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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivos avaliar a estabilidade de
armazenamento do inoculante Azospirilfum RAM-7 na formulacdo turfa em poé
em quatro temperaturas diferentes, e avaliar os efeitos da inoculagdo nas
culturas de trigo (7riticum eastivum), cevada (Hordeum vulgare), aveia (Avena
sativa) e mitho (Zea mays), sobre a produtividade e qualidades tecnoldgicas
dos graos. Os experimentos foram realizados em condicGes de campo
utilizando o delineamento experimental de blocos ao acaso, com 4 repetigdes.
Os tratamentos s&o oriundos da inoculagéo, associada ou ndo com diferentes
niveis de nitrogénio (N) mineral. O N foi aplicado na semeadura e em cobertura
e, a adubacéo base com fésforo e potassio foi igual em todos os tratamentos,
nas doses respectivas de cada cultura. A inoculagdo foi feita pelo método de
contaminagio das sementes na concentragdo de 10° UFC.g" de semente. A
melhor estabilidade do inoculante turfa em pé ocorreu na temperatura de 4° C,
mantendo 10® UFC.g" de suporte apés 120 dias de armazenagem. No cultivar
de trigo OR-1 a inoculagdo aumentou significativamente (p<0,05) o rendimento,
em 23,9% em relacdo a testemunha ndo inoculada. No cultivar de cevada
cervejeira BR-2, a produtividade e o teor de nitrogénio total dos gréos foram
influenciados (p<0,05) pela inoculagdo. A inoculagdo no cultivar de aveia
FAPA-1 teve influéncia significativa (p<0,05) na produtividade, quando
associada a 32 kg.ha” de N. Para o cultivar de milho hibrido Cargill 909 a
inoculacdo com Azospiriflum RAM-7,associada a 150 kg.ha aumentou o
rendimento, o teor de N total e de lipidios totais dos gréos (p<0,05). A
inoculagdo com Azospiriium RAM-5 no mesmo cultivar de milho n&o teve
influéncia significativa (p<0,05) nas varidveis avaliadas. A inoculagéo
proporcionou melhor utilizagdo do N mineral, aumentando a quantidade de
graos produzidos para cada kg de N aplicado em todas as quatro culturas.



ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate the storage stability of the
inoculant Azospirillum RAM-7 in the powder seat formulation in four different
temperatures, and to evaluate the effects of inoculation in wheat (7rticum
aestivum), barley (Hordeum vulgare), oats (Avena sativa) and corn (Zea mays)
crops concerning to yield and grain technological quality. The experiments were
carried out under field conditions, in a complete randomized block experimental
design with four replicates per treatment. The treatments were originated by the
inoculation associated or not with different levels of mineral nitrogen (N). N was
applied sowing and as cover fertilizer; the phosphorous and potassium similare
for all treatments as recommended for each crop. The inoculation was carried
out by the seed coating method at the 10° CFU.g™ concentration. The best
inoculant stability in the seat powder occurred at the temperature of 4° C,
maintaining 10® CFU.g" of seat after a 120 day storage. In the OR-1 wheat
variety the inoculation significantly (p<0,05) increased yield in 23,9%, over the
control. In the barley BR-2 variety, yield and seed total N content were affected
(p<0,05) by inoculation. The inoculation of the oats variety FAPA-1 significantly
affected (p<0,05) vield, when associated with 32 kg.ha”of nitrogen. For the
hybrid corn variety Cargill-809 the inoculation with the Azospirilum RAM-7
associated with 150 Kg N.ha™ increased yield, and total N and total lipids seed
content (p<0,05). The inoculation with Azospiriflum RAM-5 at the same comn
variety did not affect significantly any of the parameters(p<0,05). For all four
culture, inoculation provided better mineral N utilization, increasing the seed
amount produced per kg of applied N.



1. INTRODUGAO

Com o crescente interesse em se fazer uma agricultura mais econémica e
ecologica, muitos estudos utilizando a aplicagdo de técnicas biotecnolégicas
buscam novas alternativas para a producdo de alimentos. A utilizacdo de
rizobactérias que promovem o crescimento das plantas pela fixacao bioldgica
do nitrogénio atmosférico, ou devido a capacidade de produzirem substancias
promotoras de crescimento das plantas, busca substituir a fertilizacdo de

nitrogénio mineral em nao leguminosas (fabaceas).

A qualidade do solo é um dos pontos chave para o sucesso de uma
agricultura sustentavel, a qual esta relacionada com os componentes fisicos,
quimicos, biolégicos e suas interagdes (KENNEDY & SMITH, 1995). Do ponto
de vista agrondmico, solo fértil & aquele que apresenta, em formas acessiveis
para as plantas, todos os nutrientes necessarios ao seu crescimento, ou uma
populagéo de microrganismos capaz de libera-los para as plantas. Destacam-
se 0s microrganismos que atuam como reguladores da taxa de decomposicéo
da matéria organica e da ciclagem dos elementos, atuando conio fonte e dreno
dos nutrientes (HUNGRIA et a/., 1997; KENNEDY & SMITH, 1995).

A importancia dos microrganismos na disponibilidade dos nutrientes é
exemplificada pelos resultados obtidos em avaliagdo realizada num campo
nativo no Rio Grande do Sul, onde a quantidade de nutrientes imobilizados por
microrganismos foi calculada em 147 kg.ha™ de nitrogénio (N), 114 kg.ha' de
fosforo (P), 96 kg.ha™' de potassio (K) e 14 kg.ha™ de célcio (Ca), num periodo
de 12 meses (CATTELAN & VIDOR, 1990). Portanto a microbiota do solo
constitui um importante reservatério de nutrientes, os quais sdo liberados
gradualmente para as plantas, sem perdas por lixiviagdo {(HUNGRIA et al,
1997).



O conhecimento sobre a fixagdo biolégica de nitrogénio em nao
leguminosas, principaimente em gramineas (poaceas), entre elas diversos
cereais, tornou-se um dos maiores desafios, ja gue estes representam a base
alimentar mais importante da populagdo, principalmente de paises em
desenvolvimento (DOBEREINER, 1992). Atualmente, a fixacdo biolégica de
nitrogénio contribui com aproximadamente 35% da dieta humana de proteina
necessaria para todo o mundo (VANCE, 1999).

A necessidade individual de nitrogénio dos seis bilhdes de habitantes da
terra 6, em média, de 11 g.dia®, o equivalente a 70 g de proteina ou,
aproximadamente, 24 milhdes de toneladas de nitrogénio por ano (VANCE,
1999). A grande importancia do nitrogénio reside no fato de que é constituinte
essencial das proteinas, acidos nucléicos e outros compostos de bases
nitrogenadas, portanto, essencial aos processos vitais de todos os seres vivos
(GYURJAN et al., 1995; PAYNE et al., 1981).

As bactérias dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Azobacter e
Acetobacter apresentam ocorréncia generalizada em culturas economicamente
importantes como milho trigo, arroz, sorgo e cana-de-agucar, estdo sendo
empregadas, com freqiéncia, em experimentos visando a utilizagéo
agrondmica como biofertilizantes (DOBEREINER, 1997; REINHOLD & HUREK,
1988; SUNDARAM ef al., 1988).

As bactérias do género Azospirilflum apresentam potencial de aplicacdo em
sistemas agricolas. A inoculagdo de plantas com Azospirillum pode trazer
efeitos benéficos sobre a morfologia e a fisiologia do vegetal (FALLIK ef al.,
1994). Em torno de 70% dos experimentos realizados a campo mostraram
resultados de aumentos de até 30% na produtividade (BASHAN & HOLGUIN,
1997; MACHADO et al., 1998).

Pela importancia da redug@o dos custos com fertilizagdo nitrogenada
mineral para a producéo de alimentos e pelos resultados positivos encontrados
na literatura sobre a produtividade devido a inoculag@o de bactérias do género
Azospirullum, em diversos cereais e outras gramineas, foram conduzidos
experimentos a campo, com o objetivo de verificar o efeito da aplicagéo isolada
de inoculante, ou associada com varios niveis de fertilizacdo nitrogenada
mineral, sobre o rendimento e qualidades tecnolégicas de cultivares de milho,



trigo, cevada e aveia, testando a hipotese da substituicdo parcial ou total da
adubacao nitrogenada mineral, pelo uso de inoculante a base de Azospirillum.
Também foi realizado estudo da estabilidade do inoculante Azospirillum na

formulacgao turfa em p6 por 150 dias.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. NITROGENIO NA AGRICULTURA

Na agricultura atual o nitrogénio € um nutriente limitante para o crescimento
e consequente produtividade das culturas. Este elemento € encontrado na
forma gasosa (N;) constituindo, aproximadamente, 78% dos gases que formam
o ar atmosférico, mas as plantas ndo conseguem utiliza-lo nesta forma
(DOBEREINER, 1997; GYURJAN ef al., 1995; HUNGRIA et al., 1997).

As plantas obtém o nitrogénio, principalmente, pela aplicagdo de
fertilizantes nitrogenados sintetizados industrialmente a partir do dinitrogénio
(N2) atmosférico, utilizando altas pressdes e temperaturas para quebrar a tripla
ligacdo entre os dois atomos de nitrogénio, a um custo de seis barris de
petroleo para cada tonelada de amonia (NH3) produzida. O nitrogénio também
se tomma disponivel para as plantas pela fixacdo biolégica, onde algumas
bactérias chamadas diazotréficas possuem um aparato enzimatico capaz de
quebrar a tripa ligagdo entre os dois atomos de nitrogénio atmosférico,
formando a mesma amonia produzida industrialmente, mas sem o gasto de
fontes energéticas ndo renovaveis (DOBEREINER, 1997; DOBEREINER &
BALDANI, 1998; GYURJAN et al., 1995; HUNGRIA et al., 1997; OKON &
VANDERLEYDEN, 1998; VICTORIA et al., 1992).

O nitrogénio, por ser um dos elementos essenciais, € absorvido em grandes
quantidades pelas plantas, necessitando estar disponivel em alta concentracéo
no solo (POTKER, 2000). Para a cultura do milho em Entre Rios, PR, na safra
1999/2000, a média de nitrogénio utilizada foi 148 kg.ha™, alcancando elevados



indices de produtividade, tendo ultrapassado 8.400 kg.ha™, enquanto a média
nacional € em torno de 2.780 kg.ha™ (SANDINI, 2000).

As quantidades de nitrogénio utilizadas para as culturas variam de acordo
com o teor de matéria organica do solo, a cultura anterior e o cultivar utitizado.
Em média s&o recomendados 140 kg.ha™' de nitrogénio para a cultura do milho
(Recomendacdes técnicas para a cultura de milho no Estado do Rio Grande do
Sul, 1999), 50 kg.ha! de nitrogénio para a cultura do trigo (Reunido da
comissdo centro-sul brasileira de pesquisa de trigo, 1999), 60 kg.ha' de
nitrogénio para a cultura da cevada (Reunido anual de pesquisa de
cevada,1997) e 40 kg.ha™ de nitrogénio para a cultura de aveia (Comisséo sul
brasileira de pesquisa de aveia, 1995).

2.2.  FIXACAO BIOLOGIA DE NITROGENIO (FBN)

A fixacdo biolégica de nitrogénio € o processo de reducdo do
dinitrogénio (N2) atmosférico em amonia (NHs), catalizado pelo complexo
enzimético da nitrogenase, que é constituida pelas proteina-Fe e proteina-
MoFe. A estequiometria da reacdo é a seguinte (DOBEREINER & PEDROSA,
1987; HARTMANN & ZIMMER, 1994; MACHADO et al., 1998):

N; + 8¢ + 8H" + 16ATP.Mg —» 2NH; + 16ADP.Mg + 16PO4 + H;

Para que a enzima nitrogenase catalise a reagdo de redugdo do N>
atmosférico em NH3 s&0 necessarias baixas tensdes de oxigénio (O,); também
a presencga de ions de amonia, além de certo nivel, pode inibir a agdo catalitica
da nitrogenase (ARSENE et al, 1994, BASHAN & LEVANONY, 1990;
DOBEREINER, 1997; HARTMANN & ZIMMER, 1994; JOFRE ef al., 1998a;
MACHADO et al., 1998; MICHIELS et al., 1994, PEDROSA et al., 1981,
STEPHAN et al., 1981; SUMNER, 1990; TARRAND et al., 1978).



2.3. BACTERIAS DO GENERO AZOSPIRILLUM

As primeiras bactérias de vida livre fixadoras de N, foram isoladas por
Beijerinck em 1925 e denominadas de Spirilflum lipoferum originalmente. Em
1976 a equipe da pesquisadora J. Ddbereiner encontrou estas bactérias
distribuidas na rizosfera de inumeras gramineas tropicais. O género
Azospirillum foi proposto por TARRAND ef al. (1978), com a descricédo das
caracteristicas das espécies A. brasilense e A. lipoferum (BASHAN &
LEVANONY, 1990; DOBEREINER, 1995; PEDROSA et al., 1981; TARRAND et
al., 1978).

As bactérias Azospirillum pertencem a subclasse alfa das protobactérias.
Sao diazotroficas, ou seja, sfo capazes de utilizar o N, como dnica fonte de
nitrogénio para o seu crescimento, também s&o aerdbicas, quimiorganotroficas,
oxidase positivas, gram-negativas, pleomorficas e apresentam temperatura
6tima de crescimento entre 30 e 42° C (ALEXANDRE et al., 1999; BASHAN &
HOLGUIN, 1997; DOBEREINER & PEDROSA, 1987; DOBEREINER et al.,
1995; FANI ef al., 1995; GILLIS & REINHOLD-HUREK, 1994; MACHADO ef a/,,
1998; OLUBAYI et al., 1998; PEREG-GERK ef al., 1998, TARRAND ef &/,
1978; ZAMAROCZY, 1995).

Atualmente o género Azospirillum é constituido por cinco espécies: A.
brasilense, A. lipoferum, A. amazonense A. halopraeferans e A. iraquense as
quais deve ser acrescida A. congloromonas que esta sendo-proposta como
mais uma espécie (BALLY et al, 1995, BASHAN & HOLGUIN, 1997;
DOBEREINER ef al., 1995; DUNG et al., 1995; FANI ef al., 1995; GILLIS &
REINHOLD-HUREK, 1994; MACHADO et al., 1998).

As bactérias do género Azospirillum tém ocorréncia ampla, sendo
encontradas no circulo polar artico, em climas temperados e em maior nimero
em climas tropicais, formando diferentes tipos de associagbes com inumeras
espécies vegetais, incluindo culturas economicamente importantes cultivadas
extensivamente, como trigo, milho, arroz, sorgo e cana-de-agucar (BASHAN &
HOLGUIN, 1997; DOBEREINER & PEDROSA, 1987; DOBEREINER,1992;



FANI et al., 1995; JOFRE, ef al., 1998b; KATUPITIYA et al., 1995; VLASSAK &
REYNDERS, 1981).

Na associagdo planta-bactéria, quando essas plantas sdo né&o
leguminosas, n3o ocorre a formagdo de estruturas especificas, como os
nddulos da fixagcdo simbidtica comuns nas leguminosas infectadas por
bactérias do género Rhizobium que realizam o processo de fixagdo biolégica
de nitrogénio (FBN), sendo entdo denominada de fixacdo assimbidtica ou
associativa. A falta de estruturas especificas para realizar o processo da FBN
torna a fixag@o associativa de nitrogénio mais suscetivel aos fatores ambientais
(DOBEREINER 1997; HUNGRIA et al., 1997).

Inicialmente, acreditava-se que havia bactérias do género Azospirilflum
somente na rizosfera, mas posteriormente, foram isoladas do solo e, também
certas estirpes enddfitas, que sdo capazes de colonizar internamente a planta,
fornecendo assim nitrogénio com mais eficiéncia (ASSMUS, et al, 1995;
BASHAN & LEVANONY, 1990; DOBEREINER & PEDROSA, 1987;
DOBEREINER ef al., 1995; DOBEREINER, 1992; HECHT-BUCHHOLZ, 1998;
MACHADO et al, 1998; KIRCHHOF ef al 1997, PAYNE et al, 1981,
REINHOLD & HUREK, 1988).

Uma importante caracteristica das bactérias Azospirilum € a sua
versatilidade nutricional, pois sdo capazes de utilizar, como fontes nutritivas,
uma grande variedade de &cidos organicos, agucares e aminoacidos
encontrados na rizosfera de plantas e de fontes microbianas (BASHAN &
LEVANONY, 1990; HARTMANN & ZIMMER, 1994; OLUBAYI et al., 1998). Sua
atividade metabdlica varia com as mudancas na composi¢cédo nutricional do
meio e com os estagios de desenvolvimento das células (OLUBAYI et al.,
1998).



2.4. PROMOCAO DO CRESCIMENTO DAS PLANTAS POR AZOSPIRILLUM

2.4.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A fixacdo bioldégica de nitrogénio foi o primeiro mecanismo
responsabilizado por melhor crescimento e rendimento e pelo aumento na
incorporagdo de nitrogénio total em plantas inoculadas com Azospiriflum
(BASHAN & LEVANONY, 1990). Contudo, estudos mais detalhados para
quantificar o nitrogénio fixado utilizando "N ou método de diluigdo isotépica
N e balangos de nitrogénio total do sistema em plantas (BODDEY &
DOBEREINER, 1994; BODDEY, 1986; BODDEY et al., 1986; DOBEREINER &
PEDROSA, 1987; DOBEREINER, 1992; KUCEY, 1988) mostram que a
contribuicdo da FBN é minima, somente 5%, aproximadamente, do nitrogénio
fixado é incorporado pelas plantas (BODDEY ef al, 1986; OKON &
VANDERLEYDEN, 1998), sendo responsavel por 5 a 18% do aumento total do
crescimento da planta (BASHAN & HOLGUIN, 1997; CHRISTIANSEN-
WENIGER & VAN VEEN, 1991; MACHADO et al., 1998).

A atividade da nitrogenase na rizosfera de varias gramineas associadas
com Azospirilum spp., muitas vezes, sugere consideravel potencial para a
fixacdo de N, mas a atividade da nitrogenase € muito variavel em razdo da
falta de mecanismos de protecao contra o oxigénio (VOLPON ef a/., 1981).

A habilidade em relacdo a atividade de reducao de acetileno (ARA), em
estirpes de Azospirillum isoladas, em climas temperado e tropical foram
comparadas em temperaturas variando entre 5 e 40° C. As bactérias fixadoras
de nitrogénio isoladas em solo de clima temperado tiveram melhor atividade de
reducdo de acetileno em baixas temperaturas que as estirpes de regides
fropicais, portanto, as bactérias que estdo adaptadas as suas condigcdes de
desenvolvimento fixam maiores quantidades de nitrogénio (JAIN ef al., 1987).



2.4.2 PRODUCAO DE FITORMONIOS

A presenca do Azospirillum na rizosfera das plantas pode causar
modificacdes fisioldgicas, como alteracdes da permeabilidade para certos ions
(KUCEY, 1998) e morfolagicas nas raizes, como o aumento da densidade e
comprimenta dos pélos absorventes, rapidez no aparecimento das raizes
laterais e aumento do volume e da superficie radicular (ARSENE et al., 1994;
BARBIERI ef al., 1995; BASHAN & LEVANONY, 1990; DOBEREINER &
PEDROSA, 1987; FALLIK et al., 1994; LIN et a/., 1983; MACHADO et al., 1998;
OKON & KAPULNIK, 1986; OKON & VANDELEYDEN, 1998).

Estas modificacdes tém sido atribuidas a capacidade que estas
bactérias tém para produzir substancias promotoras do crescimento das
plantas. Sdo produzidos fitormodnios como giberelinas, auxinas, citocininas e
etileno (BAR & OKON, 1995; BASHAN & HOLGUIN, 1997; BODDEY et al,,
1986; BODDEY & DOBEREINER, 1998; BROEK et al., 1993; DEL GALLO &
FRENDRIK, 1994; FAGES, 1994; HARTMANN & ZIMMER, 1994; HUBBELL ef
al., 1981; IOSIPENKO & IGNATOV, 1995; KATZI ef al., 1995, KUCEY, 1988,;
LIN et al., 1983; MACHADO et al., 1998; PANDEY et al, 1998; SUMNER,
1990; VANDERLEYDEN et al., 1995; ZIMMER et ai., 1995).

Os efeitos benéficos, nas plantas, pela inoculagdo com Azospirillum nao
sdo somente devido a FBN na rizosfera mas, principalmente, pela melhor
eficiéncia na absorcéo de agua e nutrientes, que ocorre devide a um sistema
radicular mais desenvolvido, aumentando a area de solo explorada pelas raizes
(BAR & OKON, 1995; BASHAN & LEVANONY, 1990; FALLIK & OKON, 1996;
HUBBELL et al., 1981; IGNATOV et al., 1995; IOSIPENKO & IGNATOV, 1995;
JOFRE et al., 1998b; KUCEY, 1988; LIN ef al., 1983; OKON & KAPULNIK,
1986; SUNDARAM et al., 1988; VANDERLEYDEN et al., 1995).
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2.4.3 CAPACIDADE DE REDUGAO DO NITRATO E EXCRECAO DE NH,'

A maior parte das bactérias Azospirillum encontradas em associagdo
com as raizes de gramineas e cereais sd0 predominantemente nitrato redutase
negativas (NR) (BODDEY & DOBEREINER,1988). As respostas no
crescimento de plantas inoculadas s@o superiores quando se utiliza estirpes
nitrato redutase positivas (NR*) em relagdo as nitrato redutase negativas (NR"),
devido a melhor assimilagéo de nitrato (NO3), pelas raizes, aumentando o teor
de nitrogénio total das plantas e o rendimento de grdos (FERREIRA ef al.,
1987; FREITAS et al., 1981; SUMNER, 1990; VOLPIN & KAPULNIK, 1994). A
utilizacio de cepas mutantes excretoras de NH4" traz influéncias positivas no
crescimento das plantas, quando comparadas as inoculadas com cepas sem
esta caracteristica (CHRISTIANSEN-WENIGER & VAN VEEN, 1991).

2.5. EFEITOS DA INOCULACAO

A promocao do crescimento das plantas inoculadas com Azaspirillum
tem sido obtida em condi¢des de campo e casa de vegetagdo, resultando em
mudancas significativas em varias caracteristicas das plantas. A inoculagéo
pode causar aumento no peso seco e no acumulo de nitragénia total da planta,
na produtividade e no peso dos graos, na taxa de germinagao das sementes e
em mudancas na duragdo dos estadios de crescimento das plantas (BODDEY
& DOBEREINER, 1988; BODDEY et al., 1986; DIDONET et a/., 1996; FAGES,
1994; FALLIK & OKON, 1996; FERREIRA et al., 1987; KAPULNIK ef al., 1981,
LIN et al., 1983; MILLET et al.,, 1984; NUR et al, 1980; PANDEY ef al 1998;
SILVA et al., 1981; SUMNER, 1990; VLASSAK & REYNDERS, 1981).

A producao de fitormonios pelas bactérias Azospirilfum é considerada o
principal fator de promoc&o do crescimento das plantas (BASHAN & HOLGUIN,
1997; BODDEY et al., 1986;). Nesses casos, 0 aumento no teor de nitrogénio
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total da planta € devido a uma melhor absor¢3o de nitrogénio do solo, por um
sistema radicular mais desenvolvido (DIDONET ef al., 1996; LIN et al., 1983).

2.6. COLONIZACAO DAS RAIZES

O sucesso no rendimento das culturas inoculadas depende, inicialmente,
de uma eficiente colonizagdo das raizes das plantas pelas bactérias (JOFRE et
al,, 1998a; OKON & VANDERLEYDEN, 1998). A boa mobilidade, a grande
atragdo quemotatica (DEL GALLO & FRENDRIK, 1994; HARTMANN &
ZIMMER, 1994) pelas substancias exsudadas das raizes, a capacidade de
mudar a exsudacdo das raizes e a metabolizacdo dos componentes exsudados
e a capacidade de aderéncia e de supressdo dos microrganismos
competidores s&o caracteristicas importantes dos Azospirilum que contribuem
para a colonizacédo das raizes (ALEXANDRE et al., 1999; CREUS et al., 1996;
DOBEREINER & PEDROSA, 1987; IGNATOV et al., 1995; JOFRE et al,
1998a; PASTORELLI et af 1995; ZHULIN & TAYLOR, 1995).

Para uma mesma substancia as respostas quemotaticas s&o diferentes
entre as estirpes de Azospiriffum. Portanto, a natureza das substancias
exsudadas pelas raizes das culturas traz determinada afinidade entre planta e
hospedeiro. A presenca de Azospirilum produz mudangas na exsudacdo das
raizes e vice-versa, caracterizando, assim, uma interagdo planta-bactéria, mas
0 mecanismo desta interagdo é ainda pouco conhecido (BROEK et al., 1993;
DEL GALLO & FRENDRIK, 1994; DOBEREINER & PEDROSA, 1987; JOFRE
et al., 1998b; OKON & VANDERLEYDEN, 1998; ZHULIN & TAYLOR, 1995).

Certas estirpes de Azospirilflum produzem substancias bactericinas e
sideroforas, que inibem grande quantidade de microrganismos competidores,
podendo inibir até outras estirpes deste mesmo género, além disso, muitas
espécies sao resistentes a larga faixa de antibioticos, estas caracteristicas
contribuem para melhor colonizagdo das raizes, pela redugdo na competi¢cdo
pelos nutrientes (BASHAN & LEVANONY, 1990; BASHAN, 1998; DEL GALLO
& FRENDRIK, 1994; DOBEREINER & PEDROSA, 1987; PANDEY et al., 1998).
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Estirpes que conseguem colonizar o interior dos vegetais ocupam nichos
ecolégicos especificos, obtendo uma menor competicéo pelas fontes nutritivas
e mais protecdo dos fatores ambientais, de modo que podem suprir melhor a
planta com nitrogénio (DOBEREINER, 1997; KIRCHHOF et al., 1997; SPRENT
& JAMES, 1995). A capacidade de colonizar o interior das raizes resulta em
estreita relagdo entre os participantes da associagédo (REINHOLD & HUREK,
1988).

A colonizagdo das raizes é pré-requisito para que qualquer bactéria
altere o desenvolvimento das plantas. A interagdo entre as raizes das plantas e
a atividade das bactérias, a qualidade e a quantidade de substancias
exsudadas pelas raizes e as caracteristicas genéticas das plantas séo fatores
que podem auxiliar na colonizacdo das raizes (BROEK ef al, 1993; DEL
GALLO & FRENDRIK, 1994; KATUPITIYA ef al., 1995; KENNEDY et al., 1997,
MILLET et a/., 1984; PEREG-GERK ef al., 1998).

Pouco se conhece das caracteristicas genéticas dos Azospirillum na
associacdo com as plantas. Estirpes com diferentes caracteristicas em relagao
a atividade da nitrogenase, produgéo de fitormdnios e nitrato redutase foram
estudadas, mas a influéncia destas caracteristicas na associagdo planta-
bactéria ainda ndo foi determinada (BALDANI & DOBEREINER, 1981;
BASHAN & LEVANONY, 1990).

2.7. EXPERIMENTOS DE INOCULAGCAO

2.7.1. INOCULACAO EM TRIGO

A especificidade na associacdo planta e estirpe foi observada em
experimento realizado com vinte cultivares diferentes de trigo inoculados com a
mesma cepa de A. brasilense. Dois cultivares destacaram-se no aumento de
componentes do rendimento, como o numero de gréos por espiga € o de
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espigas por planta, com conseqlente aumento da produtividade. Estes
resultados indicam que gendtipos diferentes produzem interagbes com maior
ou menor especificidade com o hospedeiro (MILLET ef a/., 1984).

As cepas de A. brasilense (Sp 107 st), isolada de raizes de ftrigo, e
Azospirillum sp. (Sp 108 st ), obtida de raizes de milho, foram comparadas em
experimento com trigo realizado a campo. O isolado de trigo foi superior no
estabelecimento e infecdo das raizes, proporcionando melhor crescimento e
incorporagao de nitrogénio na planta. As diferengcas entre estirpes de
Azospirillum enfatizam a importancia de realizar selegédo de estirpes como pré-
requisito para o sucesso da inoculagdo. O aumento na producdo de graos com
a cepa Sp 107 st foi 36% superior ao controle sem inoculagdo, mas esta
diferenca ndo foi estatisticamente significativa (BALDANI ef a/., 1983).

A afinidade entre planta e hospedeiro foi observada na inoculacdo de
varias estirpes de Azospirillum sp. em experimento realizado com trigo no Sul
do Brasil, cujos resultados mostraram aumentos na produtividade de 10 a 78%,
em relacdo a testemunha, sendo que o melhor desempenho ocorreu com a
cepa de Azospirillum brasilense Sp245, isolada de raizes de trigo com a
superficie esterilizada. O desenvolvimento de novos métodos de isolamento e
selecao de estirpes pode contribuir para encontrar a melhor combinagéo entre
os gendtipos (BODDEY et al., 1986, citado por DOBEREINER & PEDROSA,
1887).

A cepa de Azospiriflum lipoferum, isolada de raizes de trigo, foi utilizada
na inoculagdo em experimento com trigo. O efeito da inoculagdo sobre a
produtividade foi significativamente superior quando comparado ao controle.
Nos tratamentos onde a inoculagdo foi associada a doses intermediarias de
nitrogénio (40 e 80 kg.ha”) também houve aumento na produtividade, mas
estes efeitos ndo foram observados quando a inoculagéo foi associada com a
aplicagdo de 120 kg.ha™ de nitrogénio (RAI & GUAR, 1998).

Resultados obtidos em experimentos com trigo, realizados a campo na
india, mostram que os tratamentos inoculados associados a baixas doses de
nitrogénio mineral (O a 40 kg.ha™) obtiveram aumento no rendimento de gréos
de até 33,9% quando relacionados aos seus controles, em trés regibes
diferentes; na gquarta localidade os maiores aumentos na produtividade foram



14

observados quando a inoculagdo foj associada a doses altas de nitrogénio
(80 e 120 kg.ha), obtendo rendimentos de até 27,1% acima dos respectivos
controles. Foram utilizadas variedades diferentes nas quatro regides (RAO,
1981).

Ensaio a campo com o objetivo de verificar o efeito da inoculacdo das
estirpes de Azospirillum brasilense 245 e JA 04, no cultivar de trigo BR-23, foi
implantado no campo experimental da EMBRAPA — CNPT, Passo Fundo, no
Rio Grande do Sul. A produgdo de gréos dos tratamentos que receberam
somente a inoculagdo foi de 14,4 a 29,1% superior a testemunha. O tratamento
que recebeu o inoculante turfa em p6é com a cepa JA 04, acrescido de 15 kg.ha
! de nifrogénio, teve o teor de nitrogénio total dos grdos e a produtividade
estatisticamente iguais ao tratamento sem inoculaggo acrescido de 60 kg.ha™
de nitrogénio (DIDONET et al., 1996).

A aplicacdo de diferentes formulacbes do inoculante, em experimento de
trigo, proporcionou variagdes no rendimento de graos, os tratamentos que
receberam o inoculante turfa em pé tiveram melhor rendimento que os
tratamentos que receberam o inoculante turfa granulada (DIDONET et al.,
1996).

O rendimento de gréos do cultivar de trigo EMBRAPA 16 foi avaliado,
em experimento a campo, realizado na EMBRAPA-CNPT de Passo Fundo, RS,
variando as doses de nitrogénio aplicado e o emprego de inoculante turfa em
pb das estirpes Azospirillum brasilense 245 e Azospirillum lipoferum 25. A cepa
de A. brasilense teve melhor desempenho no rendimento, produzindo 21,5%
acima da testemunha, enquanto que a inoculagdo com A. /ipoferum, produziu
14,9% acima do controle, quando os tratamentos foram acrescidos com 15 kg
de N.ha'. A porcentagem no aumento da produtividade foi inferior nos
tratamentos que utilizaram inoculante associado a 60 kg de N.ha™, 10,6 € 6,3%
respectivamente (DIDONET, 1998).
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2.7.2. INOCULACAO EM CEVADA

A simples inoculacdo de cevada com Azospirillum brasilense, em
experimento realizado na india, proporcionou aumento no rendimento de gréos
de 26,6% em relagéo ao controle. Nos tratamentos que receberam inoculagdo
associada a 40 kg de N.ha' também houve aumento na produtividade pela
methor eficiéncia na utilizagc&o da fertilizagdo nitrogenada mineral (RAO, 1981).

Com o objetivo de verificar a influéncia da inoculagéo das estirpes de A.
brasilense 245 e A. lipoferum 25 sobre a produtividade do cultivar de cevada
cervejeira BR 2, foi conduzido um experimento a campo na EMBRAPA -
CNPT, em Passo Fundo, RS. O tratamento que recebeu o inoculante turfa em
pbd de A brasilense 245 e auséncia de nitrogénio teve um aumento na
produtividade de 14,7% acima do controle, enquanto que o inoculado com a
estirpe A. lipoferum 25 ndo teve efeito. Na utilizacdo de 45 kg de N.ha™
associada com a inoculacéo, a estirpe de A. brasilense 245 teve efeito negativo
na produtividade de -9,8%, a segunda estirpe teve um acréscimo na
produtividade de 4,2% (DIDONET et al., 1998).

2.7.3. INOCULAGCAO EM AVEIA

Em geral a simples inoculagdo com Azospiriflum aumenta o rendimento
das culturas. Em experimento a campo com aveia, em duas regides na india,
os dados sdo contraditérios. A inoculacdo com A. brasilense e auséncia de
fertilizagdo nitrogenada mineral, na regido de Karnal, proporcionou aumento de
54,6% na produtividade quando comparado ao seu controle, em lhansi a
inoculacdo teve melhor influéncia sobre a produtividade com a utilizagdo de
120 kg de N.ha™ aumentando em 43,8% o rendimento de gréos (RAQ, 1981).
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2.7.4. INOCULACAO EM MILHO

A influéncia das condigSes climaticas sobre a inoculagdo foi observada
em experimento a campo com milho, realizado na india, em clima subtropical
(1.200 m de altitude) e temperado (1.900 m de altitude). O rendimento da
producdo de graos, em clima subtropical, no tratamento inoculado teve
aumento estatisticamente significativo quando comparado com o controle, no
clima temperado nao foram observadas diferencas entre os tratamentos. Estes
resultados sdo provavelmente causados pelo efeito da baixa temperatura no
estabelecimento, na sobrevivéncia e no crescimento das bactérias no clima
temperado, isso indica a necessidade de isolar bactérias nativas capazes de se
desenvolverem em altitudes elevadas (PANDEY ef al., 1998).

Melhor eficiéncia na utilizagdo da fertilizacdo nitrogenada mineral
ocorreu em plantas de milho inoculadas com A. lipoferum CTR1, convertendo
em maior conteido de nitrogénio e rendimento de grdos nos tratamentos
associados com doses intermediarias de fertilizacdo mineral (80 e 160 kg de
N.ha"). O rendimento do tratamento inoculado acrescido de 160 kg de N.ha™
foi equivalente ao obtido com o tratamento que recebeu 240 kg de N.ha™. N&o
houve resposta significativa da inoculagdo nos tratamentos com 0 e 240 kg de
N.ha™ em relacgo aos seus controles. Maior taxa de germinagéo e resisténcia a
seca também foram observadas nos tratamentos inoculados (FAGES, 1994).

A inoculacdo associada a doses subétimas de fertilizaggo nitrogenada
mineral proporcionou maior valorizagdo da fertilizago, pela melhor absorgéo
de um sistema radicular mais desenvolvido das plantas inoculadas em relagéo
aos controles, isto reduz consequentemente, a polui¢do por nitratos das aguas
subterraneas (FAGES, 1994; KALOIANOVA & KOSTOV, 1995).

Para a utilizagdo de inoculante a base de Azospirillum em sistemas
agricolas, as bactérias devem ser capazes de promover o crescimento das
plantas e serem eficientes em varios climas e tipos de solos. Em experimento
de milho inoculado com Azospirillum, em varios paises, 0s incrementos na
produtividade, em relagdo ao controle, foram maiores em solos com baixo teor
de matéria organica. Em solos com alto teor de matéria organica o efeito da
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inoculag&o sobre a produtividade nao foi significativo. Os melhores rendimentos
da inoculagao, em relagio a testemunha, também ocorreram em solos onde os
nutrientes sdo mais limitados. As maiores percentagens no aumento da
produtividade foram obtidos nos tratamentos com doses intermediarias de
fertilizac&o nitrogenada mineral. A utilizacdo de variedades diferentes de milho,
entre os experimentos, traz dificuldades na conclusdo dos resultados, pois as
diferengas poderiam ser pela variagdo dos gendtipos das plantas ou pelas
condigbes de desenvolvimento. Baseado nos efeitos positivos da inoculagéo a
campo, obtido em solos deficientes em nutrientes, e utilizando doses baixas de
fertilizacdo com nitrogénio, o uso de inoculante a base de Azospinilfum pode ser
recomendado nestas condi¢cdes particulares de crescimento (FALLIK & OKON,
1996).

A utilizagdo de diferentes tipos de formulagdes do inoculante e varios
métodos de aplicagdo foi testada em experimento realizado com milho
utiizando 175 kg de Nha' e, os tratamentos causaram variagdes na
produtividade de —2 a 17% em relagio ao controle (FALLIK & OKON, 1996).

A utilizacdo de irrigagdo, em experimento com mitho inoculado com
Azospirillum, proporcionou aumento na produtividade. Os tratamentos irrigados
e inoculados, associados a doses mais baixas de fertilizagcdo nitrogenada,
tiveram maiores aumentos na produtividade nas duas variedades e densidades
de plantas utilizadas, em relagcdo aos tratamentos com doses mais altas de
nitrogénio quando comparados aos seus controles. A inoculagdo com irrigagdo
proporcionou maior percentagem no rendimento em relacdo aos tratamentos
inoculados e ndo irigados (FALLIK & OKON, 1996).

Em ensaio conduzido, em sistema de plantio convencional, em area
cultivada com ervilhaca no inverno, na EMBRAPA — CNPT em Passo Fundo
RS, a inoculagdo com turfa em pb de A. brasilense 245 e A. lipoferum 25 em
um cultivar de milho hibrido super precoce proporcionou aumentos na
produtividade de grdos acima dos da testemunha de 20,6 e 159%,
respectivamente. (DIDONET et al., 1998).
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2.7.5. COINOCULACAO

Experimentos utilizando a inoculagéo de Azospirillum associada a outros
microrganismos que produzem substancias promotoras de crescimento das
plantas, como Azobacter, Rhizobium e fungos tém sido realizados. A
coinoculacdo aumentou o efeito benéfico sobre as plantas quando comparado
com a testemunha ou aos tratamentos que receberam somente um
microrganismo (BASHAN & LEVANONY, 1990; OKON & VANDERLEYDEN,
1998).

A coinoculacdo de Azospiriffum. lipoferum e Azobacter chroococum em
experimento realizado com trigo, na india, teve efeito benéfico, aumentando
significativamente a produtividade e a assimilagdo de nitrogénio, quando
comparado com o controle ou com os tratamentos que receberam somente um
microrganismo. A interagdo da coinoculagcdo com doses de nitrogénio foi
significativa. (RAlI & GUAR, 1981).

2.8. FATORES QUE CAUSAM A INCONSISTENCIA DOS RESULTADOS

A inconsisténcia dos resultados em experimentos de inoculagéo a
campo esta relacionada com as condi¢des de campo ndo controladas, técnicas
de inoculagéo, taxa de inoculagio, baixa sobrevivéncia das estirpes inoculadas,
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, estado fisioldgico da bactéria, estirpe
impropria, genétipo da planta, presenca de alto nimero de microrganismos
nativos e influéncia de pesticidas (BASHAN ef al, 1995, DOBEREINER &
PEDROSA, 1987; FAGES,1994; ITZIGSOHN, 1995).

Para a utilizagdo intensiva de inoculante de bactérias associativas
necessita-se de um amplo isolamento para selecionar a melhor combinagéo
entre genotipo da planta e estirpe da bactéria, assim como a selegdo de
bactérias eficientes na colonizacdo das raizes, produtoras de fitormonios,
capazes de fixar quantidades significativas de nitrogénio e nitrato redutase.
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Também é necessario melhor conhecimento biolégico da interagdo com a
rizosfera (BASHAN & LEVANONY, 1990; BODDEY & DOBEREINER, 1998;
DOBEREINER & PEDROSA, 1987; FREITAS et al., 1981; MILLET et a/., 1984).



20

3. MATERIAL E METODOS

3.1 PRODUCAO DE INOCULANTE

Foram utilizadas as estirpes de Azospirillum spp RAM-7 e RAM-5,
isoladas da rizosfera de cana-de-aguicar, provenientes do Instituto Cubano de
Investigaciones de los Derivados de la Cand de Azucar (ICIDCA - CUBA). A
producdo de biomassa para utilizagdo como inoculante foi realizada no
Laboratério de Processos Biotecnolégicos (LPB) da Universidade Federal do
Parana (UFPR), em fermentador MDL Marubishi com 8 L de capacidade total
(Figura 1).

FIGURA 1 — Fermentador MDL Marubishi utilizado na producéo de biomassa,

Laboratério de Processos Biotecnolégicos, UFPR.
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A fermentacéo foi realizada em biorreator com 5 L de volume do meio
6timo de crescimento com a seguinte composicio em g.L™: frutose = 12,000;
extrato de levedura = 1,000; Na,POs = 4,200; (NH4)2HPO, = 3,500;
MgS0.4.7H.0 = 0,200; KCI = 0,020; Ca Cl, = 0.010; NaMoO,4 2H,0 = 0,010 e
FeCls = 0,015. O pH inicial do meio foi ajustado a 7,3. A relagdo de inéculo
utilizada foi de 10% com concentragdo de 10" UFC.mL'. As fermentagbes
foram realizadas com temperatura de 37° C, agitag3o de 250 rpm e a aeragdo
de 0,9 v/v, estas condicoes foram mantidas durante 18 a 20 h, periodo de
duracdo da fermentacdo (MICHELENA, et alf, 1999), a concentragédo final
obtida foi de 10" UFC. mL".

O meio fermentado foi mantido em geladeira (4° C) e injetado em
pacotes de 200 gramas de turfa em po6 esterilizada por radiacdo gama
(provenientes da Empresa NITRAL / URBANA), na concentracdo de 10° UFC.
g' de turfa. Os pacotes foram armazenados & temperatura de 4° C,
temperatura ambiente (22° C), 28 e 32° C, para verificar a estabilidade das
células, por 150 dias. Para o estudo de viabilidade das células, o contetdo de
cada pacote foi colocado em erlenmeyer com 2 L de agua estéril com gotas de
tween—-80 e homogeneizado. Realizaram-se as diluicbes necessarias e,
utiizando o meio de crescimento e diferenciagdo vermelho congo
(MICHELENA, et al,, 1999) determinou-se o numero de células viaveis por
grama do suporte.

3.2 ENSAIOS AGRONOMICOS

3.2.1 LOCALIZACAO DO EXPERIMENTO

O trabalho experimental foi realizado em condi¢ées de campo, no ano
agricola de 1998/99, na Estacdo Experimental do Canguiri do Setor de
Ciéncias Agrarias da UFPR, em Pinhais, PR, com as culturas de trigo, cevada
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e aveia (Figura 2). O experimento com milho foi conduzido no campo
experimental da Fundagcdo Agraria de Pesquisa Agropecuaria (FAPA), em
Guarapuava, PR.

FIGURA 2 — Area utilizada para a implantacdo dos experimentos de trigo,
cevada e aveia, Estacdo Experimental do Canguiri, UFPR,
Pinhais, PR, 1998/99.

3.2.280LO

O solo da Estacdo Experimental do Canguiri € um Latossolo Vermelho-
Amarelo Alico, a proeminente, textura argilosa, fase campo subtropical e relevo
suave ondulado (OLMOS et al., 1994 citado por VIEIRA, 1995). Esse solo
apresentou as seguintes caracteristicas quimicas, segundo andlise realizada
pela LABORSOLO de Londrina, PR: pH(CaCl,) = 5,40; Ca* = 6,04meq.100 g";
Mg*? = 3,30 meq.100 g*; K* = 0,23 meq.100 g e P = 8,93 ppm.
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O campo experimental da FAPA tem o solo classificado como Latossolo
Bruno Alico associado com Cambissolo Alico (JASTER ef al., 1998). Esse solo
apresentou as seguintes caracteristicas quimicas, segundo analise realizada
pela COODETEC, de Cascavel, PR: pH(CaCl,) = 5,20 meq.100 g*; Ca'? = 9,02
meq.100 g™'; Mg*? = 2,35 meq.100 g™; K = 0.35 meq.100 g; P = 9,40 ppm.

3.2.3 ADUBAGCAO RECOMENDADA PARA CADA CULTURA

A fertilizagdo nitrogenada foi feita, no experimento com aveia, cevada e
trigo, parceladamente na semeadura e em cobertura no inicio do perfilhamento,
nas doses respectivas de cada tratamento e a fonte utilizada foi a uréia. No
experimento com milho, todos os tratamentos receberam doses iguais de
adubacdo nitrogenada no plantio e, em cobertura, a adubagdo com uréia foi
feita em duas etapas nas doses respectivas de cada tratamento. Além da
adubacido com nitrogénio foi feita adubag&o basica de plantio para ambos os
experimentos, uniforme para todos os tratamentos, com fosforo e potassio
conforme a espécie, utilizando como fontes o super fosfato simples e o cloreto
de potassio, (Tabela 1).

TABELA 1 — Adubacéo utilizada nos experimentos com trigo, cevada, aveia e

milho.
N  P0s Kz0
CULTURA Semeadura Cobertura Semeadura
Kg.ha™
TRIGO 20 40 70 40
CEVADA 20 20 70 40
AVEIA 10 30 70 40

MILHO 28 75+75 105 70
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3.2.4 TRATAMENTOS

Diferentes niveis de nitrogénio mineral associados a inoculagdo de
bactérias do género Azospirillum deram origem aos tratamentos apresentados
na Tabela 2, esses tratamentos foram utilizados nos experimentos de trigo,

cevada, aveia e milho.

TABELA 2 — Tratamentos utilizados nos experimentos de trigo, cevada, aveia e

milho.
TRATAMENTOS NITROGENIO (%) INOCULANTE

1 0 NI
2 0 IN
3 20 IN
4 40 IN
5 60 IN
6 80 IN
7 100 IN
8 100 NI

% - Da quantidade de adubacgio nitrogenada recomendada para cada cultura.
NI - Nao inoculado.
IN — Inoculado.

3.2.5.INOCULACAO

A inoculagio foi realizada pelo método de contaminacio das sementes.
Para as culturas de trigo, cevada e aveia, nos tratamentos inoculados, as
sementes receberam a aplicagdo da formulacgéo liquida Azospirillum RAM-7 e
para os experimentos com milho utilizaram-se para a inoculagio as estirpes
RAM-7 e RAM-5, na formulacdo turfa em p6. O potencial de inéculo das
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sementes realizado em laboratério indicaram a quantidade de 10° UFC.g" de
semente, para todas as culturas.

3.2.6 AREA EXPERIMENTAL

As unidades experimentais dos ensaios de trigo, cevada e aveia foram
parcelas com 6 fileiras de plantas com 1,0 m de largura por 5,0 m de
comprimento, perfazendo 50 m? de &rea total. Na colheita as duas fileiras
laterais e 0,5 m de cada extremidade das parcelas foram consideradas
bordaduras resultando numa &rea (til, para fins de avaliacdo de 1,33 m?
(Figura 3).

FIGURA 3 - Detalhe da unidade experimental para as culturas de trigo, cevada

e aveia, Estacdo experimental do Canguiri, UFPR, Pinhais, PR,
1998/99
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No experimento com milho as parcelas foram compostas por 4 fileiras de
8,0 m de comprimento com espacamento de 0,8 m entre elas perfazendo uma
drea total de 256 m? por unidade experimental. Para fins de avaliagdo as
fileiras laterais e 1,5 m nas extremidades das parcelas foram consideradas

bordaduras resultando em 8 m? de area util.

3.2.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado nos ensaios foi 0 de blocos ao
acaso com quatro repeticées para cada tratamento.

3.2.8 PREPARO DO SOLO

Para a instalacdo dos ensaios de trigo, cevada e aveia a area foi
capinada e limpa, em seguida as unidades experimentais foram sulcadas,
manualmente, e a adubacgao correspondente de cada tratamento foi distribuida
e misturada ao solo para evitar o contato direto com as sementes.

Os experimentos com milho foram realizados em sistema de plantio
direto em area cultivada com aveia branca para a colheita de graos. Os sulcos
e a distribuigdo da adubagio basica do plantio foi realizada por implementos
agricolas utilizando 350 kg.ha™ da formulagdo 8 — 30 - 20.

3.2.9 SEMEADURA E CONDUCAO

Para as culturas de inverno a semeadura foi realizada na segunda
quinzena de julho de 1998. Para o trigo utilizou-se o cultivar OR-1 e foram
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distribuidas 60 sementes por metro, visando uma populacao final entre 350 e
400 plantas por m? (Reunido da comiss&o centro-sul brasileira de pesquisa de
trigo, 1999).

Para a cevada seguiram-se as Recomendacbes da Comissdo de
Pesquisa de Cevada para o Cultivo de Cevada Cervejeira em 1997 e 1998
(Reuniao anual de pesquisa de cevada, 1997). Foram distribuidas 50 sementes
por metro do cultivar de cevada cervejeira BR-2, visando obter uma populagéo
aproximada de 300 plantas por m%.

O cultivar de aveia FAPA-1 foi semeado com 45 sementes por metro
linear perfazendo uma populacdo aproximada de 270 plantas por m?
(Comisséo sul-brasileira de pesquisa de aveia, 1995).

O experimento com milho, utilizando o cultivar hibrido Cargill 909 foi
semeado na primeira quinzena de novembro. Foram distribuidas
aproximadamente nove sementes por metro e, 15 dias apds a emergéncia, foi
feito desbaste deixando aproximadamente 4,4 plantas por metro, visando uma
densidade de 55.000 plantas.ha™.

Foram feitos todos os ftratos culturais necessarios para o
desenvolvimento adequado das culturas, tais como capinas manuais e
quimicas e aplicagdes de inseticidas e fungicidas.

3.2.10. VARIAVEIS AVALIADAS

As variaveis avaliadas estdo relacionadas somente com os graos das

culturas.

No trigo, na cevada e na aveia foram avaliadas a produtividade , o peso
hectolitrico (Grain Analysis computer GAC-2000) e o conteido de nitrogénio
total (método de Kjeldahl). Para a cevada, também foi avaliada a classificagéo
comercial. O contelddo de nitrogénio total somente foi avaliado nos tratamentos
testemunha, inoculado, inoculado e 100% de N recomendado e o que recebeu
somente 100% de N recomendado para os respectivos experimentos.
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No miltho foram avaliadas a produtividade, peso de mil sementes, % de
graos ardidos, % de nitrogénio total e contetido de lipidios (método de Bligh
Dyer).

Para fins de andlise, os dados da produtividade por unidade
experimental, de todas as culturas, foram extrapoladas para kg.ha™.

Para a avaliacdo da quantidade de gréos produzidos por kg de
nitrogénio aplicado, foi subtraido da produtividade dos tratamentos que
receberam a aplicagdo de nitrogénio quimico a produtividade da testemunha e
este resultado relacionado com a quantidade de nitrogénio aplicado.

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o programa
MSTAT. As variancias foram avaliadas quanto a homogeneidade pelo teste de
Bartlet e, para a comparagdo das médias, foi utilizado o teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTABILIDADE DO INOCULANTE TURFA EM PO

Os resultados da estabilidade do inoculante turfa em p6 com a estirpe
Azospirillum RAM-7 em quatro temperaturas diferentes, sdo apresentados na
Figura 4. Para que a bactéria Azospirillum promova o aumento do crescimento
das plantas é necesséario um alto nimero de células por planta. A utilizacdo
comercial de inoculante em larga escala depende do desenvolvimento de
formulagcbes que mantenham a viabilidade das células e de técnicas de

aplicagao nas culturas.
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FIGURA 4 — Estabilidade do inoculante Azospirillum RAM-7 na formulacdo turfa
em p6 armazenado em temperaturas diferentes, Laboratério de

Processos Biotecnologicos, UFPR.
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Na literatura sdo encontrados varios estudos (BASHAN & HOLGUIN,
1997; FAGES,1994; RAO, 1981) buscando desenvolver suportes para as
células que atendam a esses objetivos. Neste trabalho, a sobrevivéncia das
células na turfa em pé (Figura 4) ocorreu em maior nimero quando a
formulagdo foi mantida em geladeira (4° C). Apés 120 dias de armazenagem
em temperatura ambiente (~22° C) e a 28° C, a concentragdo foi de 10° UFC.g"
' de suporte, estes valores foram semelhantes aos encontrados por RAO
(1981) e seriam compativeis com a producdo comercial.

4.2 INOCULACAO EM TRIGO

Os tratamentos testados proporcionaram diferencas visuais no
desenvolvimento das plantas, conforme mostra a Figura 5. Da esquerda para a
direita: IN e 24 kg N.ha™; IN e 12 kg N.ha™; IN sem N; 60 kg N.ha™; IN e 60 kg
N.ha™; Testemunha; IN e 36 kg N.ha™; IN e 48 kg N.ha™,

FIGURA 5 — Detalhes das diferencas visuais entre os tratamentos testados no

ensaio com trigo, cultivar OR-1 inoculado com Azospiriflum RAM-
7, Estacdo Experimental do Canguiri, UFPR, Pinhais, PR, 1998/99
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As médias de rendimento, peso hectolitrico e teor de nitrogénio total dos
graos de trigo sdo apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3 — Produtividade, peso hectolitrico e teor de nitrogénio total dos
graos de trigo, cultivar OR~1 inoculado com Azospirililum RAM-7.

Tratamentos Produtividade Peso hectolitrico Nitrogénio total

(kg.ha™) (kg.hl") dos graos (%)

Testemunha 1058 d 69,1a 1,77 a

Inoculado (IN) 1311 ¢ 706 a 1,76 a
IN e 12 kg N.ha™ 1472 ¢ 704 a Nd
IN e 24 kg N.ha™ 1793 b 70,1 a Nd
IN e 36 kg N.ha™ 1955 b 70,3a Nd
IN e 48 kg N.ha™ 2262 a 710a Nd

IN e 60 kg N.ha™ 2420 a 711a 1,71a

60 kg N.ha™ 2245 a 69,6 a 1,70 a

¥ valores seguidos de mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Nd — Nao determinado

Houve diferenc¢a significativa entre os tratamentos sobre a.produtividade.
O tratamento que recebeu somente a inoculagdo produziu 23,9% acima da
testemunha, sendo semelhante, estatisticamente, ao tratamento IN + 12 kg N.
ha' (p<0,05). Os tratamentos IN + 24 e IN + 36 kg N.ha' foram
estatisticamente semelhantes e, respectivamente, produziram 70 e 85% mais
que a testemunha. Os tratamentos IN + 48 e IN + 60 kg N.ha™ e o que recebeu
apenas 60 kg N.ha™ foram semelhantes estatisticamente entre si, e superiores
aos demais, tendo produzido, respectivamente, 114, 129 e 112% mais que a
testemunha. A produgdo estatisticamente igual dos tratamentos IN + 48 kg
N.ha” e 60 kg N.ha™ sem inoculagdo, mostra neste caso, que a presenga do
inoculante substituiu 20% da adubacgao recomendada de nitrogénio (Tabela 3).
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Também a presenca do inoculante, proporcionou aumento da produtividade em
7,8%, quando comparados os tratamentos com 60 kg N.ha™.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos
para as variaveis peso hectolitrico e teor de nitrogénio total.

Considerando a produtividade maior que a da testemunha e
relacionando com a quantidade de adubo nitrogenado aplicado, verificou-se
que a produtividade do trigo, para cada kg de N aplicado associado a
inoculacdo, foi maior nos tratamentos com doses baixas de nitrogénio,
conforme mostra o Figura 6. Quando comparados os tratamentos com 60 kg
N.ha, a maior eficiéncia na utilizagdo da adubagdo nitrogenada ocorreu
naquele associado a inoculagdo. Segundo a literatura, esses aumentos na
produtividade pela presenca da inoculagdo ocorrem devido a um sistema
radicular mais desenvolvido, ocasionado pela acdo de fitormonios produzidos
pelas bactéria do género Azospirillum (BAR & OKON, 1995; BASHAN &
HOLGUIN, 1997; BODDEY & DOBEREINER, 1988).

kg de grédos / kg de N
&
N

INe12kg INe24kg INe36kg INed8kg INe60kg 60 kg Nha
Nha Nha Nha Nha Nha
Tratamentos IN - Inoculado

FIGURA 6. Efeito da inoculagdo sobre a produtividade maior que a da
testemunha, por kg de N aplicado no ensaio de trigo, cultivar OR—
1, inoculado com Azospirillum RAM-7.
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Resultados muito contraditorios s&o encontrados na literatura sobre os
efeitos da inoculagdo de trigo com Azospirillum, porém, efeitos semelhantes
aos obtidos neste experimento também foram encontrados por diversos
autores, utilizando a inoculagdo de outras estirpes do género Azospirillum
(BALDANI ef al., 1983; DIDONET et al., 1996; DIDONET ef a/., 1998; MILLET
et al., 1984; RAI & GUAR, 19398; RAO, 1981; SUMNER, 1990).

4.3 INOCULACAO EM CEVADA

As médias de produtividade, peso hectolitrico e teor de nitrogénio total
dos graos do experimento com cevada sao apresentadas na Tabela 4.

TABELA 4 — Produtividade, peso hectolitrico e teor de nitrogénio total dos
graos da cevada, cultivar cervejeira BR-2 inoculada com

Azospirillum RAM-7.
Tratamentos Produtividade Peso do hectolitro  Nitrogénio total
(kg.hé") (kg.hl") dos graos (%)
Testemunha 1178 e 58,9b 1,31b
Inoculado (IN) 1401 de 60,7 a 1,32b
IN e 8 kg N.ha™ 1372 e 60,4 ab Nd
IN e 16 kg N.ha™ 1713 cd 60,2 ab Nd
IN e 24 kg N.ha™ 1839 be 59,8 ab Nd
IN e 32 kg N.ha™ 2158 ab 59,9 ab Nd
IN e 40 kg N.ha™ 2355 a 60,1 ab 1,39a
40 kg N.ha™ 2184 a 60,1 ab 1,36 ab

' Valores seguidos de mesma letras na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

Nd — Nao determinado
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Observando os dados apresentados na Tabela 4 pode-se verificar que
foram encontradas diferencas significativas para as trés variaveis avaliadas.
Quanto a produtividade da cevada nota-se que apesar de estatisticamente
semelhantes a testemunha, os tratamentos apenas com inoculagdo e com
inoculacsio e 8 kg N.ha™, apresentaram produtividades, respectivamente 19 e
16% superiores a ela, isso mostra que a simples inoculagcéo indica tendéncia
para aumento da produtividade na cevada. Isso pode ser comprovada quando
se comparam os fratamentos com 40 kg N.ha', que também sdo
estatisticamente semelhantes, no entanto, o que tem a inoculacdo associada é
8% superior ao que s6 recebeu adubo quimico. Também observa-se a
produtividade estatisticamente igual entre os tratamentos inoculado e
recebendo 32 kg N.ha®! e aquele que recebeu apenas 40 kg N.ha™, portanto,
com uma economia de 20% da adubag@o de nitrogénio recomendada. A
bibliografia € controvertida nesse caso. Em experimento realizado com esta
mesma variedade de cevada, inoculada com a estirpe Azospinillum brasilense
245 aumentou 14,7% a produtividade e com a estirpe A. lipoferum 25 nao teve
efeito; nos tratamentos em que a inoculacdo foi associada com 45 kg N.ha™ o
efeito sobre a produtividade néo foi positivo (DIDONET, 1998).

Quanto ao peso hectolitrico da cultura da cevada observa-se, também
pela Tabela 4, que apenas o tratamento com inoculagdo e sem nitrogénio
quimico foi estatisticamente superior a testemunha e os demais iguais entre si
e a testemunha (p<0,05). Esses resultados sdo parcialmente semelhantes aos
encontrados para o trigo e aveia no presente trabalho.

Quanto ao nitrogénio total, ainda pela Tabela 4, observa-se que o
fornecimento de N quimico foi essencial para que sua presenca fosse
identificada nos tecidos analisados. De qualquer modo, apesar da andlise
estatistica apontar diferencas (p<0,05) o acréscimo de N foi de pouco mais de
6%.

Considerando a produtividade maior que a da testemunha e relacionado
com a quantidade de adubo nitrogenado aplicado, pode-se observar na Figura
6, que a produtividade de cevada para cada kg de N aplicado foi maior no
tratamento inoculado acrescido de 32 kg N.ha™, produzindo em torno de 35 kg
de cevada para cada kg de N aplicado.
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FIGURA 7 - Efeito da inoculagdo sobre a produtividade maior que a da
testemunha, por kg de N aplicado no ensaio de cevada, cultivar
cervejeira BR-2, inoculada com Azospirillum RAM-7.

A classificacdo comercial da cevada é uma importante caracteristica
comercial e industrial. A média dos dados dessa classificagdo s&o
apresentadas na Tabela 5. Observa-se que todos os tratamentos com
inoculacdo mostraram tendéncia de serem melhores para produzir cevada de
tipo comercial superior.
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TABELA 5 ~ Classificacdo comercial da cevada, cultivar cervejeira BR-2
inoculado com Azospirillum RAM-7.

Tipos comerciais (%)
Tratamentos | ] | Refugo

Testemunha 47.57 37,23 11,70 3,50
Inoculado (IN) 55,05 31,95 10,32 2,68
IN e 8 kg N.ha™ 52,12 33,10 11,68 3,10
IN e 16 kg N.ha™ 52,90 32,35 11,25 3,50
iN e 24 kg N.ha 51,25 33,82 11,43 3,50
IN e 32 kg N.ha 49,68 34,92 11,53 3,87
IN e 40 kg N.ha™ 51,88 133,32 11,25 3,55
40 kg N.ha™ 43,75 37.42 13,33 5,50

4.4. INOCULAGCAO EM AVEIA

As médias dos dados obtidos no experimento em aveia inoculada com a
formulagdo liquida de Azospirillum RAM-7 sdo apresentadas na Tabela 6.
Pode-se observar que a simples inoculagio do cultivar de aveia FAPA-1 com
Azospiriflum RAM-7 ndo teve efeito positivo sobre a produtividade.

O tratamento inoculado acrescido de 32 kg N.ha' apresentou
produtividade igual a do tratamento com 40 kg N.ha™, isso indica que com 20%
a menos de N conseguiu-se a mesma produtividade, no entanto, houve
reducdo de quase 13% na produtividade do tratamento com menos N quimico.
Também pela tabela 6, quando comparados os tratamentos que receberam 40
kg N.ha' sdo estatisticamente semelhantes, porém, aquele associado a
inoculagdo é 4,8% superior ao que recebeu somente o adubo quimico.
Observa-se na bibliografia resultados contraditérios em que em uma localidade
os melhores resultados de produtividade encontrados estavam associados a
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altas doses de N quimico e em outra localidade com a inoculagdo isolada
(RAO, 1981).

Observa-se, também pela Tabela 6 que tanto o peso hectolitrico quanto
o teor de nitrogénio total dos graos ndo mostraram diferencas estatisticas entre
os tratamentos.

TABELA 6 — Produtividade, peso hectolitrico e teor de nitrogénio total dos
graos no ensaio de aveia, cultivar FAPA-1 inoculado com
Azospirilfum RAM-7.

Tratamentos Produtividade Peso hectolitrico  Nitrogénio total
(kg.ha™) (kg.hl) dos graos (%)
Testemunha 1711d 463 a 127 a
inoculado (IN) 1688 d 459 a 1,28 a
IN e 8 kg N.ha™ 1762 d 463a 'Nd
IN e 16 kg N.ha™ 2039 cd 46,2 a Nd
IN e 24 kg N.ha™ 2189 bc 457 a Nd
IN e 32 kg N.ha™ 2443 ab 457 a Nd
IN e 40 kg N.ha™ 2796 a 46,7 a 127 a
40 kg N.ha™ 2668 a 469a 124 a

! valores seguidos das mesmas letras na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A eficiéncia da inoculagdo na produtividade maior que a testemunha, por
kg de N aplicado, estd apresentada na Figura 8. Quando comparados os
tratamentos inoculado acrescido de 40 kg de N.ha™ e o que recebeu apenas a
mesma quantidade de adubo quimico apresentaram produtividade,
respectivamente, 27 e 24 kg de grdos por kg de N, portanto, a presenca da
inoculacdo indica uma tendéncia de melhor aproveitamento da adubacdo
quimica na cultura de aveia.
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FIGURA 8 — Efeito da inoculacdo sobre a produtividade maior que a
testemunha, por kg de N aplicado no ensaio de aveia, cultivar
FAPA-1, inoculado com Azospirillum RAM-7.

4.5. INOCULACAO EM MILHO

4.5.1. INOCULACAO EM MILHO COM AZOSPIRILLUM RAM-7

As médias de produtividade, lipidios totais e teor de nitrogénio total dos
gréaos do ensaio de inoculacdo em milho hibrido Cargill 909 com Azospirillum
RAM-7 sdo apresentadas na Tabela 7. Houve diferengas significativas do efeito
dos tratamentos para essas trés variaveis avaliadas.

A simples inoculacdo aumentou a produtividade em 9,4% quando
comparada com a testemunha, embora essa diferenca ndo tenha sido
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estatisticamente significativa. Quando comparados os tratamentos que
receberam 150 kg N.ha' a produtividade foi superior estatisticamente no
tratamento associado a inoculagédo em 13,5%, em relagdo ao que recebeu
somente a adubagio nitrogenada.(p<0,05) Observa-se também pela Tabela 7,
que o tratamento inoculado acrescido de 90 kg N.ha” teve a produtividade
estatisticamente igual ao tratamento com 150 kg N.ha™, portanto, a inoculagio
neste caso substitui 40% da adubacdo de nitrogénio recomendada neste
experimento.

TABELA 7 — Produtividade, lipidios totais e teor de nitrogénio total dos graos de
milho, cultivar hibrido Cargill 909 inoculado com Azospirillum

RAM-7.
Tratamentos Produtividade Lipidios totais Nitrogénio total
(kg.ha™) dos graos (%) dos graos (%)
Testemunha 2686 d 3,04b 0,89b
inoculado (IN) 2939d 322b 0,92 ab
IN e 30 kg N.ha™ 5826 bc Nd Nd
IN e 60 kg N.ha™ 5497 ¢ Nd Nd
IN e 90 kg N.ha™ 6518 b Nd Nd
IN e 120 kg N.ha™ 6702 b Nd Nd
IN e 150 kg N.ha™ 7633 a 3,92a 0,99 a
150 kg N.ha™ 6720 b 3,91a 0,94 ab
' Valores seguidos das mesmas letras na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Nd — Nao determinado

Para os lipidios totais os tratamentos com 150 kg N.ha'acumularam
uma maior quantidade destes, quando comparados aos que ndo receberam
nitrogénio. Em relacdo ao teor de nitrogénio total dos gréos, ainda na Tabela 7,
observa-se que o tratamento inoculado associado a 150 kg N.ha™ foi o que
acumulou maior quantidade do que a testemunha (p<0,05).
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A eficiéencia na produtividade maior que a testemunha por kg de
nitrogénio adicionado, esta representada na Figura 9. A melhor eficiéncia da
utilizacdo do nitrogénio foi observada no tratamento inoculado associado a 30
kg N.ha™, onde a produtividade foi em torno de 100 kg de grdos para cada kg
de N adicionado, enquanto o tratamento que recebeu 150 kg N.ha’ sem
inoculacado teve o menor rendimento para cada kg de N aplicado.

120+
< 100-
3 I
2 80-
2 60l
b
o)
o 40
o
> I
X 20—/
0_
INe30kg INe60kg INe9Okg INe120 INe150 150kg
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Tratamentos IN - Inoculado

Figura 9. Efeito da inoculagdo sobre a produtividade maior que a testemunha,
por kg de N aplicado, no ensaio de milho, cultivar hibrido Cargill 909
inoculado com Azospirillum RAM-7.

O efeito dos tratamentos sobre o peso de mil graos esta representado na
Figura 10. A presenca de nitrogénio nos tratamentos na dose 6tima
recomendada, associados ou ndo com a inoculagdo, tiveram um acréscimo no
peso de mil graos diferindo (p<0,05) dos tratamentos sem nitrogénio.

Na Figura 11 observa-se que o desenvolvimento fangico foi maior nos
tratamentos que nao receberam adubacio nitrogenada (p<0,05). A intensidade
da ocorréncia de graos ardidos esta relacionada com o suprimento de N
(FONSECA, 1998 citado por MOLIN, 2000).
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FIGURA 10 — Efeito dos tratamentos sobre o peso de mil sementes, do ensaio

de milho, cultivar hibrido Cargil 909, inoculado com Azospirillum

RAM-7
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FIGURA 11 — Efeito dos tratamentos na ocorréncia de grdos ardidos, no ensaio

de milho, cultivar hibrido Cargill 809, inoculado com Azospirilflum

RAM-7.
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4.5.2 INOCULACAO EM MILHO COM AZOSPIRILLUM RAM-5
Os resultados das médias das avaliagbes de produtividade, lipideos

totais e teor de nitrogénio total dos graos de milho, variedade Cargill 909 s&o
apresentados na tabela 8.

TABELA 8 — Produtividade, lipidios totais e teor de nitrogénio total dos gréos de
milho, cultivar hibrido Cargill 909 inoculado com Azospirilflum

RAM-5.
Tratamentos Produtividade Lipidios totais Nitrogénio total
(kg.ha™) dos grdos (%)  dos gréos (%)
Testemunha 2851d 290b 0,88 a
Inoculado (IN) 3.341d 3,04b 0,90 a
IN e 30 kg N.ha™ 5201¢ Nd Nd
IN e 60 kg N.ha™ 5508 ¢ Nd Nd
IN e 90 kg N.ha™ 6615b Nd Nd
IN e 120 kg N.ha™ 6.957 b Nd Nd
IN e 150 kg N.ha™ 7.765a 3,34a 1,00 a
150 kg N.ha™ 7.311ab 335a 0,96 a

' Valores seguidos das mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre se pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
Nd — Nao detemminado

Observa-se pela andlise da Tabela 8 que tanto para a produtividade
quanto para os lipideos totais foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos e que para teor de nitrogénio total essas diferengas ndo foram
encontradas (p<0,05).

Para a produtividade nota-se que, comparando com o tratamento
testemunha (sem N quimico e sem inoculante) o tratamento apenas com a
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inoculacao foi pouco acima que 17% mais produtivo, apesar de n3o haver
significancia nessa primeira diferenca observada (p<0,05). Os tratamentos com
inoculacdo mais 30 e 60 kg N.ha™ foram estatisticamente iguais e superiores a
testemunha em 82 e 93%, respectivamente. Os tratamentos com inoculacgo
mais 90 e 120 kg N.ha” foram estatisticamente iguais e superiores aos
anteriormente citados, tendo mostrado 132 e 144% a mais em produtividade
quando relacionados com a testemunha. Os tratamentos com inoculagdo mais
150 kg N.ha™ e o com apenas 150 kg N.ha” foram estatisticamente iguais
tendo o primeiro deles mostrado superioridade estatistica em relagdo a todos
os demais tratamentos. Respectivamente foram 172 e 156% mais produtivos
que a -testemunha. Observa-se ainda que a diferenca de incremento na
produtividade entre os tratamento com 150 kg N.ha™, foi 6% superior naquele
que além de 150 kg N.ha' teve associado a inoculagdo. O tratamento
inoculado acrescido de 90 kg N.ha™ teve a produgado de graos estatisticamente
igual ao tratamento que recebeu 150 kg N.ha™, portanto, substituindo 40% de
N total recomendado para esse experimento.

Para os lipideos totais observa-se que a presenca de N quimico nas
doses mais elevadas foi responsavel pelo incremento no aciimulo, sendo as
diferencas significativas (p<0,05). O teor de nitrogénio total dos grdos nao foi
alterado pelos tratamentos.

A eficiéncia na utilizagdo da adubacdo nitrogenada relacionada com a
produtividade esta apresentada na Figura 12. A methor eficiéncia na utilizagdo
do nitrogénio foi observada no tratamento inoculado associado a 30 kg N.ha™,
que produziu acima de 70 kg de graos por kg de n aplicado. Ainda na Figura 12
observa-se que, a medida em que os tratamentos receberam uma maior
quantidade de nitrogénio a producdo de graos por kg de N aplicado diminui.
Resultados semelhantes em experimentos de milho inoculado com outras
estirpes de Azospirillum, foram encontrados por outros autores, onde a melhor
valorizacdo da fertilizacdo ocorreu em tratamentos inoculados associados a
doses baixas de nitrogénio, devido a melhor absorg¢ado por um sistema radicular
mais desenvolvido das plantas inoculadas (DIDONET, 1998; FAGES, 1994,
FALLIK & OKON, 1996; KALOIANOVA & KOSTOV, 1995; PANDEY et al,
1998; SUMNER ef al., 1990).
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FIGURA 12 — Efeito da inoculacdo sobre a produtividade maior que a da
testemunha, por kg de N aplicado no ensaio de milho, cultivar
hibrido Cargill-909, inoculado com Azospirnillum RAM-5.

O efeito dos tratamentos sobre o peso médio de mil graos esta
apresentado na Figura 13. Foi constatada diferenca significativa (p<0,05) entre
os tratamentos sobre este componente de rendimento. Os tratamentos que
receberam 150 kg N.ha?, inoculados ou nao, foram significativamente
superiores aos dos tratamentos sem nitrogénio.(p<0,05). Ainda na Tabela 13
observa-se que com a diminuigdo de N quimico nos tratamentos, o peso médio
de mil grdos € menor, portanto, o0 aumento do peso meédio dos graos esta
relacionado com o suprimento de nitrogénio para a planta.

A Figura 14 mostra os dados para os grdos ardidos, onde foram
constatadas diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. O
tratamento que recebeu somente a inoculagio e o inoculado associado a 30 kg
N.ha' tiveram uma maior porcentagem de grios ardidos. Os tratamentos que
receberam de 60, 90, 120 e 150 kg N.ha” n&o diferiram estatisticamente.
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FIGURA 13 — Efeito dos tratamentos sobre o peso de mil sementes, no ensaio
de milho, cultivar hibrido Cargill 909 inoculado com Azospirillum
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FIGURA 14 — Efeito dos tratamentos na ocorréncia de graos ardidos, no ensaio
de milho, cultivar hibrido Cargill 909 inoculado com Azospirillum

RAM-5.



5 CONCLUSOES

A formulagéo inoculante turfa em pd de Azospirilum RAM-7 manteve
melhor estabilidade das células quando mantida a 4° C, tendo apresentado,
ap6s 120 dias de armazenamento, a concentracdo de 5,8 x 10° UFC.g" de

suporte.

A simples inoculag&o do cultivar de trigo OR-1 com a formulacéo liquida
de Azospirullum RAM-7 proporcionou aumento no rendimento de grios de
23,9% acima da testemunha (p<0,05). A melhor utilizacgdo da adubagédo
nitrogenada ocorreu nos tratamentos inoculados associados a doses baixas de
N. Nao houve diferencas significativas entre os tratamentos em relacéo ao
peso hectolitrico e ao teor de nitrogénio total dos gréos.

O rendimento de grdos da cevada cervejeira BR-1 foi influenciado
positivamente pela inoculacdo de Azospirillum RAM-7. O tratamento inoculado
acrescido de 32 kg.ha” de N produziu a mesma quantidade do tratamento com
40 kg.ha' de N (p<0,05) substituindo 20% do nitrogénio recomendado. Maior
acumulo de nitrogénio total nos graos foi obtido no tratamento inoculado
acrescido de 40 kg.ha' de nitrogénio em relacdo aos tratamentos que ndo
receberam fertilizacdo nitrogenada (p<0,05). A melhor utilizacdo da adubacio
nitrogenada mineral foi obtida no tratamento inoculado acrescido de 32 kg.ha™
de N, onde cada kg de nitrogénio aplicado produziu 36,7 kg de graos acima da
testemunha. A classificagdo comercial dos gréos foi superior nos tratamentos

que receberam a inoculagao.

No experimento de inoculagédo do cultivar de aveia FAPA-1 com
Azospirilum RAM-7, a simples inoculacdo ndo teve efeito sobre a
produtividade. A melhor eficiéncia na producdo de grdos por kg de nitrogénio
aplicado foi obtida no tratamento inoculado acrescido de 40 kg.ha™ de N. Os
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tratamentos nao influenciaram no peso do hectolitro e no teor de nitrogénio
total dos graos. A inoculacao substituiu 20% da adubacdo de N recomendada

A inoculacdo de Azospirillum RAM-7 formulagédo turfa em pd no cuiltivar
milho hibrido Cargil 909 influenciou positivamente no rendimento. O tratamento
inoculado associado a 150 kg.ha” de N produziu 13,5% acima do tratamento
que recebeu 150 kg.ha™ de N (p<0,05). Houve maior actimuio de nitrogénio
total nos grdos no tratamento inoculado acrescido de 150 kha” de N. Os
tratamentos sem nitrogénio obtiveram um menor teor de lipidios totais nos
graos (p<0,05). A maior producéo de graos por kg de N aplicado foi obtida nos
tratamentos inoculados associados a baixas doses de N. A inoculagdo
substituiu 40% da adubacao de N recomendada.

A inoculagéo do cultivar milho hibrido Cargil 909 com Azospirillum RAM-
5 aumentou a produtividade e o acuimulo de nitrogénio total nos graos, porém
estas diferengas n&o foram significativas (p<0,05). A porcentagem de lipidios
totais foi influenciada pela aplicagcdo de nitrogénio (p<0,05). A medida que
aumentou o nivel de nitrogénio nos tratamentos, diminuiu a eficiéncia por kg de

nitrogénio aplicado na producao de gréos acima da testemunha.

Houve diferencas entre as estirpes inoculadas no mesmo cultivar de
milho. Com a estirpe de Azospirillum RAM-7, obteve-se maior aumento na
produtividade no tratamento com 150 kg.ha de N, j& com a estirpe de
Azospirillum RAM-5, o maior incremento no rendimento foi obtido no tratamento
que recebeu somente a inoculacdo. Respostas diferentes também foram
observadas entre as culturas inoculadas com a mesma estirpe. Estes

resultados indicam a existéncia de interagdes entre os genétipos .
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados mostraram a possibilidade da utilizacdo de inoculante
Azospirillum em sistemas agricolas, porém novas investigacées devem ser

realizadas para que se possa utilizar esta pratica agricola de maneira eficiente:

- Selecionar a melhor combinacao entre o genétipo da planta e estirpe

da bactéria;

- lsolamento de novas cepas de Azospirillum que se destacam na
producéo de fitormonios e fixagcdo de nitrogénio;

- Estudo da viabilidade econtmica.
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