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Resumo — Apesar dos resultados positivos na promocdo de crescimento de plantas de milho com a
inoculagdo de bactérias diazotroficas, tem sido mostrado que existem variagcdes nas interagGes entre
hibridos de milho e bactérias diazotréficas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da
inoculacédo de rizébios, simbiontes em leguminosas, e bactérias diazotréficas associativas na promogao
de crescimento de hibridos de milho. Plantas de milho de cinco hibridos cultivadas em vasos foram
inoculadas com os rizébios UFRGS Vp16 e SEMIA 222 e a combinacdo de trés bactérias diazotroficas
associativas do género Azospirillum (UFRGS Lgl-R, UFRGS EI-S e UFRGS M-S). A inoculacédo das
bactérias mostrou haver respostas na promocgao de crescimento dependentes dos hibridos de milho. A
inoculacéo do rizébio UFRGS Vp16 aumentou o crescimento dos hibridos de milho 30F53, NB 7205,
30R50 e Formula, porém nao teve efeito de promocgdo de crescimento sobre o hibrido de milho AS
1572. A inoculagdo combinada de trés isolados de Azospirillum aumentou o crescimento dos hibridos
de milho 30F53, NB 7205 e AS 1572, porém nos hibridos 30R50 e Férmula ndo teve efeito de
promog&o de crescimento.
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Growth promotion of maize hybrids inoculated with rhizobia and diazotrophic associative
bacteria

Abstract — Despite positive results in growth promotion of maize with inoculation of diazotrophic
bacteria, it has been shown that there are variations in the interactions between hybrids and these
bacteria. The aim of this study was to evaluate the efficiency of rhizobia symbionts of legume and
diazotrophic bacteria inoculation on growth promotion of maize hybrids. Maize plants grown in pots
of five maize hybrids were inoculated with the rhizobia UFRGS VP16 and SEMIA 222 and a
combination of three diazotrophic bacteria of the genus Azospirillum (UFRGS Lgl-R, UFRGS EI-S
and UFRGS MS). The bacteria inoculation showed growth promoting response dependent on maize
hybrids. Inoculation of rhizobia UFRGS Vp16 increased growth of maize hybrid 30F53, NB 7205,
30R50 and Formula, but not has growth promotion effect on the hybrid maize AS 1572. Inoculation
combination of three isolates of Azospirillum increased growth of maize hybrid 30F53, NB 7205 and
AS 1572, but not has growth promoting effect on the hybrids 30R50.
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Introducéo

O cultivo do milho apresenta grande
importancia econbémica para o Brasil, que é o
terceiro maior produtor mundial, com cerca de 56
milhdes de toneladas na safra 2010/2011 e mais
de 13 milhGes de hectares cultivados (IBGE,
2012). No entanto, o rendimento médio das
lavouras brasileiras é ainda baixo, 4200 kg ha™, o
que revela a necessidade de melhorias
consideraveis no sistema de producdo deste
cereal.

O aumento do fornecimento de nitrogénio (N)
via fixagdo  bioldégica (GARCIA DE
SALAMONE et al., 1996) ou 0 aumento de sua
absorcdo pela planta (HUNGRIA et al., 2010)
seriam formas pelas quais 0os micro-organismos
promotores de crescimento poderiam contribuir
para melhorar a producdo de milho sem a
necessidade de se utilizar maiores doses de N
mineral. A promogéo de crescimento por micro-
organismos pode ser uma consequéncia da
fixacdo bioldgica de N (MONTANEZ et al.,
2009), da produgdo de fitoreguladores como
auxinas, citocininas, giberelinas e inibicdo de
etileno (ARSHAD e FRANKENBERGER,
1992), do antagonismo contra fitopatdgenos pela
producdo de sideroforos (SCHER e BAKER,
1982), competic¢do por nutrientes ou por indugdo
de resisténcia sistémica adquirida (PIETERSE et
al., 2003), ou por aumentar a disponibilidade de
minerais como fésforo (SESSITSCH et al.,
2002).

Para 0 milho, ¢ bem documentada a sua
capacidade de estabelecer relagBes rizosféricas
e/ou endofiticas com promocdo do crescimento
das plantas com varios géneros bacterianos
(CHELIUS e TRIPLETT, 2000; CABALLERO-
MELLADO et al., 2004). No Brasil, o isolamento
e selecdo de estirpes de A. brasilense eficientes
em promover o crescimento de milho por
Hungria et al., (2010), permitiu o registro e
comercializagdo do primeiro produto inoculante
para esta cultura.

Além desses géneros, tem havido grande
interesse em estudar e utilizar rizébios isolados
de nodulos de leguminosas como promotores de
crescimento em inUmeras gramineas. Resultados
positivos na promocdo de crescimento com a
inoculacéo de rizobios j& foram obtidos em arroz
(OSORIO FILHO, 2009; YANNI e DAZZO,
2010; BHATTACHARIJEE et al., 2012) e em
milho, porém em menor numero de trabalhos
(GUTIERREZ-ZAMORA e ROMERO, 2001,
BECQUER et al., 2011).
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Apesar dos resultados positivos na promocao
de crescimento de plantas de milho com a
inoculagdo de bactérias, constatou-se que existem
variagdes nas interacdes entre hibridos de milho e
bactérias diazotroficas (GARCIA de
SALAMONE et al., 1996, MONTANEZ et al.,
2009 e WALKER et al, 2011). Essas
observacfes sugerem que a promogdo de
crescimento seja dependente da interagdo entre o
genétipo da planta e dos micro-organismos
envolvidos nessas associagOes para expressar ao
maximo sua capacidade de promocdo de
crescimento.

Diante da grande variabilidade de respostas
das plantas de milho a inoculagdo com bactérias
promotoras de crescimento, torna-se necessaria a
identificacdo das melhores associagfes entre
bactérias diazotréficas e genétipos de milho com
vistas a se obter o maior incremento no
crescimento das plantas e 0  maior
aproveitamento dos nutrientes. Ainda é pouco
estudada essa interacdo, especialmente a de
rizébios, eficientes na fixagcdo simbiotica de N
em leguminosas, com plantas ndo-leguminosas
(MISHRA, 2006), e pouco se sabe sobre a
resposta de hibridos de milho cultivados no Rio
Grande do Sul a inoculagdo com bactérias
promotoras de crescimento vegetal. O estudo dos
efeitos das interacbes entre plantas e micro-
organismos promotores de crescimento torna-se
de fundamental importancia para que se possa
recomendar as melhores combinagfes entre
bactérias selecionadas e hibridos de milho para
cultivo comercial desse cereal. O objetivo do
trabalho foi avaliar a eficiéncia da inoculagdo de
rizébios, simbiontes em leguminosas, e bactérias
diazotrdficas associativas na promocdo de
crescimento de hibridos de milho.

Material e métodos

O estudo foi conduzido em casa de vegetagéo
do Departamento de Solos da Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Os rizobios avaliados
foram UFRGS Vpl6, pertencente a Colecdo de
Culturas de Rizobios da UFRGS, que foi isolado
de nodulos de plantas de trevo branco (ALVES
2005) e a estirpe SEMIA 222, liberada para
producdo de inoculantes para trevo branco, obtida
da Colecdo de Culturas de Rizdbios da Fundagéo
de Pesquisa Agropecuéria do Rio Grande do Sul
(FEPAGRO). Avaliou-se também uma mistura
de trés isolados de Azospirillum, sendo UFRGS
Lgl-R, obtido de raizes de plantas de milho

34



coletadas em Eldorado do Sul (RS), UFRGS ElI-
S, obtido da rizosfera de plantas de milho
coletadas em Sdo Luiz Gonzaga (RS), e UFRGS
M-S, obtido da rizosfera de plantas de milho
coletadas em Marau (RS). Estes isolados foram
selecionados pela producdo de acido indol
acético (AIA) in vitro e pela alta eficiéncia na
fixagdo bioldgica de N em milho cultivado no
Rio Grande do Sul (ROESCH, 2007).

Para a identificacdo dos isolados UFRGS
Vpl6, UFRGS Lgl1-R, UFRGS EI-S e UFRGS
M-S, o DNA total das bactérias foi extraido
usando o Wizard kit (Promega). A regido de
DNA do gene que codifica a por¢do 16S do
ribossomo foi amplificada usando os primers
universais F515 e R806 (BATES et al., 2011). As
reac0es de PCR usando os primers universais
foram realizadas em um volume de 20 pul
contendo 1pul de DNA, 1x tampdo PCR, 2 mM
MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM dos
primers e 1U de Platinum Tag DNA polimerase
(Invitrogen). Os ciclos empregados para
amplificacdo foram: um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, 25 ciclos
incluindo desnaturacdo por 45 segundos a 94°C,
anelamento por 45 segundos a 55°C, e extensdo
por 1 minuto a 72°C, seguido por uma etapa final
de extensdo de 6 minutos a 72°C. Os fragmentos
foram sequenciados usando equipamento ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

As sequéncias parciais da regido 16S DNAr
dos isolados foram pesquisadas no GenBank com
0 programa BLAST 2.0.

Os trés tratamentos com bactérias foram
avaliadas em cinco hibridos de milho comumente
cultivados no estado do Rio Grande do Sul:
hibrido AS 1572 (Agroeste Seeds), 30R50 e
30F53 (Pioneer Seeds) e NB 7205 e Formula
(Syngenta Seeds). No experimento, foram usados
vasos plasticos de 2 L contendo uma mistura 2:1
de vermiculita e areia, esterilizada em autoclave
por 90 minutos a 120°C, e solugdo nutritiva
estéril  (SARRUGE, 1975). O delineamento
utilizado foi inteiramente ao acaso com quatro
repeticbes. Os cinco hibridos de milho e as
inoculacOes dos trés tratamentos com os isolados
bacterianos foram combinadas com uma dose
equivalente a 60 kg ha™ e uma dose equivalente a
120 kg ha®. Além desses tratamentos, foram
conduzidos dois tratamentos controle, controle
N/2 - controle ndo inoculado com plantas dos
hibridos de milho que receberam dose de N
equivalente a 60 kg ha™ e controle N - controle
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ndo inoculado dose de N equivalente a 120 kg ha’
1

As sementes de milho foram desinfestadas por
imersdes sucessivas em é&lcool (70%) por um
minuto, seguido de hipoclorito de sddio (2,5%)
por um minuto, e sete lavagens consecutivas com
agua destilada esterilizada em autoclave a 120°C
por 15 minutos. Na sequéncia, cinco sementes
foram semeadas em cada vaso e cinco dias apos,
foi realizado o raleio, sendo mantidas duas
plantas por vaso. O N foi adicionado
semanalmente, por meio de aliquotas de NH;NO;
(2,87 g L™). Aplicou-se 5,0 e 10,0 mL desta
solugdo por vaso nos tratamentos que receberam,
respectivamente, uma dose equivalente a 60 e
120 kg ha™ de N.

Para a producdo do indculo, os rizdbios
(UFRGS Vp16 e SEMIA 222) foram inoculados,
isoladamente, em meio levedura manitol liquido
(LM) (Vincent 1970), e os isolados de
Azospirillum foram inoculados em meio de
cultura Dygs (RODRIGUES NETO et al., 1986).
Os frascos foram colocados em incubador com
agitacdo orbital de 120 rpm por seis dias a 28°C.
A inoculacéo dos isolados nos vasos foi realizada
seis dias ap0s crescimento, com 5 mL de caldo de
cultura contendo cerca de 10° UFC mL™. As
plantas dos vasos que receberam os tratamentos
com Azospirillum foram inoculadas com 5 mL do
caldo de cada um dos trés isolados e o0s
tratamentos controle receberam 5 mL de meio de
cultura esterilizado em autoclave.

Apbs 60 dias da semeadura, as plantas de
milho foram cortadas, separando-se a parte da
aérea do sistema radicular. Ap6s secagem em
estufa, em temperatura de até 65°C e peso
constante, as amostras foram pesadas para
quantificacdo da massa seca da parte aérea
(MSPA) e do sistema radicular (MSSR) e
trituradas para determinacdo do teor de N na
MSPA, de acordo com Tedesco et al., (1995) e N
total na MSPA.

Os resultados foram submetidos & anélise da
variancia pelo programa estatistico ASSYSTAT
(SILVA et al.,, 2009) e as médias comparadas
pelo teste Duncan (p<0,05).

Resultados e discussao

Pelo sequenciamento genético da regido de
DNA do gene que codifica a porcdo 16S do
ribossomo dos isolados utilizados neste estudo, o
rizébio UFRGS Vpl6 foi identificado como
pertencente a Burkholderia sp., com 100% de
similaridade com o0 numero de acesso
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JN975051.1. J4 as bactérias diazotrdficas foram
identificadas como pertencentes a Azospirillum
brasilense, com 99% de similaridade do isolado
UFRGS EI-S com o0 numero de acesso
GU256438.1, 100% de similaridade do isolado
UFRGS Lgl-R com o0 nOmero de acesso
FN813475.1 e 99% de similaridade do isolado
UFRGS M-S com o0 numero de acesso
JF700491.1.

De acordo com a andlise de variancia (Tabela
1), verificou-se que as doses de nitrogénio,
hibridos (H), inoculantes (I) e a interagdo entre
estes fatores influenciaram significativamente as
variaveis MSPA, MSSR e N na MSPA, com
excecdo da varidvel N na MSPA, que ndo foi
influenciado pelo fator N, interagdo N x | e pela
interacdo tripla entre os fatores; e a MSPA que
ndo foi influenciada pela interacdo H x | e pela
interacéo tripla.

A inoculacdo das bactérias diazotréficas nas
plantas mostrou haver respostas na promogéo de
crescimento dependentes dos hibridos de milho.
A inoculacéo do rizébio UFRGS Vpl16 promoveu
0 crescimento das plantas de todos os hibridos,
exceto o hibrido de milho AS 1572. Ja a
inoculacdo combinada dos trés isolados de
Azospirillum (UFRGS EI-S, UFRGS Lgl-R e
UFRGS M-S) ndo teve efeito na promocdo de
crescimento dos hibridos 30R50 e Formula
(Tabela 2).

A inoculagdo do rizébio UFRGS Vpl6 no
hibrido de milho AS1572 ndo apresentou
aumento na MSPA, MSSR e N na MSPA. Por
outro lado, a inoculagdo dos isolados de
Azospirillum no hibrido 30R50 ndo teve nenhum
efeito na MSPA, MSSR e N na MSPA.

Apesar das diferengas de crescimento entre 0s
hibridos, foi nas plantas do hibrido 30F53 que se
obtiveram as maiores respostas a inocula¢do do
rizébio UFRGS Vpl6 e dos trés isolados de
Azospirillum, o que também pode ser visualizado
na figura 1. No entanto, ndo foram observados
estimulos em rela¢éo a producéo de MSPA com a
inoculagdo dos isolados de Azospirillum e do
rizébio UFRGS Vpl6 nas plantas deste hibrido
de milho que receberam N equivalente a 60 kg
ha®. Esse resultado, provavelmente, se deve ao
baixo fornecimento de N as plantas. Porém, em
comparagéo ao tratamento controle, a inoculagéo
dos isolados de Azospirillum produziu aumentos
de 16,2% na MSSR e de 56,7% no teor de N total
na MSPA das plantas que receberam 60 kg ha™
de N. Ja nas plantas que receberam 120 kg ha™ de
N, a inoculacdo com o rizébio UFRGS Vpl6
aumentou em 26,7% a MSSR e em 69,4% o teor
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de N total na MSPA. Esses resultados
comprovam a alta capacidade dos isolados de
Azospirillum e do rizébio UFRGS Vpl6 em
promover o crescimento de plantas de milho, a
qual é bem documentada (FALLIK e OKON,
1996; HUNGRIA et al., 2010; JOE et al., 2012).

A bactéria UFRGS Vpl6 foi isolada de
nodulos de trevo branco (Trifolium repens) e
mostrou capacidade de solubilizar fosfato
tricAlcico e fixacdo de N em trevo branco
(ALVES, 2005). Essa bactéria pertence a espécie
Burkholderia sp. pelo sequenciamento parcial do
DNAr 16S com 100% de similaridade. Espécies
de Burkholderia possuem grande capacidade de
promogdo de crescimento de plantas, como
demonstrado para arroz (CHEN et al., 2005;
GOVINDARAJAN et al, 2008), trigo
(KENNEDY e ISLAM, 2001). Para a cultura do
milho, h& poucos trabalhos com inoculacdo de
bactérias deste género (RIGGS et al., 2001;
MIYAUCHI et al., 2008), apesar de ser
frequentemente isolado da rizosfera ou de tecidos
de plantas de milho (CABALLERO-MELLADO
et al., 2004; ARRUDA et al., 2013).

Nas plantas dos hibridos 30R50 e Formula
ndo se observou promocdo de crescimento pela
inoculagdo  combinada dos isolados de
Azopirillum, assim como no hibrido AS 1572
com a inoculagdo do rizobio UFRGS Vpl6.
Observou-se ainda que a inoculacdo da estirpe
SEMIA 222, ndo promoveu o crescimento das
plantas dos hibridos de milho. Pode-se inferir que
as variagdes em tais resultados sdo devidas as
interacBes entre hibridos de milho e bactérias
promotoras de crescimento, as quais s&o
dependentes dos genétipos da planta e dos micro-
organismos envolvidos. Em estudos com espécies
de Azospirillum tém sido demonstrado o efeito do
genotipo da planta na promocao de crescimento
para trigo (Triticum aestivum L.)
(CABALLERO-MELLADO et al., 1992), assim
como milho (Zea mays L. (GARCIA de
SALAMONE et al., 1996; MONTANEZ et al.,
2009). Diferentemente dos resultados obtidos
neste estudo, Hebbar et al., (1998) e Bevivino et
al., (2000) ndo verificaram efeito de diferentes
hibridos e cultivares de milho na promogdo de
crescimento com a inoculagdo de isolados de
Burkholderia cepacia.

As respostas diferenciadas dos cinco hibridos
de milho a inoculagdo dos rizébios simbiontes de
leguminosas, SEMIA 222 e UFRGS Vpl6, e da
inoculacdo combinada de trés isolados de
Azospirillum sugere que para haver um efeito
estimulante nas plantas é necessario haver um
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reconhecimento no nivel bioquimico entre as
duas partes, e a interacao bactéria/planta deve ser
capaz de estabelecer populacBes bacterianas
significativas na superficie radicular ou
endofiticamente (ROTHBALLER et al., 2003), o
gue leva a deduzir que 0s micro-organismos
podem ter um efeito significativo sobre a
fisiologia da planta hospedeira. Sendo isso
verdadeiro, uma consequéncia € que bactérias
promotoras de crescimento podem diferir na
capacidade de colonizacdo das raizes e/ou tecidos
internos (PEDRAZA et al., 2010;
BHATTACHARIJEE et al., 2012).

Conclusoes

A inoculagdo do rizébio UFRGS Vpl6
aumentou o crescimento dos hibridos de milho
30F53, NB 7205, 30R50 e Formula, porém ndo
teve efeito de promogéo de crescimento sobre o
hibrido de milho AS 1572.

A inoculagdo combinada de trés isolados de
Azospirillum (UFRGS EL-S, UFRGS LG1-R e
UFRGS M-S) aumentou o crescimento dos
hibridos de milho 30F53, NB 7205 e AS 1572,
porém nos hibridos 30R50 e Férmula ndo teve
efeito de promocdo de crescimento pela
inoculagdo com estas bactérias.
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Figura 1 - Plantas de milho do hibrido 30F53 inoculadas com bactérias diazotroficas. (A) plantas
de milho inoculadas com isolados de Azospirillum (UFRGS EI-S, UFRGS Lgl-R e UFRGS M-S)
com doses equivalentes a 60 e 120 kg ha™ de N. (B) plantas de milho inoculadas com o rizobio
UFRGS Vp16 com doses equivalentes a 60 e 120 kg ha™ de N.

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia das varidveis Massa Seca da Parte Aérea (MSPA),
Massa Seca do Sistema Radicular (MSSR) e Nitrogénio Total na Massa Seca da Parte Aérea
(NMSPA) de hibridos de milho inoculados com bactérias diazotréficas em doses de nitrogénio.

Quadrados Médios

Fonte de variacdo GL MSPA MSSR NVISPA
Nitrogénio (N) 1 1017,6~ 8154 312,2ns.
Hibridos (H) 4 137,1 67,2 374243
Inoculantes (1) 3 16,4~ 14,37 10272,9”
NxH 3 16,5 6,9 1883,5"
N x| 3 46" 25" 275,1 ns
Hxl 12 2,2 ns 41" 2010,7”
NxHxI 12 12,6 ns 0,9” 562,0 ns
Residuo 117 0,1 404,6
CV (%) 159 10,1 38 11,9

“ - Efeito altamente significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade;” - Efeito altamente significativo

pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade; ™

Pesq. Agrop. Galcha, v. 19, ns.1/2, p. 33-40, 2013.

— ndo significativo.
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Tabela 2 - Massa seca da parte aérea, massa seca do sistema radicular e nitrogénio total na massa seca da parte aérea de hibridos de milho
inoculados com bactérias diazotréficas em doses equivalentes a 60 e 120 kg ha™ de nitrogénio.

Nitrogénio (kg.ha™) -=- 60 --- --120 ---

Hibridos 30F53 NB 7205 30R50 AS 1572 Férmula 30F53 NB 7205 30R50 AS 1572 Formula
Inoculantes --- Massa seca da parte aérea (g) ---

Controle 7,0 Ab 5,9 Ac 9,9 Aa 9,0 Aa 8,4 Aab 11,8 Ba 8,9 Ab 15,1 Ba 14,5 Aa 15,0 Aa
Azospirillum 9,0 Aa 6,0 Ab 10,3 Aa 10,3 Aa 9,2 Aa 13,2 ABab 9,0 Ac 14,9 Ba 14,4 Aa 16,1 Aa
SEMIA 222 7,8 Ab 5,8 Ac 9,5 Aa 94 Aa 8,9 Aa 11,8Bb 8,9 Ac 14,8 Ba 14,7 Aa 15,9 Aa
UFRGS Vpl6 8,7 Ab 6,6 Ac 10,4 Aa 9,6 Aa 9,1 Aa 16,2 Aa 9,8 Ac 17,2 Aa 13,0 Ab 16,6 Aa

--- Massa seca do sistema radicular (g) ---
Controle 6,0 Bb 4,9 Bc 7,2 Aa 8,0 Aa 7,0 Aab 8,7 Bb 8,7 Ab 11,7Bab 12,9 Aa 12,0 Ba
Azospirillum 7,0 Ab 6,4 Ac 7,0 Ab 9,0 Aa 7,8 Aab 10,6 Ab 9,5 Ac 11,7Bab 13,4 Aa 13,8 Ba
SEMIA 222 6,2 Bb 4,9 Bc 8,2 Aa 7,8 Aa 7,7 Aa 9,2 Bb 8,3 Ab 11,1 Ba 11,6 Aa 12,7 Ba
UFRGS Vpl6 7,6 Aab 5,6 ABb 8,4 Aa 8,1 Aa 8,0 Aa 11,1 Ab 9,9 Ac 144 Aa 12,7 Aab 15,6 Aa
--- Nitrogénio total na massa seca da parte aérea (mg) ---

Controle 70,5 Bb 736 Ab 1138 ABa 1205Ba 94,6 Aab  193,2 Chc 169,6 Bc 2989 Aa 323,0Aa 263,9Bb
Azospirillum 110,5Aab 79,7 Ab 116,2 Aa 1582 Aa 113,8Aa 259,2Bbc 1748 ABc 299,3 Aab 3376 Aa 272,6 Bb
SEMIA 222 81,9 Bb 77,2Ab  106,4Bab 1241Ba 96,0 Ab 203,0 Cc 1732Bc 2985 Aab 3234Aa 273,4Bb
UFRGS Vpl6 117,5Aab 89,9 Ab 131,6 Aa 123,0Ba 102,7 Aa 327,2 Aa 1998 Ab  338,4Aa 3264 Aa 3454 Aa
Médias de tratamentos em cada dose de nitrogénio, seguidas de letra igual mintscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si (Duncan<0,05).
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