa do solo (Chotte et al. 2002; Quadros, 2009).
Assim, todos esses fatores podem influenciar de forma indireta no processo de FBN
e na producao de reguladores de crescimento pelas bactérias e consequentemente
os parametros de crescimento de planta (Gadagi et al. 2004).

A maioria das pesquisas que levaram a identificacdo de estirpes de
Azospirillum no Brasil foram conduzidas em grande parte na regido sul do pais
(Hungria 2011). E de grande importancia a realizacdo de experimentos de
inoculagdo no cerrado, assim como estudos para viabilizar outros métodos de
inoculacdo. No intuito de elucidar as respostas do uso de métodos de inoculagcéo
com Azospirilum em milho e na microbiologia do solo, foram realizadas analises das
caracteristicas agrondmicas e da ecologia da rizosfera.

A analise de massa seca na parte area da planta demonstra que nao
ocorreu influéncia de nenhum método aplicado. Aumento na massa seca de plantas
de milho tem sido descrito Reis Junior et al. (2008) em sementes de milho
inoculadas com Azospirillum. E inoculagdes (semente, sulco, pulverizagao aérea) e
diferentes doses de N, ja foi observado ganhos de Massa seca (Fukami et al. 2013).
Segundo Majerowicz et al. (2002), o aumento na dose de N proporciona o maior teor
de massa seca. Aumentos na massa seca ocorre devido a liberagao de substancias
promotoras de crescimentos produzidas pelas bactérias (Reis Junior et al. 2008) e
por ocorrer uma maior assimilagdo de N e aumento da taxa fotossintética (Didonet
1996).

Avaliagbes do teor de N mesmo sendo afetada pelo método de inoculagao
nao deve ser levada em consideragcdo, uma vez que ndo é possivel observar seu
real efeito por terem apresentado valores estatisticamente iguais ao controle. O que
pode ter ocorrido pela escolha da estirpe utilizada e gendtipo. Alves (2007) ao

trabalhar com estirpes de Herbaspirillum e diferentes gendtipos relata contribuicao
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da FBN e de mecanismos de promocao de crescimento. O teor de N foliar pode
variar linearmente com o a incrementagdo da adubacdo Nitrogenada (Aratani et al.
2006). Ele é importante pois plantas que o apresentam em maiores quantidades
possuem a capacidade de crescer e se desenvolver mais, assegurando maior indice
de érea foliar e consequentemente, alta sintese de carboidratos através da
fotossintese favorecendo o desenvolvimento do sistema radicular que podera
explorar melhor o N do solo ou proveniente do fertilizante (Santos & Pereira, 1994).

Sendo a massa de grdos um dos componentes mais importantes no
rendimento de graos (Fancelli & Dourado Neto, 2000). Foi avaliado o peso de 100
graos de cada método e dose de N, onde os resultados nao sofreram influéncia dos
tratamentos. O que ja foi relatado em inoculagcbes realizadas em sementes e
adubacao de N (Farinelli et al. 2012)

Aumentos em torno 20-30% na produtividade de grédos de milho devido a
inoculagdo com Azospirillum ja foram descritos, Fonseca (2014) ao avaliar diferentes
inoculantes e doses de N em experimento conduzido em Minas Gerais, encontrou
aumentos de até 20% na presenga do inoculante. E de acordo com Hungria et al
(2010), inoculantes a base de Azospirillum sao comercializados para a inoculagéao
em trigo e milho com aumentos de 31 e 26 % na produtividade de grdos . No sul do
pais, dependendo da estirpe bacteriana, a inoculagdo pode gerar ganhos de
produtividade de graos de milho de até 30%.

A produtividade relativa de graos nesse trabalho teve incrementos favoraveis
de acordo com o método e dose utilizada. Assim, deve se atentar para os beneficios
econdmicos e ambientais da FBN. Uma vez que se levar em consideragdo uma
produtividade de 150 sacas por hectare e o custo da tecnologia para uma saca,
ganhos de 20% implicam em um retorno de 29 sacas. O que proporciona beneficios
ambientais por utilizar uma menor quantidade de insumos nitrogenados, que
demanda em torno de 1,3 tonelada energia fossil para fabricagao de 1 tonelada de N
(Marin et al. 2003).

Associagao de bactérias diazotroficas e plantas depende do gendtipo do
vegetal e de condigdes especificas do solo, sendo mais expressivas em hibridos
(Hungria et al. 2010; Mor6 et al. 2014; Quadros et al. 2014). Onde o efeito da

inoculagdo pode ter efeito positivos, negativos e nulos ( Basi 2013). Mor6 et al.
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(2014) ao analisar diferentes gendtipos de milho e métodos de aplicagao,
encontraram diferencgas significativas entre os métodos que receberam adubagao de
cobertura. Segundo seus estudos ha um melhor desempenho de produtividade
quando ocorre a inoculagao diretamente na semente ou em pulverizagdo no solo
quando as plantas estdo nos estadios fenoldgicos entre V3 e V5. De forma que os
resultados nao significados desse trabalho pode ter ocorrido pela época de
aplicagao e gendtipo usado.

Caracteristicas de graos como teor de N, Acumulo de N e proteina sao
importantes na cultura do milho, porque estao ligados a disponibilidade de nitrogénio
e grande parte dele encontra-se nos graos (Silva et al. 2006). A nao influéncia dos
metodos nesse trabalho pode ter ocorrido pelo género de bactéria usado. Assim
como verificado para o teor de N por Zamariolli & Galvéo (2012), e teor de proteinas
Basi (2013) efeitos ndo benéficos de Azospirillum. No entanto, Dotto e et al.( 2010)
encontrou resposta positivas no teor de N ao usar semente de milho inoculadas
Herbaspirillum e doses de N.

Bactérias diazotréficas além da capacidade de fixar nitrogénio, precisam
apresentar potencial para competir com a populagdo nativa do solo (Moreira &
Siqueira, 2006). Desta forma é importante verificar seus impactos na ecologia da
rizosfera. No entanto devido a complexidade de reagdes que ocorrem no solo é
necessaria um conjunto de minimos de indicadores (Doran & Parkin, 1994)

Bactérias e fungos apresentam uma dindmica natural e suas reagbes com o
meio proporcionam a eles serem sensiveis a perturbagcdes ambientais, assim séo
potenciais indicadores. Outro fator de grande contribuicdo é devido a sua grande
diversificagdo que mesmo pouco conhecida, vivem constantemente em relagbes
positivas e negativa ao meio em que vivem. Em sua maioria proporcionam o
equilibrio ecolégico do solo onde s&o principais responsaveis pelo seu
funcionamento.

A avaliagdes através de UFC de fungos e bactérias ndo apresentaram
alteracbes diante dos tratamentos utilizados. A presenca de um maior nimero de
bactérias pode ser explicado pelo fato que elas apresentam maior quantidade e
diversidade entre outros organismos (Ward et al. 1992). J& as diazotréficas,

apresentaram variacdes tanto com o uso do inoculante, como na interacao dose x
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inoculante. O nitrogénio n&o inibiu a presenga de bactérias diazotréficas,
apresentando comportamentos distintos em relacdo a dose de N, o que nao foi
encontrado por Roéesch (2003) ao testar diferentes partes da planta (solo, raiz e
colmo) onde o nitrogénio diminuiu a populagcédo de diazotréficas em todas as partes
das plantas analisadas 30 DAG. Segundo relata Kolb & Martin (1998), a presenga de
N faz com que ocorra o aumento no numero de bactérias heterotréficas na rizosfera
de plantas de milho diretamente ligadas a ciclagem de N no solo.

A atividade enzimatica da arginase e urease esta diretamente ligada a
conversao de compostos nitrogenados em amoénio (Skoulobris et al. 2001), sendo
bioindicadoras sensiveis da qualidade do solo. Nas avalia¢gdes realizadas uma maior
sensibilidade foi verificada na arginase com uma maior capacidade de detectar
diferengas entre os tratamentos. Esses dados corroboram com os encontrados por
Fonseca (2014) ao analisar diferentes inoculantes de Azospirillum ele encontrou
elevacao da arginase. Ja a urease pode apresentar pouca sensibilidade e porta-se
como uma enzima constitutiva de forma que sua sintese ocorre de maneira
independente do microambiente (Lubbers 1993)

A alta sensibilidade da enzima envolvida na ciclagem de N nao foi observada
na fosfatase acida e alcalina. No entanto aumento na atividade dessas enzimas ja foi
relatado por Morais (2012), onde ocorreu aumento na atividade enzimatica da
fosfatase acida ao utilizar inoculantes a base de Azospirilum e adubacéo
nitrogenada em milho. O aumento da atividade das fosfatases acida e alcalina esta
ligado ao aumento da comunidade de fungos e bactérias na rizosfera de varias
plantas (Tarafdar & Jungk 1987)

A analise da estrutura das comunidades microbianas por meio de técnicas
como PCR-DGGE e sequenciamento do gene responsavel pela codificacdo da
subunidade 16s do RNA ribossdmico (gene rRNA 16S) e o perfil metabdlico
microbiano, medido pela capacidade de utilizacdo de fontes de C tem se tornado
cada vez mais difundidas, criando uma ferramenta util no monitoramento de
mudangas ambientais em funcao dos diferentes uso da terra (Morais, 2008).

Os resultados do perfil da diversidade genética de populagdes bacterianas
com o uso de DGGE e analise de dendrograma (agrupamento), permitiu identificar

diferentes grupos que apresentam diferentes perfis de bandas onde a formagao de
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um grupo sofre agcdo da maior dose de N. Para Rdsch et al. (2005) a diversidade de
bactérias presentes nos ambientes pode variar de acordo com os habitat, como é o
caso da regido proximo as raizes que apresentam uma maior abundancia em
relacéo ao solo (Rdsch et al. 2005). De forma que o numero de bactérias presentes
por grama de solo podem sofrer variagdes entre 2.000 e 8,3 milhdes (Résch 2007).
Em relacédo diversidade funcional foi possivel verificar que a atividade de
utilizagcado de substratos (AWCD) aumenta linearmente com de acordo com a dose
de N aplicada. Nao influenciando a diversidade e utilizacdo de substratos que ja foi
relatada, que em doses maiores de N, apresentam variagdes em utilizagao (Lupwayi
et al. 2012). As mudancas no perfil funcional nesse trabalho em relagdo AWCD,
pode ser explicada pela diversidade genética, pelos efeitos ambientais na expressao
génica e das interagdes ecoldgicas entre as diferentes populagdes (ZAK et al 1994).
Sao necessarios estudos adicionais para que se confirme os resultados encontrados

nesse trabalho.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho mostra que a produtividade relativa de
graos em fungdo da inoculagdo atingiram valores de até 32% quando aplicado no
sulco e na presenca de 40Kg.ha'1 de N em comparacao ao tratamento controle.

A analise de populagcdo de bactérias diazotréficas pode ser influenciada
pelos métodos de inoculacado e da interacdo dele com as doses de N.

Alteracbes na ciclagem de nitrogénio na rizosfera de plantas de milho
determinada pela enzima arginase podem ser influenciada pela interagao inoculante
x dose.

A diversidade genética de bactérias,via PCR/DGGE sofre influéncia do
método de aplicagao do inoculante e da disponibilidade de nitrogénio no solo.

A maior disponibilidade de nitrogénio no solo estimula a diversidade
metabdlica da comunidade bacteriana, com base na atividade total ( AWCD)

A realizagado de estudos adicionais, como o uso de outro gendtipo e outras
espécies bacterianas, sdo necessarios para uma melhor elucidagao sobre o efeito da

aplicagao de métodos de inoculagéo e seu impacto na ecologia da rizosfera.
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