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RESUMO

Com objetivo de estudar o acumulo de biomassa e de nitrogénio em plantas de
milho e trigo submetidas a inoculagdo de sementes com Azospirillum brasilense e
déficit hidrico em casa de vegetagao, foram realizados dois experimentos em vasos,
em cultivo protegido, no ano de 2014. Para os dois experimentos, o delineamento
utilizado foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial 2 x 3, com quatro
repeticdes. Os fatores foram compostos pela indugdo ou ndo do déficit hidrico e trés
tratamentos aplicados as sementes (inoculagdo com A. brasilense, tratamento com
Stimulate e uma testemunha sem tratamento) totalizando 24 vasos. Cada unidade
experimental foi composta por um vaso com 3,3 litros, o experimento 1 foi realizado
com a cultura do milho (Hibrido simples P30F53) e o experimento 2 com trigo
(Cultivar Quartzo). A inoculagdo de sementes com A. brasilense nao influenciou o
crescimento e tampouco o acumulo de N em plantas de milho e trigo cultivadas em
casa de vegetacéao, independentemente da disponibilidade de agua a que as plantas

foram submetidas.

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas. Zea mays. Triticum aestivum. Fixagao

biolégica de nitrogénio.



ABSTRACT

With the objective of to study growth and nitrogen accumulation in corn and wheat
plants submitted to seed inoculation with Azospirillum brasilense and water stress in
greenhouse, two experiments were conducted in pots in glass house, in 2014 year.
For both experiments, the experimental design was a randomized block in factorial 2
x 3 design , with four replications. Factors were induction or no of water deficit and
three treatments applied to seeds (inoculation with A. brasilense, treatment with
Stimulate and untreated control) totaling 24 pots. Each experimental unit consisted of
a pot with 3.3 liters, the experiment 1 was conducted with the corn crop (P30F53
hybrid) and the experiment 2 with wheat (Quartz cultivar). Inoculation of seeds with
A. brasilense did not influence growth nor the N accumulation in corn and wheat

grown in glasshouse, regardless of the water supply.

Keywords: Diazotrophic bacteria. Zea mays. Triticum aestivum. Biological nitrogen

fixation.
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1 INTRODUGAO

Entre as bactérias associativas diazotroficas, a Azospirillum brasilense é a
espeécie mais estudada. Pesquisas in vitro demostram que o A. brasilense, tem a
capacidade de fixar biologicamente moléculas de nitrogénio atmosférico em amdnia
(DOBEREINER; DAY, 1976; DOBEREINER et al, 1976). Também foram
encontrados em sobrenadante do cultivo de A. brasilense, horménios vegetais como
auxinas, citocininas e giberelinas (BOTTINI et al., 1988; REIS JUNIOR et al., 2004,
RADWAN et al., 2005), substancias essas que segundo Taiz e Zeiger (2010), podem

promover o crescimento de plantas.

Uma série de contribuicdes as plantas sao atribuidas, na comunidade
cientifica, a inoculagdo com A. brasilense, sendo essas primarias ou secundarias.
Entre os efeitos estdo o maior desenvolvimento do sistema radicular, melhor nutricao
vegetal, maior concentracdo de nitrogénio em tecido vegetal, maior capacidade de
absorcdo de agua e nutrientes, maior teor de clorofila, maior condutancia
estomatica, incremento no teor de agua no apoplasto, maior elasticidade da parede
celular, maior produgédo de biomassa e potencial de amenizar fatores estressantes
especialmente, estresse hidrico (TIEN et al.,1979; RADWAN et al., 2005; BARASSI
et al., 2008; DARTORA et al., 2013; HUERGO, 2008).

Atualmente a inoculagcado de sementes com A. brasilense vem sendo estudada
e recomendada para gramineas no Brasil, especialmente para fornecimento de N.
Porém, a real eficiéncia da interacao de A. brasilense com plantas ainda nao foi
comprovada, existindo muita inconsisténcia dos resultados obtidos com sua
utilizagdo. E provavel que seus efeitos benéficos sobre as plantas sejam apenas
hormonais, os quais levam a planta a absorver melhor os nutrientes e a

responderem melhor em condi¢des adversas.

Para a recomendacdo da inoculagcdo com Azospirillum em gramineas é
necessario estudos que demostrem sua real contribuicdo e em quais situacdes esse
tem real eficiéncia, s6 assim poderemos utilizar essa tecnologia, com um correto
posicionamento para obtencdo de beneficios agronémicos. O que evidencia a
importancia do desenvolvimento de pesquisas avaliando a funcio e viabilidade da

inoculagado com Azospirillum brasilense.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Para garantir resultados econémicos significativos nos sistemas de produgéao
de graos, existe uma crescente necessidade de redugdo de custos e aumento de
produtividade, o que s6 é possivel com um elevado grau de conhecimento técnico
cientifico. Neste contexto, a utilizagdo de microrganismos promotores de crescimento
se torna uma importante ferramenta para o aumento da produtividade com um baixo

custo.

A bactéria promotora de crescimento A. brasilense, demostra ter potencial em
beneficiar seus hospedeiros, contudo existem resultados contraditérios sobre os
reais beneficios com sua inoculagdo em trigo € milho. O que evidencia a importancia
do desenvolvimento de pesquisas avaliando a funcio e viabilidade da inoculagao

com A. brasilense.

Portanto, € necessario estudos que demostrem sua real contribuicdo e em
quais situacdes esse tem real eficiéncia. Com isso se comprovado sua eficacia, seja
possivel posicionar corretamente esta tecnologia para obtencdo de beneficios

agronémicos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Estudar o acumulo de biomassa e de nitrogénio em plantas de milho e trigo
submetidas a inoculacdo de sementes com Azospirillum brasilense e déficit hidrico

em casa de vegetacgao.

1.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a contribuigcdo do A. brasilense na fixagao biolodgica de nitrogénio.

Estudar interagao entre bactérias do género Azospirillum e plantas de milho e

trigo submetidas a estresse hidrico.

Avaliar o acumulo de biomassa de plantas de milho e trigo em resposta a

inoculagao de sementes com A. brasilense.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 BACTERIAS DIAZOTROFICAS

Bactérias diazotréficas sdo microrganismos procariotos capazes de fixar o
nitrogénio atmosférico através da fixagao biolégica de nitrogénio (FBN). Sabe-se que
existe uma gama de bactérias capazes de fixar nitrogénio. Baldani e Baldani (2005)
destacam que as principais bactérias diazotroficas que tem associagdo com
gramineas descritas nos Uultimos cinquenta anos sao: bactérias rizosféricas
(Beijerinckia fluminensis e Azotobacter paspali); associativas (Azospirillum lipoferum,
A. brasilense, A. amazonense); e as endofiticas (Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Gluconacetobacter diazotrophicus, Burkholderia brasilensis e B.
tropica). Moreira (2010), ressalta que existe inumeros outros grupos de bactérias
capazes de fixar nitrogénio e que estas possuem grande diversidade morfolégica,
fisiologica, genética e filogenética, o que garante que bactérias diazotroficas habite

os mais diferentes locais.

A maior efetividade no processo de fixagdo biolégica de nitrogénio é
observada na simbiose entre bactérias noduliferas e plantas da familia
Leguminosae. Entre as bactérias diazotréfica e plantas esta € a interacdo mais
evoluida, sendo o processo mais complexo e organizado, o que permite minimizar
perdas do nitrogénio fixado por interferéncia de fatores quimicos, fisicos e bioldgicos
que interagem na complexidade, heterogeneidade e dindmica do sistema edafico
(HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2007; HUNGRIA, 2011; MOREIRA et al., 2010).
Por exemplo, na cultura da soja, a fixagao biolégica de nitrogénio é capaz de suprir a
necessidade total da cultura, sendo que taxas superiores a 300 kg de N ha” ano™
sdo observadas no Brasil (HUNGRIA et al.,, 2007). No entanto, estima-se que o
potencial de fixacdo associativa € de apenas 25 a 50 kg de N ha' ano” em
gramineas (MOREIRA, 2010; HUERGO, 2008).

Além da fixagcdo bioldégica de nitrogénio, as bactérias diazotréficas sao
capazes de promover o crescimento de plantas, por mecanismos ainda nao

completamente esclarecidos, mas associados ao aumento da massa radicular,
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nutricdo nitrogenada ou aumento da eficiéncia de absorgdo de nutrientes no solo,
entre outros (RADWAN et al., 2005; MOREIRA, 2010).

2.2 FIXAGCAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio é o macro nutriente mais exigido por gramineas, sendo um dos
principais componente de biomoléculas, como acidos nucleicos, aminoacidos e
proteinas. Por mais que o nitrogénio represente 78% das moléculas da atmosfera
terrestre, este esta na forma gasosa, que € inerte (N;). Para ser absorvido pelas
plantas, o N precisa estar na forma iénica (NH;" ou NO3 %°). A reacdo de redugéo de
N, para amoénia ndo ocorre naturalmente, pois requer uma alta concentracdo de
energia, sendo necessario quebrar a tripla ligagdo entre os atomos de nitrogénio. Na
industria, por exemplo, o processo de transformacédo de N, para sintese de aménia
pelo método descrito por Haber e Bosch, emprega temperaturas de 300 a 500 °C, a
uma pressao acima de 300 atm (NUNES, 2003; RIBEIRO, 2013).

Existem basicamente duas formas na natureza de quebrar essa tripla ligagao,
uma é através de descargas da atmosfera, onde o N, reage com o oxigénio e é
fixado em 6xidos de nitrogénio, com o vapor de agua sao hidratados formando nitrito
e através da chuva chega ao solo, porém este processo é pouco efetivo (ROSCOE;
MIRANDA, 2013). Outra forma com maior potencial é através da acdo da enzima
nitrogenase em microrganismos, processo denominado como FBN fixagdo biologica
de nitrogénio (HUNGRIA, 2011).

O processo de fixagao biolégica de nitrogénio € dependente do complexo
enzimatico denominado nitrogenase com a participagao de Fe, Mg, Mo e ATP. O
complexo enzimatico é composto de duas unidades: a dinitrogenase (ou
componente | ou Mo-Fe proteina) e a nitrogenase-redutase (também chamada de
componente |l ou Fe-proteina). No complexo enzimatico, as duas unidades
interagem cooperativamente durante o processo de FBN. A nitrogenase-redutase,
ou Ferro proteina, € responsavel pela transferéncia de elétrons (atuando como
doador de elétrons) para que ocorra a redugao do N, a dinitrogenase, por sua vez, é
a enzima que apresenta o sitio ativo da reagédo, onde sdo encontradas condigdes
adequadas para a redug¢ao do N,. Em resumo, a estequiometria da reagao pode ser
representada na Figura 1. Atualmente, sdo conhecidos trés tipos de nitrogenase:
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um que possui molibdénio (Mo, nitrogenase-1) e ferro (Fe); outro em que o vanadio
(V) substitui o Mo (nitrogenase-2); e um terceiro, que sé tem ferro (nitrogenase-3)
(NUNES et al., 2003; REIS; TEIXEIRA, 2005; DINIZ, 2011;).

nitrogenase

N,+8H'+8e +16 ATP —» 2NH,+16 ADP+16 PO,”+H,

Figura 1. Estequiometria da reagéo de fixagao bioldgica de nitrogénio, com ac¢ao do
complexo enzimatico nitrogenase. Fonte: REIS; TEIXEIRA, 2005.

2.3 FIXACAO ASSOCIATIVA DE NITROGENIO

A fixagdo associativa de nitrogénio é realizada por diferentes grupos de
bactérias, porém esta tem menor contribuicdo em comparagdo a simbiose rizébio-
leguminosas, por ndo ter uma relagcéo tdo complexa e organizada quanto a presente
nas simbioses entre bactérias noduliferas (Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Rhizobium e outros géneros
recentemente descritos como simbiontes, Burkholderia, Methylobacterium Devosia,
Ochrobactrum Phyllobacterium e Ralistonia) com leguminosas, que € resultante de
um processo mais evoluido que minimiza perdas do nitrogénio fixado por
interferéncia de fatores quimicos, fisicos e biolégicos. Estima-se, portanto, que a
fixagdo associativa contribui com 25 a 50 kg de nitrogénio por hectare por ano em
gramineas (HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2007; MOREIRA, 2010; HUERGO,
2008). Entre os fatores que explicam essa menor eficiéncia, destaca-se o efeito

deletério do oxigénio e a inibicdo por amonio.

A nitrogenase-redutase, ou Ferro proteina em virtude de sua atividade redox,
€ altamente sensivel ao oxigénio, necessitando de condi¢gdes anaerdbias. Com isso
as bactérias diazotroficas precisam regular o suprimento de oxigénio para prover
ATP e ao mesmo tempo proteger a nitrogenase contra o efeito deletério do oxigénio.
As bactérias diazotroficas desenvolveram varias estratégias para limitar o acesso do
oxigénio a nitrogenase, desde as mais simples como crescimento microaerofilico até
modificagdes morfoldgicas tais como os ndédulos nas leguminosas (REIS; TEIXEIRA,
2005).
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A atividade da nitrogenase em varios microrganismos diazotroficos € inibida
pela adicdo de NH4*. Em espécies do género Azospirillum, a adicdo de aménia em
concentragbes variando de 1-10 mM as culturas que fixam nitrogénio, promove um
decréscimo da atividade quase que imediatamente para 10% ou menos que a
atividade inicial, além de nenhuma nitrogenase ser sintetizada nesta situacao (REIS;
TEIXEIRA, 2005). Como a FBN realizada pelo Azospirillum nao tem capacidade de
suprir 100% as exigéncias nutricionais de nitrogénio para culturas como trigo e milho
(HUNGRIA, 2011), faz necessario o fornecimento deste por outras fontes (minerais

ou organicas), porém esta pode inibir a atividade da nitrogenase.

2.4 Azospirillum brasilense

As bactérias do género Azospirillum, sdo microrganismos procariotos, gram-
negativos, diazotréficas associativas, podendo ser endofiticas facultativas. Sao
encontradas em monocotiledéneas e dicotiledbneas, possuindo versatilidade por ter
baixa especificidade em relacdo a planta hospedeira e as diversas vias metabdlicas
alternativas que permitem o microrganismo utilizar uma variedade de &acidos
organicos e aromaticos. Podem ser encontrado no mucigel presente na rizosfera de
plantas, caracterizando uma colonizagédo externa das raizes. Na colonizagao interna,
as células de Azospirillum podem penetrar nos espacos intercelulares de raizes e la
se alojarem. Podem sobreviver no solo na forma de cistos, o que permite sua
sobrevivéncia mesmo sem planta hospedeira (MOREIRA, 2010; HUNGRIA, 2011).

O género Azospirillum, é, sem duvida, o mais estudado entre as bactérias
diazotroficas que ndo formam noédulos quando associadas as plantas. As espécies
pertencentes a esse género sao: A. lipoferum e A. brasilens, A. amazonense, A.
halopraeferans, A. irakense, A. doebereinerae e A. largimobile, esta ultima é a Unica
espécie desse género incapaz de fixar N, (RADWAN et al., 2005). A inoculagéo de
sementes com Azospirillum vem sendo estudada e recomendada para gramineas no
Brasil, para fornecimento de N. Contudo, a real eficiéncia da interacdo da bactéria
ainda nao foi comprovada, principalmente no que tange a FBN (DIDONET et al.
1996; DIDONET et al. 2000; CAMPOS et al. 1999; GITTI et al. 2012).

De Quadros et al. (2014) observaram que as respostas a inoculagdo com A.

brasilense, dependem da cultivar ou hibrido estudados, seus estudos mostraram
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que dependendo do gendtipo utilizado estes respondem de forma diferente a
inoculagao, sugerindo que o gendtipo da planta desempenha papel importante na
colonizagéo pelas bactérias, o que deve estar relacionado com a relagao rizosfera
bactéria. Faz-se necessarios estudos que busquem entender melhor a relagcéo entre
bactéria/hospedeiro, com objetivo de melhorar as respostas agronémicas a

inoculacéo.

Algumas bactérias diazotroficas, como € o caso dos géneros Azospirillum e
Herbaspirillum produzem hormoénios vegetais, substancias que reconhecidamente
podem promover o crescimento de plantas (TIEN et al., 1979). Horménios vegetais
como auxinas, citocininas e giberelinas foram detectados no sobrenadante do cultivo
de bactérias do género Azospirillum, especialmente A. brasilense (BOTTINI et al.,
1988; REIS JUNIOR et al., 2004; RADWAN et al., 2005).

Considerando que o A. brasilense, produz horménios vegetais que promovem
um maior desenvolvimento do sistema radicular, o que acarreta em uma maior
capacidade de absor¢cao de agua e nutrientes, ndo fica claro se os beneficios
resultantes da inoculagcdo de sementes com A. brasilense em trabalhos a campo
(HUNGRIA, 2011) seja oriundos do aumento da superficie radicular que leva a

planta a absorver melhor todos os nutrientes, ou da FBN.

2.5 EFEITOS HORMONAIS DE Azospirillum brasilense EM PLANTAS

Os estudos sobre interagado de bactérias do género Azospirillum tem tido um
foco voltado a fixagao biolégica de nitrogénio, porém existem evidéncias crescentes
que parte das contribuicbes destas bactérias associada as plantas devem-se a
produgéo de horménios vegetais (REIS JUNIOR et al., 2004). Estudos de Tien et al.
(1979), verificaram que o maior crescimento radicular em plantas inoculadas com A.
brasilense foi atribuido a liberagdo de acido indol-acético, giberilinas e citocininas.
Barassi et al. (2008), relataram em seu trabalho melhores respostas fisiologicas
induzidas por Azospirillum, como maior teor de clorofila, maior condutancia
estomatica, melhoria no potencial hidrico, incremento no teor de agua no apoplasto,
maior elasticidade da parede celular e maior producao de biomassa, e atribuiu estas
respostas a contribuicdo hormonal proveniente das bactérias. Em avaliacido de

germinagao e desenvolvimento inicial de pléntulas de milho e trigo, Dartora et al.



19

(2013), atribuiram maior porcentagem de germinagdo, maior vigor, melhor
desenvolvimento inicial das plantulas e maior desenvolvimento radicular a

producgao de fito hormdnios por A. brasilense.

Segundo Huergo (2008), A. brasilense tem potencial de amenizar uma série
de fatores que possam provocar estresse em plantas, devido a producado de
fitormbnios e antibidticos. A inoculagdo com A. brasilense em cereais e gramineas,
promove maior desenvolvimento do sistema radicular com o aumento da densidade
e comprimento de pelos radiculares, aumento do numero e volume de raizes
laterais, provocando um aumento na absor¢ao de agua e nutrientes, por melhorar a
exploragao radicular do solo pela planta hospedeira. No mesmo trabalho outras
alteracdes fisioldgicas séo relatadas, como aumento da tolerancia das plantas ao
estresse hidrico e aumento da respiracao radicular através da ativagao de enzimas
da via glicolitica e do ciclo do acido citrico, aumento do diametro do caule e largura
de folhas em milho e aceleragdo na mobilizagao de reservas de sementes. Estudos
de Bellone e Bellone (2008), identificou maior concentragdo de jasmonatos, em
respostas a inoculagao com Azospirillum em milho e cana de agucar, o que reforca

os indicios da atuacao destas bactérias em situacéo de estresse.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos, em vasos, em cultivo protegido, no
periodo entre abril e julho de 2014. O estudo foi conduzido na area experimental da
Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de Curitibanos, localizada nas
coordenadas geograficas 27°17°12.2” S, 50°31'96.6°0 com 1010 metros de altitude.

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo, esta possuia

controle de temperatura e umidade relativa do ar.

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O primeiro experimento foi conduzido com a cultura do milho. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados, no esquema fatorial 2 x 3, com
quatro repeticdes. Os fatores foram compostos pela indu¢do ou n&o do déficit hidrico
e trés tratamentos aplicados as sementes (inoculagdo com Azospirillum brasilense,
tratamento com Stimulate e uma testemunha sem tratamento) totalizando 24 vasos.
Cada unidade experimental era composta por um vaso com 3,3 litros, preenchido
com vermiculita expandida granulometria media. O material genético de milho
avaliado foi o Hibrido simples P30F53 (Pionner®), semeado no dia 16 de abril de
2014.

Para o segundo experimento, utilizou-se a cultura do trigo (Cultivar Quartzo),
seguindo os mesmos tratamentos e delineamento experimental do primeiro

experimento, a semeadura ocorreu no dia 29 de maio de 2014.

Foi utilizado tratamentos contendo o biorregulador Stimulate®, com objetivo
de comparar suas respostas agronémicas com as obtidas através da inoculagao
com A. brasilense. O Stimulate® é o unico biorregulador do grupo quimico citocinina
(0,009%) + giberelina (0,005%) + acido indolbutirico (0,005%), registrado para a
cultura do milho e trigo no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) este é de propriedade da Stoller do Brasil.
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3.2 INSTALACAO E CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram conduzidos em vasos de 3,3 litros. O substrato
utilizado no experimento 1 foi vermiculita expandida, este ndo recebeu adubagao. No
Experimento 2, o substrato utilizado era composto de areia e vermiculita, na
proporcdo 1:1, com intensdo de evitar os sintomas de deficiéncia nutricional
observadas no primeiro experimento foi utilizado como adubacéo, 3,8 g vaso™' de
superfosfato simples, 1,0 g vaso™ de cloreto de potassio e 1,5 g vaso™ de calcario

dolomitico.

Para os tratamentos descritos, com a inoculacao de A. brasilense foi realizada
a partir do inoculante comercial Masterfix Gramineas®, contendo as estirpes Abvs e
Abv6 da bactéria, na concentracao de 100 milhées de células por mL de produto,
segundo o fabricante. O intervalo entre a inoculacdo das sementes e a semeadura
foi de 20 minutos. Para os tratamentos com Stimulate® foi usado a dosagem
recomendada pelo fabricante, sendo que a semeadura ocorreu logo apés o
tratamento. Apds o estabelecimento das plantas, foi realizado desbaste, mantendo-

se uma e trés plantas por vaso nos experimentos 1 e 2 respectivamente.

A irrigacao foi feita igualmente entre os tratamentos, até os 25 dias apos
emergéncia para o experimento 2 e até o estadio V4 para os experimentos 1. Em
seguida, procedeu-se a suspensao da irrigacdo para os tratamentos com déficit
hidrico, mantendo-se a irrigacdo adequada nos demais tratamentos, com irrigagcao
diaria mantendo o teor de agua no substrato em nivel de umidade de vaso. O
periodo de déficit hidrico foi de dez dias para o experimento 1 e oito dias para o
experimento 2. Apos o periodo de déficit hidrico, as plantas foram coletadas para as

avaliagoes.

3.3 AVALIACOES

3.3.1 Trocas gasosas

Durante o periodo de suspensdo da irrigagcao (estresse hidrico) foram
realizadas medidas das trocas gasosas, com um analisador portatil de gases por
infravermelho, modelo LI-6400XT da LI-COR (Lincol, NE) de sistema aberto. As
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medidas foram realizadas no periodo entre 09:00 e 11:00 horas, para obtencido dos
valores de assimilagdo liquida de carbono (A), transpiragéo foliar (E), condutancia
estomatica (gs) e concentragao interna de carbono (Ci). Na primeira avaliagcao foi
selecionado a ultima folha totalmente expandida, e a mesma foi utilizadas em todas

as demais avaliagdes.

No Experimento 1 foram realizadas medidas das trocas gasosas aos 0, 2, 4,
6 e 10 dias ap0s a suspensédo da irrigacéo, onde a primeira avaliagdo foi realizada
no dia 11/05/14 e a ultima no dia 21/05/14. No experimento 2, as medidas foram
realizadas aos 0, 4, 6 e 8 dias apds o corte da irrigagéo, onde a primeira avaliagao
foi realizada no dia 03/07/14 e a ultima no dia 11/07/14.

3.3.2 Analise Biométrica

A analise biométrica foi realizada apos o periodo de déficit hidrico, onde foi

avaliado volume radicular e acumulo de biomassa.

Para determinacdo do volume radicular, apés a coleta, as raizes foram
lavadas e colocadas para secar ao ar, sobre papel toalha. Em seguida, o volume
radicular foi determinado através do deslocamento de volume de agua em proveta
graduada. As raizes foram totalmente submersas em um volume conhecido de agua,
de forma que a diferenga entre o volume inicial e final foi considerado como o

volume de raizes.

A massa de matéria seca de plantas foi determinada pelo método da estufa.
As plantas (ou partes das plantas) foram coletadas e acondicionadas em sacos de
papel devidamente identificados. Em seguida, as amostras foram colocadas em
estufa de circulagdo forcada de ar, ajustada para uma temperatura de 50°C, até
peso constante. Apds isso, as amostras foram pesadas em balanca semi-analitica.
Quantificando o teor de matéria seca de raizes e parte aérea no experimento1 e de

raizes, folhas e colmo no experimento 2.

3.3.3 Teor de Nitrogénio

O teor de nitrogénio foi determinado nas plantas e no substrato, apds o final
do periodo de déficit hidrico. Para determinagdo da porcentagem de nitrogénio na
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forma orgénica foi utilizado a metodologias Semi-microKjeldahl (TEDESCO et al.,
1995). Esta técnica consiste na solubilizagdo umida, seguida por destilagdo a vapor
e titulacdo, para a quantificacdo do teor de nitrogénio na forma organica. As
amostras, ap0s a secagem, passaram por moagem, em seguida pela digestao
sulfurica (H2SO4 + catalisadores) que transforma proteinas e aminoacidos do tecido
vegetal em N'NH;" sendo destilado e complexado em acido borico com indicador
misto, e titulado com solugédo padronizada de H,SO,4 diluido (CARMO et al., 2000).
Apos titulado o valor de acido utilizado foi convertido em porcentagem de nitrogénio

e gramas de nitrogénio absorvidos.

Foram avaliados os teores de nitrogénio na parte aérea, sistema radicular e

do substrato, para os experimentos 1 e 2.

3.4 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variéncia pelo teste F (p < 0,095).
Quando detectadas variagbes significativas, as médias foram contrastadas pelo
teste t (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parémetros referentes as trocas gasosas em plantas de milho foram
influenciados pelos ambientes testados apenas no ultimo dia de suspensédo da
irrigacdo (Tabela 1). No entanto os tratamentos aplicados as sementes nao
influenciaram os parametros citados. A interagao ente os fatores n&o foi observada

em nenhuma das avaliagdes.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as trocas gasosas, (valores de F) de
plantas de milho, tratadas com Stimulate, inoculadas com Azospirillum brasilense
submetidas a déficit hidrico em casa de vegetacao. Curitibanos (SC), 2014.

Assimilagao liquida de Carbono Transpiragao foliar
FV ODSI 2DSI 4DSI eDSI 10DSI ODSlI 2DSlI 4DSlI 6DSI 10DsI
Bloco 145 7,03 7,71 0,68 1,54 2,59 7,06 7,25 1,49 1,23

Ambiente (A)  0,96™ 0,41™ 0,01™ 338" 742 1,11™ 168" 033" 0,82™ 8,88~
Tratamento (T) 0,25™ 1,57" 0,15 0,08™ 0,45™ 0,29™ 0,40™ 0,46™ 0,06™ 1,25™

AxT 0,23™ 2,14™ 0,36™ 0,57™ 0,17™ 0,04™ 1,20™ 0,44™ 0,06™ 0,27™
CV% 23,06 29,06 21,53 29,18 33,26 27,61 19,82 2212 34 29,28
Média 19,1 16,51 16,56 12,55 11,7 2,02 3,22 2,87 1,57 1,25
Condutancia Estomatica Concentragao interna de carbono
FV ODSI 2DSlI 4DSI 6Dsl 10DSI 0oDSI 2DSI 4Dsl 6Dsl 10Dsl
Bloco 0,35 0,68 4,02 0,73 1,07 5,6 7,6 4,69 7,89 7,75

Ambiente (A)  1,41™ 2,90™ 0,37™ 064" 9,63 0,11™ 0,09™ 126" 145™ 0,18™
Tratamento (T) 0,84™ 0,42™ 0,20 0,43™ 1,80™ 0,22™ 1,29™ 0,35™ 0,88™ 0,46™

AxT 0,45™ 2,31™ 0,54™ 0,11™ -0,13" 0,02 0,83™ 0,34™ 0,48™ 0,14™
CV% 256 17,18 23,26 41,27 29,77 39,88 21,57 17,56 14,69 37,53
Média 012 0,6 0,12 0,11 0,07 120,57 218,37 147,44 200,6 139,81

FV: fonte de variagao; DSI: n° de dias ap6s a suspenséo da irrigagéo; CV: Coeficiente de variagéo; e
nao significativo; e significativo p<0,05 e p<0,01, respectivamente, pelo teste F.

Conforme apresentado na Figura 2, as plantas apresentaram resposta a
restricdo hidrica apenas no ultimo dia de avaliagdo. A resposta a falta de agua pode
ser observada através da reducdo da assimilacdo liquida de carbono, da
condutancia estomatica e da transpiragao foliar, como um efeito claro do fechamento
estomatico. Com a percepcgao da falta de agua pelas raizes, ha um incremento da
sintese de acido abscisico (ABA), o qual € translocado para as folhas, estimulando o

rapido fechamento dos estdmatos a fim de reduzir a transpiragdo (TAlZ; ZEIGER,
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2010), estudos de Oliveira et al., 2002, Sena et al., 2004 e Santos et al., 2012

encontraram respostas semelhantes.
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Figura 2. Comparagao de médias para os valores de assimilagao liquida de carbono
(a), condutancia estomatica (b), concentragao interna de CO; (c) e transpiragao foliar

(d), em plantas de milho submetidas a déficit hidrico em casa de vegetagao. ns: nao
significativo; * e ** significativo p<0,05 e p<0,01, respectivamente.

A utilizacdo de vermiculita expandida como substrato pode ter atrasado a

percepcgao das plantas a falta de agua, visto que a mesma possui alta capacidade de

retencdo de agua. Isto era esperado, para que o déficit hidrico ocorresse de maneira
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gradual, afim de melhor entender os efeitos das bactérias sobre as respostas da

cultura em situacao de estresse.

Para os parametros biométricos (Tabela 2) e para teores de nitrogénio
(Tabela 3) avaliados, ndo houve efeito dos fatores de estudo para nenhuma das
variaveis estudadas. A falta de respostas nos parametros biométricos avaliados,
mesmo com diferenga estatistica na avaliagdo de trocas gasosas, pode ser
explicado pelo curto periodo que houve diferenca estatistica na assimilacéo liquida
de carbono e aos baixos indices fotossintéticos em ambos os tratamentos, ou seja,

para o periodo onde o déficit hidrico efetivamente ocorreu.

A falta de diferenca estatistica no acumulo de nitrogénio entre tratamentos
(Tabela 3), com a utilizagcdo de um substrato inerte levanta a hipotese de que nao
houve fixagdo bioldégica de nitrogénio pelas bactérias estudadas no presente
trabalho. O uso deste tipo de substrato foi empregado para que o nitrogénio
presente no solo, assim como os microorganismos edaficos ndo afetassem a
andlise. Desta forma, o aumento de N no solo ou nas plantas poderiam ser

atribuidos aos efeitos da bactéria inoculada.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia (valores de F) para os caracteres
biométricos de plantas de milho tratadas com Stimulate, inoculadas com Azospirillum
brasilense e submetidas a déficit hidrico em casa de vegetagao. Curitibanos (SC),
2014.

FV VR(cm?) MSR(g)  MSPA(g)  MST(g)
Bloco 0,13 0,90 0,32 0,60
Ambiente (A) 0,06" 0,44" 0,04" 0,21
Tratamento (T) 1,08 0,62"™ 0,03™ 0,09™
AxT 0,14" 0,13™ 0,1 0,11™
CV% 1,59 25,11 38,39 27,84
Média 158,04 0,48 0,38 0,86

FV: fonte de variagdo; CV: Coeficiente de variagdo; VR: volume radicular; MSR: matéria seca de raiz;
MSPA: matéria seca de parte aérea; MST: matéria seca total; ns: ndo significativo; * e ** significativo
p<0,05 e p<0,01, respectivamente, pelo teste F.
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia (valores de F) para teores de nitrogénio
de plantas de milho tratadas com Stimulate, inoculadas com Azospirillum brasilense
submetidas a déficit hidrico em casa de vegetagdo. Curitibanos (SC), 2014.

FV %NR  NR(mg) %NPA NPA(mg) %NS

Bloco 2,34 1,35 4,62 2,05 1,18
Ambiente (A) 4,07 1,58 3,03"™ 0,86™ 1,04"
Tratamento (T) 1,43" 1,06" 2,40™ 1,27™ 1,08
AxT 0,09" 0,03" 0,06" 0,01™ 0,99"
CV% 49,07 55,27 38,79 57,14 148,73

Média 2,11 9,84 3,25 12,10 0,79

FV: fonte de variagdo; CV: Coeficiente de variagcdo; NR%: porcentagem de nitrogénio em raiz; NR:
massa de nitrogénio em raiz; NPA%: porcentagem de nitrogénio na parte aérea; NPA: massa de
nitrogénio na parte aérea; NS%: porcentagem de nitrogénio no substrato; ns: nao significativo; * e **
significativo p<0,05 e p<0,01, respectivamente, pelo teste F.

Para a cultura do trigo, os parametros referentes as trocas gasosas foram
influenciados pelos ambientes testados (Tabela 4). Porém, assim como para a
cultura do milho (Tabela 1), os tratamentos aplicados as sementes nao influenciaram
0os parametros citados. A interacido entre os fatores também nao foi observada em

nenhuma das avaliagdes.
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia para as trocas gasosas (valores de F) de
plantas de trigo tratadas com Stimulate, inoculadas com A. brazilense e submetidas
a déficit hidrico em casa de vegetacao. Curitibanos (SC), 2014.

Assimilacao liquida de Carbono Transpiragao foliar
FV ODAE 4DAE 6DAE 8DAE ODAE 4DAE 6DAE 8DAE
Bloco 5,07 19,65 20,92 12,08 6 38,52 27,08 16,87

Ambiente (A) 19,12°  393™ 2665 1531 1251 6,03  3652° 1461
Tratamento (T) 3,20  0,69™ 0,16™ 0,47  0,24™  1,38™  247™  1,84™

AxT 0,57 0,56™ 1,71™ 0,82™ 1,45™ 0,38™ 0,09™ 2,64™
CV% 8,46 8,78 7,46 8,38 19,8 14,33 11,46 15,59
Média 23,17 34,86 21,33 22,66 7,19 7,12 5,94 5,96
Condutancia Estomatica Concentracgao interna de carbono
FV ODAE 4DAE 6DAE 8DAE ODAE 4DAE 6DAE 8DAE
Bloco 1,01 9,97 8,3 4,33 3,46 1,6 5,87 13,01

Ambiente (A) 14,73" 6,74 40,90 2524 4,75 3,41 17,017  3,88™
Tratamento (T) 0,31  0,96™ 1,08™ 0,0  0,1™ 0,70  0,74™  0,55™

AxT 0,62™  0,02™ 0,01™ 1,11™ 0,76™ 0,78™ 0,80™ 0,72™
CV% 24,79 21,17 14,83 18,43 13,4 6,34 5,31 7,8
Média 0,35 0,52 0,34 0,56 256,61 260,28 261,54 318,58

FV: fonte de variagao; CV: Coeficiente de variagdo; DAE: n° de dias apds a suspenséo da irrigagao; **
significativo a 1; * significativo a 5%.

Conforme apresentado na Figura 3, as plantas de trigo apresentaram
resposta a restricdo hidrica, observada através da redugao da assimilagcao liquida de
carbono, da condutancia estomatica e da transpiracao foliar. O fechamento parcial
dos estObmatos, observado através da diminuicdo da condutancia estomatica, e a
queda na taxa de transpiracdo, mais rapida que a queda na fotossintese, indica a
existéncia de mecanismos de adaptacéo das plantas ao déficit de agua no substrato
(OLIVEIRA et al, 2002).

A utilizacdo do substrato vermiculita + areia, aparentou ter uma redugao mais
rapida no teor de agua, onde ja na primeira avaliagdo apresentou diferencga
estatistica entre ambientes, porém as condi¢des climaticas, especialmente as baixas
temperaturas e alta umidade relativa do ar (dados nao apresentados), no periodo

das avaliagdes amenizaram a intensidade do déficit hidrico.
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Figura 3. Comparagao de médias para valores de assimilagdo liquida de carbono
(a), condutancia estomatica (b), concentragéo interna de CO; (c), transpiragao foliar

(d), em plantas de trigo submetidas a déficit hidrico em casa de vegetacao. ns: nio
significativo; * e ** significativo p<0,05 e p<0,01, respectivamente.

A analise de variancia para os parametros biométricos avaliados em plantas

de trigo (Tabela 5) apresentou efeitos significativos a 1% para os ambientes

testados, observando diferengas em matéria seca de raiz (MSR), matéria seca de

colmo (MSC), matéria seca de folha (MSF) e matéria seca de parte aérea (MSPA).
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia (valores de F) para os caracteres
biométricos de plantas de trigo, tratadas com Stimulate, inoculadas com A.
brazilense e submetidas a déficit hidrico em casa de vegetagado. Curitibanos (SC),
2014.

FV VR (cm®) MSR (g) MSC (g) MSF (g) MSPA (g) MST (g)
Bloco 3,02 0,27 4,98 14,72 9,45 2,67
Ambiente (A) 1,74 837" 517 10,83 824~ 1,62"
Tratamento (T) 2,80 0,87™ 0,02 0,13™ 0,05™ 0,49"
AxT 2,10 1,35 153™ 058™  1,13™ 1,05
CV% 2341 26,90 18,13 16,54 16,62 17,75
Média 16,54 1,42 0,58 0,53 1,12 2,54

FV: fonte de variagdo; CV: Coeficiente de variagdo; VR: volume radicular; MSR: matéria seca de raiz;
MSC: matéria seca de colmo; MSF: matéria seca de folha; MSPA: matéria seca de parte aérea; MST:
matéria seca total; ** significativos a 1%; * significativos a 5%.

Na Figura 4, observa-se que as plantas que passaram por déficit hidrico
apresentaram reducdo no crescimento da parte aérea (4c, 4e), e aumentaram o
desenvolvimento radicular (4a, 4b), ndo alterando a produgcédo de matéria seca total
(f). Esta resposta € uma estratégia para mitigar os impactos da falta de agua
(SANTOS; CARLESSO, 1998). Estudos de Da Costa et al. (2008) com maior
intensidade de estresse hidrico, observaram um menor crescimento radicular nos
tratamentos sob estresse, acarretado principalmente pela morte de raizes mais
velhas. Assim, pode-se afirmar que quando o estresse hidrico tem baixa intensidade,
e alta duracéo as planta conseguem minimizar os impactos deste, direcionando suas
reservas para um maior crescimento radicular, o que é confirmado por Santos e
Carlesso (1998). McCree e Fernandez (1989) destacaram que o decréscimo da
producao de area foliar, o fechamento estomatico, a aceleracdo da senescéncia e a
abscisao foliar como sendo as principais respostas de plantas ao déficit hidrico.
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Figura 4. Comparagdo de médias para os valores biométricos, volume radicular (a),
matéria seca de raiz(b), matéria seca de colmo (c), matéria seca de folha (d), matéria
seca de parte aérea (e), matéria seca total (f), em plantas de trigo submetidas a
déficit hidrico em casa de vegetagao. ns: néo significativo; * e ** significativo p<0,05 e p<0,01,
respectivamente.
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N&o houve efeito dos fatores de estudo para teores de nitrogénio (Tabela 6).
Contudo, vale ressaltar que esta avaliagdo apresentou coeficientes de variagao

elevados, que podem estar prejudicando a analise dos resultados.

Tabela 6. Resumo da analise de variancia (valores de F) para teores de nitrogénio,
de plantas de trigo, tratadas com Stimulate, inoculadas com A. brazilense e
submetidas a déficit hidrico em casa de vegetagdo. Curitibanos (SC), 2014.

%NR  NR(mg) %NPA  NPA(mg) %NS

Bloco 2,77 1,89 0,52 0,57 0,75
Ambiente (A) 0,11™ 2,60™ 0,40™ 1,20™ 0,82
Tratamento (T) 0,21 0,12" 0,43™ 0,35™ 0,46"
AxT 0,81™ 2,90™ 0,06™ 0,01™ 0,67™
CV% 40,64 49,01 92,47 85,02 29,41
Média 1,41 20,10 3,15 33,70 0,49

NR%: porcentagem de nitrogénio em raiz; NR: gramas de nitrogénio em raiz; NPA%: porcentagem de
nitrogénio na parte aérea; NPA: gramas de nitrogénio de parte aérea; NS%: porcentagem de
nitrogénio no substrato; ns: ndo significativo; ** significativo a 1; * significativo a 5%.

Castro et al. (1998), destacaram que o Stimulate® incrementa o crescimento
e o desenvolvimento vegetal estimulando a divisdo celular, a diferenciacédo e o
alongamento das células, também aumenta a absorgao e a utilizagdo dos nutrientes.
Estudos a campo de Dourado Neto et al. (2004) concluiram que o tratamento de
sementes de milho com Stimulate aumentou o rendimento de graos, didmetro do
colmo e numero de graos por fileira da espiga. Porém, no presente estudo nao foram
observadas nenhuma alteragao, nos parametros avaliados, nos tratamento contendo
Stimulate®.

A inoculagdo com A. brasilense, no presente estudo ndo influenciaram os
caracteres biométricos, o que concorda com estudos feitos a campo, por Didonet et
al. (1996), Didonet et al. (2000), e Gitti et al. (2012). Porém discorda de Perin et al.
(2003), que observou aumento de massa radicular e massa fresca da parte aérea
nos tratamentos com inoculacdo com Azospirillum, avaliando plantulas em
laboratério. Rodrigues et al. (2014) observou maior matéria seca em folhas de trigo
em plantas inoculadas com Azospirillum brasilense em cultivo protegido. De
Quadros et al. (2014), avaliou em condigdes de campo, hibridos de milho,

inoculados, com espécies de Azospirillum e observou que a inoculagcédo estimulou o
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desenvolvimento das plantas no periodo vegetativo. Dartora et al. (2013) em
condi¢cbes de campo observou incrementos em matéria seca com a inoculagao de A.
brasilense e H. seropedicae. Dos Reis Junior et al. (2008) em casa de vegetacgéo
observaram diferengca em massa seca de raiz. Campos et al. (1999), encontraram
respostas negativas a produgdo de matéria seca em trigo e aveia inoculadas com

Azospirillum em experimentos a campo testando um inoculante comercial.

N&o foi observado diferengas estatisticas para os teores de nitrogénio (Tabela
3 e Tabela 6), o que concorda com os trabalhos de Didonet et al. (1996), Didonet et
al. (2000), Campos et al. (1999) e Gitti et al. (2012).

A fixacao bioldgica de nitrogénio por A. brasilense é relatada em uma série de
estudos (RADWAN et al., 2005; HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2007; HUERGO,
2008; DOS REIS JUNIOR et al., 2008; MOREIRA, 2010; HUNGRIA, 2011), assim
como a produgdao de estimulos responsaveis por melhorar o desenvolvimento
vegetal, de maneira direta, através da producdo de hormdbnios como auxinas,
citocininas e giberelinas (TIEN et al., 1979; BOTTINI et al., 1988; REIS JUNIOR et
al., 2004; RADWAN et al., 2005; BARASSI et al., 2008; DARTORA et al., 2013) e de
maneira indireta estimulando a produgdo de hormdnios como acido jasmdnico por
plantas inoculadas (BELLONE; BELLONE, 2008; CASAN et al., 2013). Porém na
pratica o que temos é inconsisténcia de resultados, problema esse relatado por Reis
(2007), como sendo o maior obstaculo para a utilizacdo de Azospirillum em

gramineas.

Por mais que estudos in vitro confirmem o potencial do A. brasilense em
produzir hormdnios vegetais, se faz necessario mais estudos, que comprovem ou
nao a efetividade desses na promocao do crescimento vegetal. Pois a simples
producdo de horménios vegetais, ndo garante a absor¢ao e muito menos se serao

funcionais, favorecendo o metabolismo vegetal a campo.

A falta de padrdes nas respostas com a inoculagdo com Azospirillum, pode
estar ligada ao fato da interagdo entre bactéria e hospedeiro ser associativa, a néo
formacao de estruturas organizadas e a bactéria ndo depender da planta hospedeira
para sobreviver (MOREIRA, 2010; HUNGRIA, 2011), o que torna esta interagao
sensivel a variagdes na relagao entre solo, clima, planta e bactéria (GYANESHWAR
et al., 2002; DOBBELAERE et al., 2002; DE QUADROS et al. 2014). Sao
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necessarios mais estudos com objetivo de intender as interagcdes entre Azospirillum
e gramineas tornando mais claro seus efeitos, tornando possivel medidas de

adequagdes em seu uso agrondémico.
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5 CONCLUSAO

A biomassa e o acumulo de nitrogénio em plantas de milho e trigo ndo séao
afetados pela inoculagdo de sementes com Azospirillum brasilense, independente da

disponibilidade de agua em casa de vegetagéao.
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