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RESUMO

PEREIRA, José Anténio Ramos. Bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos
arbusculares em diferentes gendtipos de milho (Zea mays L.) . Lavras, UFLA, 1995.
60 p. (Dissertagdo - Mestrado em Solos e Nutri¢do de Plantas)*

O milho, um dos cereais mais plantados no mundo, € a base alimentar para milhdes de
pessoas e uma das espécies de planta mais estudada e melhorada, Pelo seu crescimento rapido,
apresenta elevada demanda de nutrientes, especialmente nitrogénio e fosforo; por isso pode se
beneficiar da associagdo com bactérias diazotroficas e da simbiose com fungos micorrizicos
arbusculares (FMA). O efeito da inoculagdo com esses microrganismos € no entanto, muito
variavel em fungdo de uma série de fatores, principalmente edaficos e da relacao planta-
microrganismos, ainda pouco estudados. No presente estudo avaliaram-se a ocorréncia de
bactérias fixadoras de nitrogénio e de FMA em diferentes genotipos de milho em condigdes de
campo, cultivados em solo sem adicdo de fertilizantes quimicos nitrogenados ou fosfatados. Os
genotipos de milho estudados foram escolhidos com base em suas caracteristicas contrastantes
quanto a exigéncia nutricional e ao grau de melhoramento genético, envolvendo quatro
genotipos ditos “criollos”, um selecionado para uso eficiente de nitrogénio (Nitrodente) e um
hibrido duplo comercial (XL 560).

Embora a associagdo micorrizica seja vista como inespecifica, foi possivel estabelecer
diferengas genotipicas na capacidade de se beneficiar da assoCiagdo com 0s microorganismos
estudados. Pode-se verificar diferengas entre os genotipos avaliados quanto ao numero de
esporos, densidade relativa de espécies e colonizagdo de raizes pelos FMA . assim como no
nimero de bactérias diazotroficas presentes em varias partes das plantas. Verificou-se
correlagdo entre o nimero de esporos de FMA antes do plantio e bactérias diazotroficas no
interior das plantas. Genotipos melhorados mostraram maior ocorréncia de bactérias

diazotroficas do interior da planta.

* Orientador: Romildo da Silva. Membros da Banca: Johanna Daobereiner, José Ivo Baldani e
José Oswaldo Siqueira.
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Isolou-se de raizes do genotipo Cravinho, uma estirpe de bactéria pertencente ao
género Burkholderia, a qual se encontra em fase de caracteriza¢do. Outros isolados do género
Burkholderia e da espécie B. cepacea so foram isolados de genotipos nio melhorados.
Obtiveram-se 25 isolados da variante natural de A. lipoferum, que usa sacarose e tem forma de
minhoca, sendo 9 isolados de colmo.

O genotipo Nitrodente apresentou maior produgio de massa seca da parte a€rea , peso
de graos secos e teores totais de N, P e K que os demais. Verificaram-se mudangas no
desempenho dos genétipos Cravinho e XL 560 para produgdo de massa aos 70 DAE em
relagdo a produgdo de grios avaliada aos 140 DAE. Os mesmos apresentaram mudangas na
percentagem de colonizagdo de forma oposta, ou seja, XL 560 teve aumentada sua
percentagem de colonizagdo micorrizica dos 40 DAE para os 105 DAE, ao passo que
Cravinho a teve diminuida na mesma propor¢ao, embora esta diferenca ndo tenha sido
significativa em Cravinho.

Conclui-se que o genotipo selecionado para o melhor aproveitamento de nutrientes
(Nitrodente), apresentou maior produtividade, sendo apropriado para sistema de baixo nivel
tecnologico, como as condigdes experimentais utilizadas, podendo vir a se beneficiar da
associagdo com os microorganismos estudados. Ao contrario, o genotipo geneticamente
melhorado para alto nivel tecnologico (XL 560), ndo conseguiu expressar seu potencial

produtivo, nas condi¢des do ensaio.



Summary

DIAZOTROPHIC BACTERIA AND ARBUSCULAR MY CORRIZAL FUNGI IN
DIFFERENT MAIZE GENOTYPES (Zea mays.)

Maize is one of the cereal crops most planted in the World, and the staple diet of millions of
people. It is probably the species most studied and improved amongst all cultivated crops.
Reports showing the effect of the inoculation of diazotrophic bacteria and arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) indicate the potential of this crop to obtain benefit from these associations, and the
importance of the selection of suitable macro and micro- symbiontes.

Different genotypes of maize were planted in two experiments in soils of medium fertility to
study the their performance in the maintenance of associations with nitrogen-fixing bacteria and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). The genotypes of maize used were selected on the basis of
their contrasting characteristics with respect to nutritional demand and genetic improvement.
There was a distinct relationship between the different species of AMF and their capacity to
colonise maize roots.

The cultivar Nitrodente showed the best results in terms of the accumulation of shoot dry
weight, dry weight of grain and total levels of N, P and K. Changes were observed in the
behaviour of the genotypes Caiano and XL 560 in terms of the dry matter production at 70 days
after germination (DAG), in relation to grain yield at 140 DAE, and the level of colonisation of
the roots by AMF at 40 DAE and 105 DAE in these genotypes. The same genotypes showed
changes in the colonisation of roots by AMF and the number of AMF spores in the opposite
manner, thus causing low production.

Although mycorrhizal associations are generally regarded as non-specific, it was possible to
establish genotypic differences in the capacity to benefit or not from the association with
themicro-organisms studied. Differences were observed between the genotypes studied in terms
of the numbers of spores, relative density of the species and root colonisation, with regard to the
AMF and the number of diazotrophs present in various parts of the plants. A correlation was
observed between the number of AMF spores in the soil before planting and the number of

diazotrophic bacteria in the interior of the plants. Improved genotypes showed greater recovery of
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diazotrophic bacteria in the interior of the plants. It was possible to recover an undescribed
species of bacteria of the genus Burkholderia sp. from roots of the genotype Cravinho. Isolates
from the genus Burkholderia and the specie B. cepacea were only isolated from the unimproved
genotypes Cravinho B. Esperanga and Caiano de Sobralia. It was found possible to recover 25
isolates of a natural variant of Azospirillum lipoferum, which uses sucrose and has a worm-like
form, their being 9 isolates from the stems.

It is concluded that improved genotypes, selected for good production in poor soils, or
efficient use of nutrients, could benefit from associations with the micro-organisms studied, in

contrast to genotypes bred to respond to high levels of fertilisation.



1. INTRODUCAO

As ultimas décadas foram marcadas por um aumento na demanda mundial por
alimentos e pelo desenvolvimento industrial dos paises subdesenvolvidos. O financiamento deste
desenvolvimento foi feito pela poupanga externa, o que impunha uma série de pré-requisitos as
nagbes que o pleiteavam. Os programas e projetos governamentais, praticados ou financiados
pelos paises desenvolvidos na area agricola incentivavam a utilizagdo de linhagens altamente
responsiveis aos fertilizantes produzidos cada vez em maior escala. A chamada Revolugio Verde
baseou-se na maior produgio por area como a resposta técnico-cientifica para o problema da
fome. Se por um lado este modelo garantiu aos paises desenvolvidos produgdo elevada e
excedentes exportaveis, nio eliminou o problema critico da fome na maioria dos continentes e
levou a dependéncia das industrias de fertilizantes e defensivos quimicos e das companhias de
sementes. Nao € de se estranhar que hoje, as maiores companhias transnacionais da irea quimica
(fertilizantes e defensivos) tornaram-se proprietérias de varias empresas de produgdo de sementes.
Uma companhia alema, por exemplo, comercializa sua propria marca de sementes de SOrgo,
empacotada junto com trés produtos quimicos, um dos quais serve para proteger a semente de
sorgo da propria companhia contra os efeitos do seu principal herbicida (Hobbelink, 1990).
Porém, estdo esgotados a curto prazo as possibilidades de avango no nivel de produtividade das
culturas de maior importéncia, nio sé pelo alto custo financeiro, como também pela poluigdo
causada pela aplicagio de altos niveis de adubagdo. A crescente preocupac¢do com a degradagdo
do meio ambiente e a consciéncia da necessidade de racionaliza¢io do uso dos recursos naturais
deram novo enfoque & agricultura, onde ecologia e sustentabilidade sio as palavras de ordem.

Os solos no Brasil sio em sua maioria deficientes em nitrogénio e fosforo
disponivel. Além disso, as caracteristicas edafoclimaticas e dos adubos aplicados levam sempre a
perdas por fixago , volatilizagdo e lixiviagdo. Na rizosfera, os coloides do solo, os exsudados de
plantas e os microrganismos formam uma regido tampdo (a matriz) que faz a comunicagdo entre a

planta e o solo. A introdugio de nutrientes no sistema solo-planta por processos biologicos é uma



das formas de suprir a reserva quimica do solo. As associages simbioticas nesta regido participam
ndo so da nutrigio da planta por mudangas na disponibilidade de nutrientes, mas também na
incorporagdo dos mesmos ao sistema, caso das micorrizas em relagio ao P e das bactérias
diazotroficas em relagio ao N (Frey & Schiiepp, 1992).

O milho € um alimento de consideravel importancia para milhdes de pessoas, sendo
que na América de Sul, Asia e Africa muitas vezes representa a principal fonte alimentar. O milho
fornece 15% da proteina e 19% das calorias produzidas pelas culturas alimentares (Pandey et al
1995). Além da redugio na produgdo causada por doengas, insetos e plantas daninhas, deficiéncias
de nitrogénio e fosforo, toxidez de aluminio ¢ também excesso ou falta de agua no solo sio
fatores comumente limitantes a produtividade do milho. Todos esses estresses ocorrem com maior -
severidade nas regides tropicais, os quais sdo agravados por problemas socio-econdmicos.
Convém ressaltar que mais de 80% da producido de milho no Brasil é oriunda de regides com
algum tipo de estresse ambiental, onde mais de 70% dessa produgdo € realizada por pequenos e
medios agricultores, envolvendo uma area superior a 3 milhdes de hectares na América do Sul
(Pandey et al, 1995). O potencial de utilizagdo da cultura do milho associada & micorrizas e as
bactérias diazotroficas tem sido objeto de varios estudos (Fernandes et al, 1987, Pereira e Baldani,
1995), porém a influéncia de genotipos sobre estas associacdes tem sido pouco relatado.

Em relagdo a nutrigdo, sabe-se que existe uma ampla variagio entre genotipos
quanto a reagdo a estresse, sendo esta tolerincia um carater complexo, envolvendo muitos
mecanismos fisiologicos diferentes e nio totalmente entendidos (Sullivam e Blun, 1970). Plantas
mais eficientes no aproveitamento de nutrientes sdo aquelas que sob determinada condigio
nutricional , normal ou adversa, conseguem absorver, translocar, acumular e utilizar melhor os
nutrientes para produgio biologica ou econdmica. A associagdo de plantas com microrganismos é
apontada como possivel mecanismo de tolerancia a diversos fatores adversos da produgdo
(Furlani e Furlani,1989). A absor¢io e uso de minerais pelas plantas sio geneticamente
controlados, podendo ser manipulados no intuito de se obter genotipos adaptados a diferentes
condi¢cdes de estresse mineral, através de selegdo e melhoramento genético. Entretanto, os
programas de melhoramento de plantas raramente consideram 0 papel dos microrganismos
estudados neste trabalho. Embora diferentes respostas de plantas a diferentes elementos minerais
possam elucidar alguns problemas nutricionais e auxiliar no desenvolvimento de métodos de

utilizagio de plantas com maior eficiéncia no aproveitamento de nutrientes, ha necessidade de



determinar os possiveis efeitos dos FMA e das bactérias fixadoras de nitrogénio em cada
hospedeiro e solo antes do plantio, para aumentar o potencial de beneficio destes microrganismos,
pela eficiéncia de utilizagio do hospedeiro (Espinoza-Victoria et al, 1993).

Plantas associadas a FMA mostram respostas a inoculagio que vdo desde a
simbiose mutualista & parasitica (Smith ; Muscatine e Lewis, 1969). No caso da simbiose com

bactérias ﬁxadoras de nitrogénio, o microsimbionte tem acesso ao nitrogénio gasoso (N2) que fica

disponivel para a planta. Considerando as associagdes simbioticas biotroficas 0s maiores drenos
sao carbono e nitrogénio (aminodcidos), embora todos os nutrientes requeridos pelos fungos
sejam supridos pela planta (Smith & Smith, 1990). As bactérias fixadoras de nitrogénio e os
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) participam, juntos ou separadamente em processos até de
sobrevivéncia do hospedeiro, como no trabalho de Mosse (1972), quando plantas de Paspalum
notatum so sobreviviam em condigio de casa de vegetacao, quando inoculadas com FMA. A
associagdo Paspalum notatum cv batatais X Azorobacter paspali ja havia sido caracterizada como
muito especifica por Débereiner (1966).

As micorrizas s3o consideradas efetivas quando estimulam o crescimento do
hospedeiro (Abbott e Robson, 1981), sendo este estimulo normalmente encontrado em niveis
intermediarios de P (Bethlenfalvay ; Bayne e Pacovski, 1983), aparentemente resultado do
aumento do fluxo de P causado pelo fungo. Porém, a énfase dada ao P mascara outros efeitos dos
FMA, normalmente mencionando-se apenas a relagdo custo-beneficio da associagdo (Raju et al,,
1990). Ja que diferengas genotipicas em absorgdo de nutrientes sio bem documentadas (Clark,
1983) e tratando-se de um fator biolégico com potencial para afetar a eficiéncia de utilizagio de
diversos nutrientes, é razoavel supor-se que micorrizas poderiam estar envolvidas nestas
diferengas genotipicas, ja que o desenvolvimento de infe¢do micorrizica esta sob controle genético
da planta (Smith; Robson e Abbott, 1992). De fato, estudos recentes relatam diferencas
marcantes para coloniza¢do de raizes entre milho hibrido e milho nativo na Espanha (Quintero-
Ramos et al, 1993), com milho nativo apresentando maior taxa de colonizagdo de raizes que o
hibrido, embora diferentes endofitos tenham sido mais importantes que a intensidade de
colonizagio na resposta do hospedeiro. Menge et al (1978) encontraram mediagio do hospedeiro
no efeito do P na colonizagio pelo fungo e os dados de Toth et al (1984) sdo conflitantes quanto
a performance de hibridos e genétipos nio melhorados em relagdo a colonizagdo por FMA, se

comparados aos de Quintero-Ramos et al. (1993).



S0 poucos os trabalhos disponiveis com a cultura do milho em relagdo a genétipos
€ sua associagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio. Porém, alguns resultados sobre a atividade
de enzimas envolvidas no metabolismo do N e na fixagdo biologica (Baldani; Blafia e Débereiner.,
1979, Bilow e Débereiner, 1975, Débereiner e Solomone, 1995; Machado et al, 1992; Machado e
Magalhaes, 1995, Magalhies e Machado, 1995, Pereira et al, 1976) representam os primeiros
passos para um trabalho de selegdo de materiais mais promissores para utilizagio em programas de
melhoramento da cultura do milho associada a bactérias fixadoras de nitrogénio. A excegdo de
Débereiner e Solomone (1995), nenhum destes trabalhos considera a populag¢io ou os efeitos dos
microorganismos.

Considerando a necessidade de expansio da agricultura para areas com solos de
baixa fertilidade, o uso mais eficiente dos insumos, o alto custo relativo a fertilizaciio e a exaustiio
das fontes de matéria prima, o presente trabalho teve como objetivos avaliar a ocorréncia de
micorrizas arbusculares e de bactérias fixadoras de nitrogénio em genotipos de milho melhorados e
ndo melhorados e identificar genotipos com maior potencial para aproveitamento em programas
de selecdo de plantas que utilizem (ou a0 menos considere) os microrganismos economizadores de
nutrientes. A utilizagio destes microorganismos no aumento da disponibilidade e na adicdo
biologica de nutrientes ao sistema solo-planta (caso dos FMA e das bactérias fixadoras de
nitrogénio), representa a curto prazo a possibilidade de obter-se produtos de qualidade a baixo
custo, com reflexos na melhoria da qualidade de vida e do meio ambiente e ainda a base para uma

sociedade mais justa com seus pares e com a propria natureza, através da agrobiologia.



2. REVISAO DE LITERATURA

A maioria dos programas de melhoramento de plantas que visam aumentos de produgio
(também outros que ndo os especificamente relacionados a nutrigio de plantas) utilizam altos
niveis de fertilizantes. Nestas condigbes a coloniza¢io por microorganismos economizadores de
nutrientes e seus efeitos no hospedeiro sdo minimos ou antagOnicos, geralmente nio sendo
considerados ou monitorados. O material melhorado torna-se portanto excelente produtor de
fotossintatos, apresentando crescimento inicial vigoroso. Porém, descarta-se a possibilidade de se
identificar genétipos que obtenham rapida infe¢do e colonizagiio, sendo a resposta positiva
anulada ou ignorada (Krishna et al., 1985). O potencial de utilizagdo dos microrganismos
estudados neste trabalho, no desenvolvimento e nutrigdo mineral das plantas, precisa ser
considerado em programas de melhoramento para maximizar a eficiéncia de utlllzacao de
nutrientes em culturas que demonstrem variabilidade na colonizagio ou na resposta a infegdo. Se
0s mesmos ndo sdo considerados nestes trabalhos, o potencial de utilizagdo desta variabilidade
pode ser perdido, eliminando um forte aliado na melhor utilizagdo da inoculagio na nutrigdo das
plantas. De fato, Hobbelink ( 1990) e Altieri (1989), mostram um cenario obscuro para os nio
detentores de tecnologia ou capital, a exemplo do que ocorreu em varias regides do terceiro
mundo, que doaram germoplasma de seus melhores genotipos de varias culturas para obtencio de
hibridos; hoje sobrevivem de doagdes do alimento diretamente ou através de sementes, melhoradas
para outro ambiente, ou que perderam importantes caracteristicas devido ao modelo utilizado para
sua obtengdo. Hoje, volta a existir uma preocupagdo em relagio ao resgate de plantas alimentares
de populagdes nativas. Em milho, estas populagdes sdo chamadas “criollo” e se caracterizam pela
utilizacdo de poucos insumos e pela forma doméstica como s30 selecionados manualmente dos
melhores exemplares da ultima colheita para plantio da proxima, considerando seu tamanho, forma
e cor. Embora sejam consideradas plantas domesticadas, espera-se que o milho “criollo”, tenha
respostas diferenciadas das novas variedades com alta produgdo em resposta a fertilizagdo,

irrigacdo e praticas agricolas (Gavito & Varela, 1995).



2.1- Bactérias diazotréficas

As plantas assimilam nitrogénio do solo principalmente nas formas de NO3- e NHy4™,

podendo também ser fixado da atmosfera, forma esta utilizada apenas por alguns tipos de
bactérias. As bactérias fixadoras de nitrogénio, através da nitrogenase (complexo enzimatico que
exige energia na forma de ATP) catalisam a redugio do nitrogénio molecular para aménio que é
assimilvel pelas plantas. O nitrogénio € transportado nas plantas na forma de aminoacidos. Em
gramineas, tais como o milho, a glutamina ¢ a via preferencial. Nas leguminosas, a redugio do
nitrogénio para aménio (FBN) ocorre principalmente nas raizes, dentro de estruturas visiveis,
formados pela simbiose com bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium.

Nas gramineas niio ocorre a formagdo de estruturas visiveis nas raizes. No entanto, durante as
ultimas décadas, acumulou-se um grande nimero de evidéncias relatando a presenga de bactérias
fixadoras de nitrogénio associadas as raizes de gramineas e mais recentemente no interior de
colmos e folhas, com a demonstracdo de habitat preferencialmente endofitico de alguns géneros
(Dabereiner, 1992 a e b; Dobereiner & Baldani, 1995; Koepler & Beauchamp, 1992). . -

Diferentes bactérias heterotroficas que fixam nitrogénio tém sido isoladas de raizes e
rizosfera de varias gramineas. No entanto, a identificacio de bactérias responsaveis pela fixagio de

Nj requer a demonstragio de interagdes que justifiquem a-distingdo entre um convivio ocasional e

uma associagdo simbiotica (Débereiner, 1979). Entre as bactérias fixadoras de nitrogénio que se
associam com gramineas, as do género Azospirillum sio as mais bem estudadas. Isto se deve
principalmente ao fato de ter sido isolada da cultura do milho por Biilow e Débereiner (1975) que
relataram um alto potencial de fixagdo de nitrogénio deste cereal. Uma interagdo muito especifica

entre uma bactéria fixadora de Ny e uma planta, é a associacdo entre Azotobacter paspali e

Paspalum notatum descrita por Dobereiner (1966). Trabalhos posteriores, mostraram que
ecologicamente essa bactéria se associa principalmente ao ecotipo Paspalum notatum cv batatais
(Débereiner, 1970). A atividade da nitrogenase, associada com a cultivar batatais ¢ muito maior

do que em outras variedades de gramineas (Dobereiner; Day e Dart, 1972).

A primeira espécie de Azospirilum sp foi isolada em 1925 por Beijerinck. Por apresentar

forma espiralada, em meio de cultivo contendo glicose e manitol, Beijerinck (1925) considerou



esta bactéria como do género Spirillum sendo posteriormente chamada de Spirillum lipoferum
(Beijerinck, 1925). Baseado em diferengas fisiologicas , morfologicas e de homologia de DNA-
RNA, Tarrand; Krieg e Débereiner ( 1978) reclassificaram a espécie Spirillum lipoferum, criando
um novo genero, Azospirillum, com duas novas especies: Azospirillum lipoferum (Sin. Spirillum
lipoferum) e Azospirillum brasilense. Mais tarde trés outras espécies foram descritas: A.
amazonense (Magalhaes et al, 1983), A. halopraeferans (Reinhold et al, 1987) e A. irakense
(Khammas et al, 1989).

Espécies de Azospirillum spp sio encontradas em associagdes com raizes de milho (Bilow
e Dobereiner, 1975; Ohara; Davey e Lucas, 1981), Digitaria decumbens (Dobereiner e Day,
1975), trigo (Baldani; Baldani e Dabereiner, 1983), arroz (Watanabe et al, 1979; Heulin et al.,
1989, Khammas et al, 1989), sorgo (Lakshmi et al., 1977) e varias outras gramineas forrageiras e
cereais, além do solo. Azospirillum Spp colonizam a superficie da raiz de gramineas (Bashan e
Levanony, 1987; Gafny et al, 1986; Patriquin ; Débereiner e Jain, 1983; Umali-Garcia et al, 1980),
o interior do cortex da raiz de cereais (Levanony et al., 1989: Patriquin e Débereiner, 1978) e no
interior das plantas de milho (Magalhaes; Patriquin e Débereiner,1979). Pode ser isolada de solos
cultivados com gramineas de regides temperadas (Reynders e Vlassak, 1976; Sloger e Owens.
1978) e tropicais (Day e Dobereiner, 1976: Khammas et al, 1989; Magalhdes et al. 1983;
Reinhold et al, 1987). No entanto a maior parte dos investigadores considera que este
microrganismo tem especial importancia nos tropicos (Neyra e Dobereiner, 1977). Dobereiner :
Mariel e Nery (1976) citam que Azospirillum foi isolado em menos de 10% das amostras de solo

de rizosfera e raizes de regives temperadas. Em contraste, mais de 50% das amostras de regioes

_— cis X , ; £ £
tropicais foram positivas. Nestas regioes, numeros na faixa de 10° a 10 células de Azospirillum
por grama de raizes ou solo podem ser encontrados durante o ciclo vegetativo de milho e Sorgo

(Débereiner, 1977).

Durante contagens de Azospirillum em raizes de cereais, Baldani (1984) observou a
ocorréncia de um organismo pequeno e vibroide, ndo sendo identificado como nenhuma das
especies até entdo descritas. Com base em estudos genéticos de homologia de DNA, foi proposto
um novo género com uma espécie, Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al, 1986). Recentes
analises de DNA:RNA, mostraram que Pseudomonas rubrisubalbicans, bactéria causadora de

estrias mosqueadas na cana de acucar deve ser incluida neste género (Gillis et al, 1990). Pimentel
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et al (1991) observaram que existem algumas caracteristicas fisiologicas idénticas entre essas duas
bactérias. Porém, estirpes de Herbaspirillum seropedicae nio mostraram patogenicidade em cana
de agticar, quando inoculadas artificialmente na variedade B-4362, citada como susceptivel a estria
mosqueada (Galli et a, 1980). Em trabalho posterior, Baldani et al, (1992) utilizando meio semi-
solido (JNFb) mais especifico para o crescimento de Herbaspirillum seropedicae, concluiram que
a ocorréncia desta bactéria nio ¢ restrita aos cereais, sendo reisolada de algumas gramineas
forrageiras e cana-de-agiicar. Foi verificada uma baixa capacidade de Herbaspirillum seropedicae
sobreviver no solo sem a planta, sugerindo tratar-se de uma bactéria com caracteristicas endofitas
(Débereiner et al, 1993).

Utilizando meio semi-solido e tendo caldo de cana como componente, Cavalcante &
Débereiner (1988) isolaram uma nova bactéria, descrita por Gillis et al (1990). Denominada
Acetobacter diazotrophicus, esta bactéria cresce e fixa nitrogénio com até 30% de agucar (6timo
de 10%) e pH até 2.5 (6timo de 5.6). Nio reduz nitrato e com isto é capaz de fixar nitrogénio em
meio com altas concentragGes de NO;. Assim, o nitrato assimilado pelas plantas nio compete com
0 processo de fixagdo de nitrogénio, fato que nas associagdes com outras bactérias fixadoras de
nitrogénio, e mesmo com as leguminosas, pode ser potencialmente limitante (Boddey et al, 1990).
Acetobacter diazotrophicus ocorre como endofita nas raizes, no colmo e também nas folhas de
cana-de-aglcar e é disseminada principalmente pelos toletes. Esta bactéria nio foi encontrada em
plantas propagadas por Sementes, parecendo ser especifica para algumas espécies ricas em
agucares e que sio propagadas vegetativamente (Boddey et al, 1990). Evidéncias desta
caracteristica endofitica sdo bem ilustradas em trabalhos de Dobereiner et al (1993), que
verificaram a ocorréncia de numeros altos desta bactéria nos colmos e na palha de cana-de-aglcar

em decomposigio.

Foi estimado um potencial de fixagdo biologica em milho de até 2 kg N.ha™ dia-' (Balow
& Daébereiner, 1975) e em Paspalum notatum cv batatais de 90 kg N.ha"'.ano-' (Débereiner ; Day

e Dart, 1972). Mais recentemente, a técnica c}a diluigdo isotopica de 15N (Macauliffe et al, 1958)
comegou a ser utilizada para medir a fixagdo biologica de nitrogénio durante todo o ciclo da
cultura. Foi demonstrado que a fixagdo biologica de nitrogénio pode contribuir com até 20-40%
(10 kg N.hamés) do N total acumulado em Paspalum nowatum, Brachiaria decumbens,

Brachiaria humidicola e alguns ecotipos de Panicum maximum (Boddey et al, 1983 ab; Boddey
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e Victoria, 1986; Miranda e Boddey, 1987, Miranda; Urquiaga e Boddey , 1990). Lima ; Boddey

e Dobereiner, (1988) em experimento de balango de nitrogénio com solo marcado com !5N

mostraram que a variedade de cana de agucar CB 47-89 acumulou muito mais matéria seca e
nitrogénio (25 g N planta-1) do que as outras, indicando que esta variedade acumulou o

equivalente a 150 kg N ha-! derivado da fixago biologica de nitrogénio. Até o momento, apenas
em cana-de-aglcar, gramineas forrageiras tropicais e arroz irigado tem sido mostrado

significativo ingresso de N proveniente da fixagdo biologica de N2. Evidéncias de que outros

cereais obtém N proveniente da fixagdo biologica nio sdo consistentes e os dados disponiveis sdo

insuficientes (Boddey e Débereiner, 1988).

Embora um numero consideravel de trabalhos mostrem aumentos significativos do
conteiido de nitrogénio na planta proveniente da inoculagio com Azospirillum sp (Pereira e
Baldani, 1995), varios resultados colocam em duvida se todo N incorporado as plantas provém da
fixagdo biologica. Kapulnik et al (1985) e Boddey e Débereiner (1988), observaram que a

inoculagio com Azospirillum Sp proporcionou um acumulo de nitrogénio e maior produgio de

trigo. Porém, pela técnica da dilui¢3o isotopica de 15N, foi constatado que o incremento de
nitrogénio nio foi devido a fixag@o biologica de nitrogénio, e sim a produgdo de fito-horménios,
como IAA, induzidos pela bactéria ( Tien; Gaskins e Hubbell, 1979; Jain e Patriquin, 1984 ). Pela
mesma técnica e utilizando plantas de trigo inoculadas com estirpes homologas de A. brasilense
mutante negativa para atividade da Redutase do Nitrato (RN..) foi demonstrado que o aumento
na incorporagdo de N foi causado pelo aumento da assimilagio de nitrato e nio devido a fixagdo
biologica de nitrogénio (Boddey e Vitoria, 1986; Ferreira ; Fernandes e Dabereiner, 1 987). O
aumento da area de superficie das raizes inoculadas, proporcionando uma melhor absor¢do de
nutrientes e agua pelas plantas (Kapulnik et al, 1982; Okon,1985) também ¢ citado como um dos
fatores responsaveis pelos resultados que mostram beneficios da inoculagio com bactérias

fixadoras de nitrogénio.

_
Para que o potencial de fixa¢io de N, seja expressado e haja estabelecimento da bactéria, é '

necessario que a estirpe inoculada seja mais competitiva e especifica que os microorganismos

nativos (Garcia de Salamone, 1993; Pereira et al, 1988; Pereira e Baldani, 1995). Estudos '

realizados por Débereiner (1982) mostraram a importincia do uso de estirpes especificas de

Azospirillum para se obter um efeito benéfico no estabelecimento da bactéria na raiz da planta
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hospedeira. A importancia da seledo de estirpes ficou ainda mais evidenciada pelos resultados
obtidos por Baldani ; Baldani e Dobereiner (1987) com trigo sob condigdes de campo. Somente as
duas estirpes originalmente isoladas de raizes esterilizadas de trigo (estirpes homologas), A.
brasilense Sp 245 e SP 107, estabeleceram-se nas raizes, responderam consistentemente melhor a
inoculagdo e aumentaram significativamente o N total acumulado na parte aérea. Outros
resultados confirmaram um melhor estabelecimento de estirpes homélogas: Sp 245 e Sp 107 em
trigo e A. lipoferum S82 em sorgo (Baldani et al, 1986, 1987; Pereira et al. 1988). Em Israel,
respostas positivas a inoculagdo foram observadas mesmo com estirpes heterologas de
Azospirillum brasilense Cd em trigo (Bashan e Levanony, 1987; Kapulnik et al, 1985), milho

(Kapulnik et al, 1982) e sorgo (Kapulnik et al, 1981).

Por outro lado resultados recentes de Débereiner e Solomone (1995), em experimento de
campo com a cultura do milho, destaca um grupo de genotipos, que, teve a atividade da RN_...
reduzida (até -46 %) e alto incremento na produgdo de graos (até 94 %) em relagdo as plantas ndo
inoculadas. Embora este grupo de genotipos tenha apresentado redugdo na atividade da RN_..
causada pela inoculagdo, tiveram a mais alta taxa de formagao de NO, , mostrando alta RN, .
Este mesmo grupo de genotipos apresentou os menores valores para producdo de grdo, nio
levando a resultados conclusivos. Neste trabalho, os dois genotipos mais produtivos, tiveram sua
produgdo de graos reduzida pela inoculagao, embora apresentassem maior indice de colheita para
N e maior RN.... . Outro grupo de genotipos teve reduzida RN.,.., , quando da inoculagdo com
uma mistura de seis estirpes de A. lipoferum, sendo sempre positiva a resposta na produgdo de
graos, que variou significativamente de 20 a 94% _ Os autores indicam uma rota alternativa, via
hormonio, para relatar o efeito diferenciado da inoculagdo a campo de Azospirillum nos genotipos
de milho, com base nas amostragens feitas aos 40 dias, no campo. Infelizmente, ndo sido
fornecidos nivel de fertilidade ou da atividade da nitrogenase, para compara¢io com os dados de

Baldani ; Blana e Dobereiner (1979).



2.2.- Fungos micorrizico-arbusculares

O fésforo é um dos macronutrientes exigidos em menores quantidades pelas plantas, ndo
obstante isso, trata-se do elemento mais usado na adubagdo no Brasil (Raij, 1987). Assim, a baixa
disponibilidade de P representa um dos problemas agrondmicos mais sérios nos tropicos umidos,
onde predominam solos acidos (oxisolos e ultisolos) com elevados teores de oxi-hidroxidos de
ferro e aluminio como também de caulinita, os quais fixam grande quantidade de P. Nestas
condi¢des, sdo necessarias enormes quantidades de fertilizantes fosfatados para corrigir a
deficiéncia deste elemento.

A maior eficiéncia na absor¢io de P por plantas micorrizadas se deve basicamente a
exploragio de um volume maior de solo e ao movimento de P mais rapido nas hifas fingicas do
que no solo (Bolan, 1991). Plantas micorrizadas apresentam um aumento na absor¢io de fontes
pouco soluveis como fosfatos de ferro e aluminio e rochas fosfatadas, possivelmente pelo
deslocamento do equilibrio das reagoes de fixagdo de P (Bolan, 1991).

As micorrizas arbusculares sio associages entre raizes de plantas vasculares e fungos da
Ordem Glomales (Morton e Benny, 1990). Nesta associagdo, o macrosimbionte (planta) e o
microsimbionte (fungo), se interrelacionam de forma dinamica e com perfeita interagdo
morfologica e fisiologica . A penetragio e colonizagdo do fungo nas raizes da planta hospedeira,
resultam em modificagdes na fisiologia, bioguimica e nutri¢do da planta hospedeira, exercendo
enorme efeito sobre o seu comportamento (Siqueira e Franco, 1988). Os efeitos benéficos das
associagdes com fungos micorrizico-arbusculares (FMA) sobre a planta hospedeira, ja estio
amplamente demonstrados na literatura (Mosse, 1973; Sanders ; Mosse e Tinker, 1975, Siqueira e
Franco, 1988; Sieverding, 1991). Destaca-se especialmente o aumento na absor¢io de fosforo
(Mosse, 1973; Bolan, 1991).

A colonizag¢do de uma planta micotrofica se da a partir de propagulos infectivos presentes
no meio de crescimento do vegetal. Estes podem provir de esporos, micélio externo e ou interno
(raizes infectadas contendo vesiculas ou clamidosporos). Como os FMA sdo de ocorréncia

generalizada na maioria dos solos, para que uma planta responda a inoculagio com um
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determinado inoculo, o solo devera ter um baixo potencial de inoculo, ou alternativamente que
ocorram espécies menos efetivas em promover o crescimento das plantas do que o fungo

introduzido (Abbott e Robson, 1982).

Varias metodologias vém sendo empregadas usualmente na avaliagio da ocorréncia dos
fungos MA. Estas incluem: (a) extrac@o e contagem de esporos (Gerdemann e Nicolson, 1963);
(b) taxa e comprimento de raizes colonizadas (Giovanneti e Mosse, 1980), (c) estimativa da
densidade de propagulos infectivos (esporos, hifas e raizes colonizadas) presentes no solo,
utilizando a técnica do numero mais provavel (NMP; Porter, 1979). A percentagem do
comprimento de raizes colonizadas ou a percentagem de raizes colonizadas, sdo tradicionalmente
utilizados como método de avaliagdo da micorrizagdo (Schwab . Menje e Tinker, 1991), embora
nao seja um parametro consistente quando correlacionado a outros valores (Vierheilig e Ocampo,
1991).  As maiores criticas feitas aos métodos mais utilizados, devem-se ao fato de que esta
medi¢do depende de ambos, do fungo e da taxa de crescimento das raizes (Schwab; Menje e
Tinker, 1991) e mais, pelo fato de ser uma avaliagdo pontual, normalmente feita em uma inica
€época e pela destrui¢io das plantas. Outra consideracio a ser feita é o tempo que os segmentos de

raizes se mantém infectados (Buwalda et al, 1982) e a flutuagio destas taxas.

Um perfeito entendimento da ecologia das espécies de FMA € necessario para um melhor
aproveitamento desta simbiose, principalmente em sistemas agricolas de baixos insumos (Dodd e

Jeffries, 1986; Siqueira e Saggin, 1995).

O beneficio advindo das associagdes micorrizicas é dependente de uma interagdo entre o
sistema radicular da planta hospedeira com os fungos em determinadas condi¢des edafoclimaticas.
Assim, em um determinado local (solo) pode ocorrer uma populagio de FMA nativos com
endofitos eficientes ou nio. Respostas a inoculagido ocorrem quando a populagio nativa ¢
ineficiente e/ou o potencial de inoculo seja baixo (Abbott e Robson, 1982). Como foi mostrado
por Howeler e Sieverding (1983), nos locais onde ocorria uma populagdo de FMA efetiva e com
alto potencial de indculo, nio havia resposta a inoculagdo com Glomus manihotis. Mesmo
quando foram utilizadas diferentes fontes e niveis de material de inoculo, a inoculagdo com fungos
desta espécie em outro local onde o potencial de indculo era baixo e a populagdo era composta
por especies ineficientes, a inoculagdo promoveu um significativo aumento na produtividade da

mandioca até um nivel intermediario de 100 kg de P por hectare (Howeler e Sieverding , 1983). O
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conhecimento da densidade de propagulos infectivos, capacidade infectiva e efetividade dos
fungos FMA nativos é fundamental para o desenvolvimento de estudos sobre ecologia e manejo
destes fungos, bem como para auxiliar na introdugdo de fungos exoticos ao sistema. quando for

necessario (Abbott e Robson, 1991).

Espinoza-Victoria et al (1993) sugerem que ha necessidade de determinar os possiveis
efeitos dos FMA e das bactérias fixadoras de nitrogénio em cada hospedeiro e solo antes do
plantio, para aumentar o potencial de beneficio destes simbiontes, pela eficiéncia de utilizacio do
hospedeiro, embora informagdes sobre diferentes respostas de plantas a diferentes elementos
minerais possam elucidar alguns problemas nutricionais e auxiliar no desenvolvimento de métodos
de utilizagdo de plantas com maior eficiéncia de utilizagdo de nutrientes. No mesmo trabalho sio
demonstrados niveis de N aumentados pela inoculagdo (baixo N no solo), mostrando que o fungo
modifica o estado nutricional em um mesmo solo e que o hospedeiro modifica os efeitos dos
fungos. Estes resultados foram obtidos com plantas melhoradas (hibridos) e nativas na cultura do
milho. Em solo com alto P, foram obtidos niveis de P menores quando inoculados com Glomus
etunicatum do que no controle nio inoculado, nos genétipos hibrido e nativo. Embora este parega
basicamente um efeito de diluicao pelo maior crescimento da planta devido a maior quantidade
de N disponivel ( ja que P ndo era limitante ) existem variagdes dentro de uma mesma especie
(milho), podendo em alto P a resposta ser positiva ou negativa (Bertheau ; Gianinazzi Pearson e
Gianinazzi, 1980). Plantas associadas a FMA diferem quanto ao efeito destes fungos, variando de
uma simbiose parasitica a mutualistica (Dhillion e Ampornpan, 1992). Enquanto o aumento no
crescimento de plantas associadas a FMA ¢ direta ou indiretamente atribuido a fatores nutricionais
(Hayman, 1983), os efeitos depressivos causados pela colonizagdo destes fungos, sdo atribuidos a

competicdo hospedeiro/fungos por carbohidratos (Buwalda e Goh, 1982).

Dados da literatura atribuem a algumas espécies de FMA uma seletividade preferencial
entre as espécies de uma determinada populacio dos FMA e os macrosimbiontes (Mcgonigle e
Fitter, 1990; Schenck e Kinlock, 1980; Mosse; Stribley e Le Tacon, 1981 ). Esta seletividade sofre
influéncia direta das condigdes edafoclimaticas e dos tratos culturais (Sieverding, 1989). As
plantas diferem também quanto ao beneficio desta simbiose sendo classificadas entre micotroficas
obrigatorias e facultativas. Ja as ditas nio micotroficas representam um grupo bastante limitado

(Siqueira e Franco, 1988). Janos (1980) teoriza que o predominio de certas espécies vegetais em



14

um ecossistema ¢ influenciado por esta caracteristica simbiotica dos fungos com os diversos
vegetais, sendo também dependente do nivel de fertilidade do solo e da presenga destes endofitos
no local. Assim, diversas culturas de importancia econémica s6 se desenvolvem em condigdes
naturais em associagio efetiva com estes fungos, tais como: mandioca, citrus, alho, cebola, kudzu,
estilosantes (Yost e Fox, 1979, Lopes et al 1983). O desenvolvimento da associa¢do micorrizica
esta sob controle genético da planta (Smith ; Robson e Abbott, 1992) e a resposta do crescimento
da planta & micorrizagio depende da planta, do fungo e do ambiente e solo. Para aumentar a

eficiéncia desta associagio deve-se manipular um ou mais destes fatores (Krishna et al., 1985).

Trabalhando com milho, Quintero-Ramos; Espinosa-Victoria e Ferrera Cerrato (1993)
encontraram diferencas significativas no peso da matéria seca entre hibrido e nativo. Milho nativo
respondeu mais eficientemente 4 inoculagio com FMA que o hibrido. O efeito de diferentes
endofitos foi mais importante que a intensidade de colonizagio nas respostas do hospedeiro.
Krishna et al (1985) obtiveram resultado oposto e sugerem que diferengas genotipicas na
colonizagdio micorrizica e sua distribuigdio, sio dependentes do genétipo em milheto, obtendo
respostas diferenciadas no crescimento da planta e na resposta a maior disponibilidade de P e &
inoculagéo. Eles demonstraram que genotipos de milheto apresentam diferengas na micorrizagio
quando expostos a inoculagio com um tnico fungo ou em mistura, e ainda sugere que selegdo de
genotipos que obtenham rapida e extensiva colonizagdo devem ser considerados nos programas de
melhoramento: o genétipo 5912 obteve maxima resposta ( maior dependéncia micorrizica ) e
acumulou menor quantidade de massa seca quando nio inoculado. A percentagem de colonizagio
variou entre os parentais e progénies, sugerindo diferenca hereditaria, o que possibilita o
melhoramento neste aspecto. Mais ainda , o fator para alta colonizagio ¢ dominante quando se

cruzam plantas de alta e baixa susceptibilidade (Krishna et al, 1985).

Toth et al (1990) afirmam que o controle genético exercido por diferentes espécies e
variedades de ambos, a planta e o fungo, sio provavelmente os fatores mais importantes a
influenciar a micorrizagdo. O mesmo autor, trabalhando com milho em um ensaio que visava a
obtenciio de plantas melhoradas para resisténcia a fungos patogénicos, observou que linhagens
selecionadas para maior resisténcia obtinham menor colonizagdo e maior sistema radicular. Sem
determinar a seqiiéncia causa-efeito, estes autores asseguram que independente da causa, o

programa de melhoramento para resisténcia a doenga em milho influenciou a capacidade da planta
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formar micorrizas. Tewari et al ( 1993) trabalhando com genétipos de milheto inoculado com G.
caledonicum e nao inoculado, encontraram diferencas marcantes em relagio a eficiéncia
micorrizica de dois genotipos. O genotipo HR-374 apresentou maior parte aérea e matéria seca no
geral, independente da micorrizagdo. Neste genotipo, a % de eficiéncia micorrizica e a colonizagio
das raizes s3o também significativamente maiores. No genotipo PES-400, raizes ndo micorrizadas
apresentavam volume de raizes muito menores que quando micorrizadas, e também menor taxa de
colonizagdo. Neste caso a eficiéncia micorrizica foi significativamente maior. Porém, neste
trabalho conclui-se que o elo entre causa e efeito & confuso, pois se o gendtipo HR-374 “per si”
apresentava resultados acima de outros genodtipos, seu valor no indice de eficiéncia micorrizica
pode diferenciar-se dos demais, pelo maior volume radicular que 0 mesmo comporta. Neste caso o
genotipo da planta influenciou a taxa de distribui¢3o das micorrizas, parecendo que a demanda da
planta hospedeira pdde determinar, pelo menos parcialmente, a resposta-induzida das micorrizas.
A maioria dos estudos de variagio genética na colonizagio envolve normalmente plantas adultas e
as comparagdes sdo feitas na maxima infe¢io ou nao, refletindo ou dependendo de fatores da
planta, ndo mencionados, ndo refletindo a histéria inicial da infegio (Smith; Robson e Abbott,
1992).

Embora seja tida como inespecifica, devido a distribuigio de varias espécies de FMA
associadas a um amplo espectro de hospedeiros, a maioria das evidéncias da ndo especificidade
nas associagdes micorrizicas ¢ baseada em dados de casa de vegetagdo que utilizam inédculo
monoespecifico (Gerdermann e Trappe,1974; Harley e Smith, 1983; citados por Mcgonigle e
Fitter, 1990). Nio se considera a possibilidade de no campo, a inoculagio mista (expondo o
hospedeiro a varias espécies simultaneamente) propiciar uma seledo preferencial do hospedeiro
por uma espécie de fungo. Este fendmeno é denominado especificidade ecologica, sendo
normalmente descrito para as ectomicorrizas (Harley e Smith, 1983, citados por Mcgonigle e
Fitter, 1990). Estes autores apresentam evidéncias a nivel de campo, de que este tipo de
especificidade ocorre também nas endomicorrizas. Mosse, Stribley e Le Tacon ( 1981) mostram
uma pequena especificidade para infegio no hospedeiro por diferentes endofitos. A associagio
preferencial entre certas plantas e espécies de fungos pode ser avaliada considerando-se as
combina¢des que obtenham maior estimulo no crescimento da planta e a maior colonizagdo de
raizes ou maxima esporulagio, porém, estes trés fatores nio $30 necessariamente correlatos

(Mosse, 1973). Os fatores que determinam a afinidade FMA-hospedeiro ndo foram estabelecidos,
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porém ndo ha duvidas da sua importancia. Varios autores advogam o uso do melhoramento de
plantas para aumentar a susceptibilidade do hospedeiro e com isto aumentar a eficiéncia das
micorrizas (Krishna et al, 1985).

Ja que diferencas genotipicas em absor¢do de nutrientes sio bem documentadas (Clark,
1983) e que as micorrizas s3o um dos fatores biologicos com potencial para afetar a eficiéncia de
utilizagdo de varios nutrientes (Amijee, Stribley e Tinker, 1993), o estado da planta em relagio a
micorrizas deve ser considerado, sendo razoavel supor-se que micorrizas podem estar envolvidas

nestas diferencas genotipicas (Amijee, Stribley e Tinker, 1993).

Muitos programas de melhoramento de plantas (também outros que ndo os
especificamente relacionados a nutrigio de plantas) utilizam altos niveis de fertilizantes. Nestas
condigdes a colonizagdo por microorganismos economizadores de nutrientes e seus efeitos no
hospedeiro sdo minimos ou antagbnicos, geralmente nio sendo considerados ou monitorados.
Nestas condigdes o material melhorado torna-se excelente produtor de fotossintatos, apresentando
crescimento inicial vigoroso. Porém, descarta-se a possibilidade de se identificar genétipos que
obtenham rapida infegdo, sendo a resposta positiva anulada ou ignorada (Krishna et al, 1985). O
potencial de utilizagdo dos microorganismos estudados neste trabalho, no desenvolvimento e
nutricdo mineral das plantas precisa ser considerado em programas de melhoramento, para
maximizar a eficiéncia de utilizagio de nutrientes em culturas que demonstrem variabilidade na
colonizagdo por estes microrganismos ou na resposta da produgdo a inoculagio. Se os mesmos
ndo sio considerados nestes trabalhos de melhoramento, o potencial de utilizacdo desta
variabilidade pode ser perdido, ja que altos niveis de fertilizacio inibem essas associagOes

simbioticas, eliminando um forte aliado na melhor utilizagdo da inoculagdo na nutri¢do das plantas.



3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo constou de avaliagdes da ocorréncia de fungos micorrizicos
arbusculares, através do namero de esporos do solo da rizosfera de seis genotipos de milho e
da percentagem de colonizagio de raizes, e de bactérias diazotroficas em amostras de material
de planta frescos coletados em dois ensaios, instalados nos anos de 1992 (Assessoria e
Projetos em Tecnologia Alternativa/AS-PTA) e 1993 (CNPAB- Centro Nacional de Pesquisa
de Agrobiologia).

3.1- Ensaio 1- Rede PTA

Foi realizado em cooperagio com a AS-PTA (Organizagio Ndo Governamental).
Instalado em Outubro de 1992, foi derivado do convénio da Rede PTA com a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) / CNPAB, em que 40 genétipos de milho
foram plantados em 20 locais no pais. Destes ensaios, seis genotipos foram avaliados neste
experimento, em relagdo ao numero de esporos no solo da rizosfera de 5 localidades, sendo
duas no Estado de Minas Gerais [Governador Valadares (GV) e Montes Claros (MC)], uma
no Estado do Parana (PR), uma no Estado do Espirito Santo (ES) e uma no Estado do Rio de
Janeiro (RJ). O solo foi coletado o mais proximo possivel das raizes no estagio de enchimento
do grdo (120 dias apds a emergéncia das plantas), evitando-se porém danifica-las, ja que as
plantas (duas por parcela) eram parte de outro ensaio mais abrangente. No ensaio do Estado
do Rio de Janeiro (Municipio de Queimados), tivemos acesso a pequena quantidade de raizes e
colmos frescos, onde avaliou-se a percentagem de incidéncia de bactérias diazotroficas e a
percentagem de ocorréncia de diferentes espécies de bactérias do género Azospirillum. Esta
area no Rio de Janeiro foi tradicionalmente utilizada para o plantio de mandioca. Nio foi

possivel ter acesso a dados de produtividade ou nutricionais de nenhuma das areas avaliadas,
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como também néo foi possivel proceder-se a analise taxondmica dos esporos, dado ao estado
de conserva¢do dos mesmos.

O delineamento experimental destes ensaios foi o de blocos ao acaso com trés
repeti¢des e seis tratamentos (genotipos). As parcelas eram constituidas de 2 linhas espacadas
de 0,8 m, com uma populagdio de 5 plantas por metro linear. Os dados referentes a
percentagem de recuperagio e percentagem de ocorréncia de espécies de bactérias
diazotroficas sofreram transformagdo para arcseno+/x/100 e os referentes a0 numero de
esporos sofreram transformagio para Log(x+1). Apos andlise de varidncia dos dados
transformados, os mesmos foram submetidos ao Teste Tukey de médias, ao nivel de 5% de
probabilidade. Embora nio prevista, foi feita analise conjunta de dados em relagdo ao niimero
de esporos das diferentes localidades, procedendo-se a analise estatistica em esquema fatorial
(4.2.1). Todas as analises foram efetuadas através do programa MSTATC, com os dados
transformados como descrito acima. Estes porém, serdo mostrados em sua forma original,
quando no texto.

Segue abaixo a anilise dos solos utilizados nos experimento da Rede PTA, de

acordo com o Laboratorio de Solos do CNPAB:

m mol, / dm’ mg / dm’ g/kg
Local pH Al CatMg Ca Mg P K N M. O
RJ 4,6 5 34 18 16 1 46 1,2 17,6
MC 6,1 0 88 80 8 40 192 2,1 39,3
GV 5,5 0 37 30 7 3 152 1,2 9,3
ES 6,0 0 37 32 5 11 180 1,1 1,1
PR 4,5 3 56 35 21 2 84 23 4,2

Os gen6tipos utilizados foram escolhidos pelas suas caracteristicas quanto ao nivel de

melhoramento imposto para sua obten¢do. Segue abaixo suas descrigdes:

Asteca Zona da Mata: material nio melhorado, obtido junto a agricultores da regigo

da Zona da Mata Mineira pela Rede PTA, sem maiores informagdes.
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Caiano de Alegre: material nio melhorado, obtido junto a agricultores da regido de
Alegre (ES) pela Rede PTA , Sem maiores informagdes.

Caiano de Sobrilia: material nio melhorado, obtido junto a agricultores da regido de
Sobrélia (MG), pela Rede PTA. Apresenta endosperma amarelo do tipo dentado e de ciclo
normal e porte médio (altura da planta e da espiga), material com alto potencial produtivo para
solos de baixa fertilidade natural.

Cravinho: material nio melhorado, obtido junto a agricultores de regido de Boa
Esperanga (MG), pela Rede PTA. Apresenta endosperma amarelo do tipo dentado de porte
baixo, com médio potencial de produtividade para solos de baixa fertilidade natural.

Nitrodente: material parcialmente melhorado, originado do ESALQ VDS. Sofreu 3
ciclos de selegio massal e 1 ciclo de selecdo entre e dentro de familias de irmaos-germanos
para eficiéncia no uso de nitrogénio. E uma populagdo de graos dentados e semi-dentados,
amarelos com segregagdo para branco e predominio da Raga Tuxpefio (Machado &
Magalhaes, 1995).

XL 560: hibrido duplo comercial produzido pela BRASKALB. Apresenta grao semi-

duro de coloragio amarelo alaranjada.

3.2- Ensaio 2 - CNPAB

O segundo ensaio foi instalado no campo experimental do CNPAB em 19 de janeiro de
1993. Na area utilizada foram instalados experimentos de consorcio milho-feijio nos anos
1986-1987. Em 1988 foi feito plantio de feijdo de porco em toda a area. Apos, o solo, um
Planossolo, transigio das Séries Ecologia-Itaguai, permaneceu em pousio por seis anos até a
instalagdo desse experimento e apresentava os seguintes teores, de acordo com analise do
Laboratorio de Solos do CNPAB: 0,78 g/kg de N; 12,3 g/kg de matéria orgdnica, 5 mg/dm®
de P; 55 mg/dm’ de K; 1 m mol/dm® de Al; 19 m mol/dm® de Ca; 10 m mol./dm® de Mg e
pH 5,0. Procedeu-se a aplicagio de fosfato de Araxa na dosagem de 500 kg.ha™ quinze dias
antes do plantio e ndo foram feitas calagem ou aplicagio de fertilizantes quimicos. Neste
ensaio foram utilizados apenas os quatro genotipos citados a seguir e ja descritos
anteriormente, com base nos resultados obtidos no ensaio da Rede PTA- Caiano de Sobralia
(C. Sobralia), Cravinho de Boa Esperanca (Cravinho), Nitrodente e XL 560.
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Foram feitas avaliagdes aos 40, 70, 105 e 140 dias apos a emergéncia (DAE), além de
uma amostragem do solo antes do plantio, onde avaliou-se o niimero de €Sporos € as espécies
presentes. Estas datas referem-se aos estagios comumente amostrados ou mencionados como
importantes para se estudar as associagdes envolvidas neste trabalho que s3o: a floragdo, a
formagdo de espigas, o enchimento do grao e a fase do grio seco. Aos 40 DAE foram
coletadas raizes e colmos de quatro plantas/parcela para avaliagio quantitativa da ocorréncia
de bactérias diazotroficas. Para avaliagdo da percentagem de colonizagio das raizes por FMA,
foram utilizadas as mesmas raizes. Aos 70 DAE foi feita a colheita das plantas inteiras (4 por
parcela). Raizes e colmos foram avaliadas da forma como relatado acima. A parte aérea foi
secada em estufa de ventilagdo forgada a 60°C até peso constante, pesada, moida em moinho
de Wiley e analisada para seus teores de N (micro-Kjedhal), P (sulfo-molibdica) e K
(fotometria de chama). Aos 105 DAE foi feita a colheita de 4 plantas/parcela para avaliagio
qualitativa e semi-quantitativas das espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio em raizes,
colmos e folhas. Como da forma anterior, as mesmas raizes foram utilizadas para avaliagdo da
taxa de colonizagdo por FMA. Aos 140 DAE, quando as plantas se apresentavam no ponto
para colheita de grios, foi feita a retirada e contagem das espigas, que foram postas para secar
ao ar livre. Apos, os grios foram destacados e submetidos a0 mesmo tratamento descrito para
0 material da planta colhido aos 70 DAE. Aos 70 e aos 140 DAE foram feitas avalia¢des
sobre o mimero de espigas/planta formadas em 25 plantas da linha central em cada parcela.
Esta mesma linha foi utilizada para a colheita final de graos e para a avaliagdio do peso de
graos/espiga. Espigas que niio formaram grios, nio foram consideradas para numero de
espigas/planta, aos 140 DAE.

Para a analise de varidncia e teste de médias da producdo de matéria seca , de grios e
do conteido de N, P e K foram considerados os resultados originais da colheita ( peso de 4
plantas por parcela aos 70 DAE e peso de grios de 25 plantas por parcela aos 140 DAE). Para
melhor interpretagdo dos resultados, os mesmos serio expressos no texto em g.planta’. Da
mesma forma, o peso de grios por espiga foi determinado considerando-se o peso de grios da
parcela e o nimero de espigas formado na mesma. O nimero de espigas por planta foi
determinado através do numero de espigas encontradas nas 25 plantas avaliadas.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com trés repeticdes e quatro
tratamentos (genotipos). As parcelas eram constituidas de 5 linhas de 5 metros, espagadas de 1

metro entre linhas com uma populagio de 5 plantas.m’.
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As médias foram submetidas ao Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade, apos
a analise de varidncia. Embora ndo prevista pelo delineamento proposto, foi feia a analise
conjunta dos dados em relacdo a datas de coletas, procedendo-se a analise em esquema fatorial
dos dados referentes a percentagem de colonizagao das raizes por FMA. Todas as analises
foram efetuadas através do programa MSTATC e os dados sofreram transformagdes antes de

serem analisados, conforme descrito abaixo, porém, serdo mostrados em sua forma original:

Numero de bactérias: Log NMP
% de incidéncia de diazotrofos: arcoseno+/x /100

% de ocorréncia de espécies: arcoseno+/x /100
Numero de esporos de FMA: Log (x+1)

Densidade relativa de espécies de FMA: arcoseno+/x / 100
% de colonizagio de raizes por FMA: arcoseno+/x / 100

Por fim, descrevemos abaixo outras unidades utilizadas em nosso trabalho:

% de incidéncia de diazotrofos: n° de frascos com crescimento X 100
n° total de frascos

% de ocorréncia de espécies: n° de frascos da_espécie X 100
n° total de frascos

Densidade relativa de esporos de FMA: n° de esporos da espécie (género) X 100
n® total de esporos da amostra

indice de ocorréncia de especies de FMA: n° de amostras com a espécie X 100
n° total de amostras

3.3. Avaliacoes

3.3.1- Bactérias fixadoras de nitrogénio
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Embora tenha sido dada aten¢io a ocorréncia de espécies ainda ndo descritas ou pouco

estudadas (Ex.: Bactéria E), foi enfatizada a ocorréncia de bactérias dos géneros Azospirillum
e Herbaspirillum.

A avaliagdo da ocorréncia de bactérias diazotroficas foi feita através de duas
metodologias. A primeira , uma analise semi-quantitativa (Baldani, 1987: Pereira et al., 1988 ¢
Fuentes-Ramirez et al, 1993) das bactérias presentes em raizes e colmos. Nesta analise, aqui
chamada % de incidéncia de bactérias, considera-se o numero de frascos com crescimento de
bactérias, em relagdo ao niimero de frascos inoculados. Foram colhidas 3 a 5 raizes de cada
planta em cada parcela. Material de colmo foi colhido com o auxilio de furador de rolha (0,5
cm de diametro). Material de planta fresco foi levado para o laboratorio e procedeu-se a
lavagem do mesmo em agua corrente, agua destilada e agua esterilizada. Apos, os mesmos
foram levados para camara de fluxo continuo onde foram flambados em alcool e cortados em
pedagos de aproximadamente 5 mm de espessura. De cada amostra (raizes e colmos) foram
colocados 6 pedagos em frasquinhos contendo os meios NFb, JNFb e LGI semi-solido
(Dobereiner, 1995). Cuidou-se para que os pedagos ficassem submersos nos meios, para
permitir a migrac@o das bactérias para a regiio de pO, adequado, quando se forma pelicula
caracteristica do crescimento de Azospirillum e Herbaspirillum .

A segunda metodologia utilizada foi a do Nimero Mais Provavel (NMP), utilizando a
Tabela de McCrady para trés repetigdes, através de diluigdes seriadas de 107 até 107 (Pochon
& Tardieux, 1962). Esta analise tem uma precisio maior que a descrita anteriormente.

Foram feitas avaliagoes em raizes lavadas (RL: agua de torneira para retirada de solo
aderido, agua destilada e agua esterilizada), raizes esterilizadas (RE: cloramina T 1% por 3
minutos e lavagens sucessivas com tampdo fosfato e agua esterilizada), colmos e folhas
lavados em agua esterilizada. Apos o isolamento e caracterizagdo das espécies presentes, foi
analisada a % de ocorréncia das mesmas.

Todos os passos relativos as contagem foram realizados em meio NFb, INFb e LGI
semi-solido. A inoculagdo dos frasquinhos (5 ml de meio) foi de 0.1 ml quando do NMP ou
pedagos, e os mesmos foram mantidos a 32°C até a contagem que ocorreu de 5 a 7 dias apos a
mesma.

O exame microscopico feito aos seis dias de incubagdo em meio NFb ja distingue A.
lipoferum, das outras espécies. Os frascos das mais altas diluicdes das contagens e da % de
incidéncia  onde predominava A. lipoferum sio repicados para meio NFb-glucose, para

confirmagdo da espécie. Os outros materiais sdo repicados para novo meio NFb-malato,
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mantidos a 32° C por 36-48 horas e riscado em placa (meio sélido) com os mesmos meios
utilizados na contagem, com dose de arranque de N na forma de extrato de levedura (25 mg.I
h. Apos 5 a 7 dias, a 32° C, colénias foram retiradas e colocadas em frasquinhos contendo os
meios nos quais haviam sido isolados e riscados em placas contendo meio rico (meio batata)
para verificag@o de pureza, e estocados.

A andlise taxonomica dos géneros e espécies encontradas foram realizadas
considerando aspectos morfologicos (pleomorfismo) e de utilizagio de glucose para A.
lipoferum. Para identificagio de A. brasilense e H. seropedicae foi utilizada a metodologia
descrita por Li e Macrae (1991) pela técnica de ELISA indireta, sendo utilizadas “type strains”
para produ¢do de soro. Maiores detalhes sobre os meios utilizados ou procedimentos de
isolamento estdo relatados em Débereiner (1995).

Os dados referentes a quantificagdo total e das espécies de bactérias que
ocorreram, foram transformados antes de proceder-se a analise estatistica, e serdo

apresentados na sua forma original.

3.3.2- Fungos micorrizicos

De cada amostra foram utilizados 50 cm’ de solo, para extragio de esporos através de
peneiramento Umido e decantagdo em sacarose 40 %, como descrito por Gerdermann e
Nicolson (1963). A contagem foi feita em placas de anéis concéntricos ao microscopio
estereoscopio.

A avaliagdo da densidade relativa das espécies foi feita apos a identificagdo das mesmas
(Schenck e Peres, 1988), sendo esta calculada com base no niimero de esporos da espécie em
relagdo ao numero total de esporos.

A percentagem de colonizagdo das raizes por FMA foi feita apos coloragio das mesmas
pelo método descrito por Koske e Gemma (1989), utilizando placas quadriculadas e
considerando a percentagem de pedagos de raizes colonizadas em relagdo ao nimero total de
raizes da amostra (entre 100 e 150), conforme descrito por Giovannetti e Mosse (1980).

Os dados referentes a0 niumero de esporos, densidade relativa das espécies e
coloniza¢do de raizes foram analisados estatisticamente pelo Teste Tukey de média ( p . 0,05),
apos a anilise de varidncia. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa

MSTATC, como ja descrito em 3.1 e 3.2..



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Bactérias fixadoras de nitrogénio

4.1.1. Ensaio Rede PTA

Nao detectou-se diferengas significativas na percentagem de ocorréncia de bactérias
diazotroficas em raizes dos diferentes genotipos (Tabela 1). Da mesma forma, nio foram de-
tectadas diferengas na % de ocorréncia das espécies de 4. lipoferum e A. brasilense (Tabela
2). Baldani (1984), ja alertava sobre a pequena diferenga encontrada na abundancia das espéci-
es de Azospirillum isolados de milho, SOTgO € arroz.

A. amazonense foi encontrada entre 50 e 67 % das amostras de raizes e entre 42 e 57
% de colmo apenas nos genotipos Nitrodente e XL 560 acompanhando os resultados obtidos
para A. lipoferum e A.brasilense (Tabela 1). Todas as amostras de raizes e colmo que mostra-
ram crescimento positivo em meio LGI eram da espécie A.amazonense. Foi observada uma
maior incidéncia de frascos positivos em meio JNFb (A.lipoferum + A. brasilense), principal-
mente de material oriundo de raizes (Tabela 1). Por outro lado, os gendtipos Nitrodente e XL
560 mantiveram valores de isolados do colmo significativamente maiores que os demais geno-
tipos. Esta diferenga nio foi detectada nos outros materiais, independente dos meios utiliza-
dos (Tabela 1).

Da analise mostrada na Tabela 1, foram selecionados os frascos com crescimento
positivo, que apos serem submetidos ao processo de purificagdo em laboratorio, foram identi-
ficados de acordo com os testes realizados as diferentes espécies presentes (Dobereiner,
1995). Foi feito uma tentativa para o isolamento e possivel identificagdo de uma variante na-
tural de A. lipoferum (que usa sacarose e parece colonizar preferencialmente o interior das
plantas) com morfologia das células em forma de minhoca e colénias em forma de estrela (Falk
et al,1986) em 25 frascos (23% das amostras de A. lipoferum) dentre os 108 amostrados.
(Tabela 2).
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TABELA 1. Percentagem de incidéncia de Azospirillum spp em raizes e colmos de 6 genotipos
de milho coletados aos 120 DAE. Queimados (RJ). Médias de 18 frascos.

Meio NFb Meio INFb Meio LGI

Genoétipo zospirillum brasilense _+  Azospirillum lipoferum A. amazonense

raizes colmo raizes colmo raizes colmo
Asteca 57 a 8b 92a 8b 50a Ob
C. Alegre 67a 0b 100 a 0b 50a 0b
C. Sobralia 100 a 0b 100 a 0b 58 a 0ob
Cravinho 8a Ob 92a 0b 50 a 0b
Nitrodente 92a 67a 100 a 33ab 50a 42 ab
XL 560 83a 67 a 100 a 83a 67 a 57 a
CV (%) 20.1 71.6 222 82.7 490 108.8

Dados da coluna seguidos da mesma letra nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo Teste Tukey.

Nesta época, ja havia um certo interesse acerca desta bactéria. Sua morfologia é
muito caracteristica, porém, o pleomorfismo de A. lipoferum, presente na amostra, sempre
dificultou sua identificagdo, na auséncia de meios mais especificos (Pereira, observagdes pes-
soais). Embora ndo tenha permitido andlise estatistica, os dados sobre a ocorréncia desta bac-

téria confirmam a abundancia de A4. lipoferum e A. brasilense nos genotipos Nitrodente, XL
560 e Asteca.

TABELA 2. Percentagem de ocorréncia de Azospirillum spp em raizes e colmos de 6 genoti-

pos de milho coletados aos 120 DAE. Queimados (RJ). Médias de 36
frascos (Meios NFb + JNFb).

Genotipo A. brasilense A. lipoferum A. lipoferum (minhoca)

raizes colmo | raizes colmo | raizes colmo

Asteca 38 67 62 33 0 5

C. Alegre 47 0 53 0 5 0

C. Sobralia 57 0 43 0 22 0
Cravinho 35 0 65 0 16 0
Nitrodente 77 23 23 77 16 28
XL 560 45 49 55 51 28 16

Poucos dados estdo disponiveis na literatura sobre a ocorréncia desta bactéria, que
forma colonia-estrela e tem forma de minhoca, (Falk et al, 1986). O interesse pela mesma
deve-se agora a sua maior detecgdo do interior das plantas e ao novo enfoque dado as bactéri-
as diazotroficas endofiticas ou que habitem preferencialmente o ambiente endofito
(Dobereiner, 1992 a; b).
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De forma geral, os genétipos mais trabalhados geneticamente (Nitrodente e XL 560)
mostraram maiores percentagens de presenga de bactérias no interior das plantas. O meio
JNFb, embora desenvolvido para #. seropedicae spp parece ser o mais recomendado em traba-
Ihos que visem a contagem de bactérias diazotroficas, ja que propiciou o isolamento do maior
nimero de isolados de A. lipoferum e A. brasilense, principalmente de ambiente endofitico.
Dos 25 isolados de bactéria ‘minhoca’, 20 foram isolados em meio JNFb, sendo 9 provenien-

tes do colmo.

4.1.2. Ensaio CNPAB

O resultado das analises feitas aos 40 e 70 dias apos a emergéncia das plantas (DAE)
em raizes lavadas (RL), raizes esterilizadas (RE) e colmos para avaliagdo da ocorréncia de
bactérias diazotroficas e da % de distribuigdo relativa as diferentes espécies do género Azos-
pirillum estao apresentados na Tabela 3. Estas foram as datas estabelecidas por Magalhdes,
Patriquin e Débereiner (1979) como as de maior incidéncia de diazotrofos. Podemos observar
uma menor presenca de bactérias em raizes lavadas aos 40 DAE no genotipo XL 560, seguido
de Caiano de Sobralia. Na colheita realizada aos 70 DAE, ndo foi possivel observar diferengas
entre os genotipos em relagdo ao nimero de bactérias diazotroficas presentes nas varias partes

do vegetal amostradas ou entre os genotipos avaliados (Tabela 3).

TABELA 3. Contagem do nimero de bactérias diazotroficas (NMP) em raizes lavadas (RL),
raizes esterilizadas (RE) e colmos, avaliados aos 40 e 70 DAE em 4 genotipos de
milho. Médias de 3 repeticdes.

40 DAE 70 DAE
Genétipos Log do numero de células.g de material de planta frésco*
RL RE Colmo RL RE Colmo

C. Sobralia 6,704ab 5273 a 4,757 a 6,668a 6,224 a 5,290 a
Cravinho 6,922 a 6,041a 4472 a 6,987a  6,259a 4,703 a
Nitrodente 7,076 a 5,972 a 4,258 a 70102 6,076a 47377a

XL 560 6,151 b 5,235a 3,784 a 7031a  5364a 5065a

CV (%) 3,9 9,0 12,6 7,6 12,6 17,7
Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilida-

de pelo Teste Tukey.
*Os valores sdo os mais altos encontrados em meios NFb ou JNFb dos frascos da contagem.
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Por outro lado, ndo foi possivel estabelecer diferengas na % de ocorréncia das espéci-
es de Azospirillum lipoferum e A. brasilense presentes nos frascos da contagem, entre os ge-
notipos coletados aos 40 DAE (Tabela 4). Porém observa-se uma tendéncia de maior ocor-

réncia da espécie A. lipoferum no colmo e de 4. brasilense em raizes esterilizadas.

TABELA 4. Percentagem de ocorréncia de A. lipoferum e A. brasilense avaliado aos avaliado
a0s 40 DAE de 4 genotipos de milho. Médias de 24 frascos*

A. lipoferum A. brasilense
Genétipos RL RE Colmo RL RE Colmo
C. Sobralia 43 22 56 57 78 44
Cravinho 58 42 67 42 58 33
Nitrodente 67 10 100 33 90 0
XL 560 72 53 50 28 47 50

RL e RE. Raizes lavadas e raizes esterilizadas , respectivamente.
*Frascos das mais altas dilui¢des das contagens em meio NFb e JNFb.

Na colheita realizada aos 70 DAE tivemos um problema com os meios de cultura
(varios usuérios tiveram problemas semelhantes, nesta época). O meio parece ter favorecido a
maior ocorréncia de 4. lipoferum, ja que esta especie foi isolada da maioria dos frascos que
apresentavam crescimento quando repicados para novo meio (Tabela 5). Isto nio surpreende
por tratar-se de uma planta C,, que como ja estabelecido por Baldani e Débereiner (1982) é
colonizada por 4. lipoferum, ao passo que plantas com via fotossintética Cz sdo colonizadas
preferencialmente por A. brasilense. Se algum fator do meio de cultivo reduziu a ocorréncia da
espécie 4. brasilense aos 70 DAE, 0 mesmo ndo ocorreu com 4. lipoferum, ja que a mesma
estava presente em maior numero nesta época, principalmente no colmo em todos os genoti-

pos, a excegdo de Caiano de Sobralia (Tabela 5).

TABELA 5. Percentagem de ocorréncia de A. lipoferum e A. brasilense avaliado aos 70 DAE
de 4 gendtipos de milho. Médias de 12 frascos*.

A. lipoferum A. brasilense
Genotipos RL RE Colmo RL RE Colmo
C. Sobralia 0 0 0 0 0 0
Cravinho 0 100 65 0 0 35
Nitrodente 100 100 100 0 0 0
XL 560 0 0 100 0 0 0

*Frascos das diluigSes mais altas das contagens em meio NFb.
RL e RE. Raizes lavadas e raizes esterilizadas , respectivamente.
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Os resultados da colheita efetuada aos 105 DAE para avaliar a ocorréncia de bactérias
diazotroficas nas diferentes partes da planta e incluindo bactérias ainda nio caracterizadas ou
pouco estudadas na cultura do milho estio mostrados na Tabela 6. Houve um maior isolamen-
to de bactérias nos genétipos Nitrodente e XL 560 em amostras de folhas e colmos, o que nio
ocorreu em raizes lavadas ou esterilizadas, ja que nio foi possivel detectar diferencas entre os
genotipos estudados, embora sua recuperacéo tenha sido sempre acima de 75%, (dados ndo

mostrados).

TABELA 6. Incidéncia de bactérias diazotroéficas em folhas e colmos de 4 genotipos de milho
aos 105 DAE. Médias de 3 repeti¢des (36 frascos).

Genotipos Folhas Colmos

% de incidéncia

Caiano de Sobralia 33 ab 33b
Cravinho de B. Esperanca 11b 17b
Nitrodente 50a 78 a
XL 560 47 a 66 ab
CV (%) 273 27.0

Em relagio 4 presenca de diferentes espécies de Azospirillum em raizes lavadas e es-
terilizadas ndo se notou predominio de nenhuma espécie. Nao houve também uma grande
ocorréncia de Herbaspirillum seropedicae nestes materiais, ja que a mesma foi detectada ape-
nas em poucas amostras de folhas e colmos dos genodtipos Cravinho e Nitrodente (Tabela 7).
Como mencionado para o Ensaio da Rede PTA, Baldani (1984), Ja observara a ndo predomi-
nancia de uma espécie em varias culturas, sendo as espécies detectadas em todos os materiais

amostrados em niveis elevados.

TABELA 7.Percentagem de recuperagdo de espécies de bactérias diazotroficas de 4 gendtipos
de milho avaliada aos 105 DAE. Médias de 18 frascos.

Genotipos A. lipoferum A. brasilense H. seropedicae

RL RE F C RL RE F ¢C RL RE F C
Caiano de Sobrailia 30 60 0 0 50 40 100 100 0 0 0 0
Cravinho 70 100 0 0 30 o 50 0 0 0 50 0
Nitrodente 20 35 50 0 8 65 50 50 0O 0 0 20
XL 560 0 30 0 50 0 170 0 50 0 o 0 0

RL, RE, F e C : materias de raizes lavadas, raizes esterilizadas, folhas e colmos frescos, res-
pectivamente.
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Em relacio a presenca de outras bactérias menos estudadas, ou ndo descritas, foi
possivel obter alguns isolados de Burkholderia cepacia e, mais ainda, um isolado (BcB2) que
posteriormente foi confirmado como sendo do género Burkholderia, porém nio da espécie B,
cepacia (Kirckhhof et al,1995). O isolado B¢B2 foi isolado de raizes do gendtipo Cravinho em
meio JNFb, mas nio dos demais genotipos. Este isolado possivelmente pertence a nova espécie
do género Burkholderia, que esta sendo caracterizada. Varios isolados pertencentes a nova
espécie de Burkholderia ja foram obtidos de outras culturas, como arroz, batata-doce e cana-
de-agucar (Oliveira, 1992 ; Dobereiner e Baldani, 1995, Balota, 1994). Esta ¢ a primeira des-
cri¢do da ocorréncia desta bactéria na cultura do milho. Um novo meio, denominado JMV,
vem sendo desenvolvido para o crescimento preferencial desta bactéria e algumas caracteristi-
cas ja foram relatadas (Débereiner e Baldani, 1995). Entretanto, o isolado (BcB2) ndo apre-
sentou alta similaridade para a nova espécie de Burkholderia, conforme estabelecido por Kir-
ckhhof et al (1995). Portanto pode ser uma nova espécie dentro do género. Mais isolados sdo

necessarios, para que estudos nesse sentido sejam efetuados.
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4. 2. Fungos Micorrizicos Arbusculares

4.2.1. Ensaio 1 - Rede PTA

Como ja mencionado no Capitulo 3, os materiais utilizados em nosso estudo (solo,
raiz e colmo) foram obtidos de um experimento de rede, executado pela AS-PTA em convénio
com o CNPAB. O experimento ja se encontrava em andamento e tivemos auxilio externo para
a coleta de solo nos diferentes locais, a excecdo de Queimados (RJ) onde foi possivel obter-se
homogeneizagdo e controle na coleta de material para analises microbiologicas que permitis-
sem a analise estatistica dos dados. Este ensaio priorizou o estudo da ocorréncia de bactérias
diazotroficas nos diferentes gendtipos, aproveitando-se da proximidade geografica, que permi-
tiu acessar pequena quantidade de raizes e colmos frescos, além de pequena quantidade de
solo. Néo foi obtido material de raizes suficiente para a determinagdo da percentagem de co-
lonizagdo de raizes FMA. O transporte e armazenamento inadequados e o tempo decorrido da
coleta a analise do solo, parecem ter sidos responsaveis pela ma qualidade apresentada pelos
esporos de FMA, o que ndo permitiu a analise taxondmica dos mesmos.

Verificaram-se diferencas genotipicas para nimero de esporos aos 120 DAE. O ge-
nétipo XL 560 apresentou nimero de esporos significativamente menor que Caiano de Sobra-
lia e Cravinho no ensaio do Rio de Janeiro (Tabela 8). Os dados referentes ao ensaio instala-
do no Espirito Santo também foram significativamente mais baixos para o genotipo XL 560,
quando analisados pelo Teste Duncan, ao mesmo nivel de probabilidade (ndo mostrado). Isto
reforga os dados da contagem de esporos desta localidade (RJ), onde o cultivo continuo de
mandioca, uma planta sabidamente micotrofica, parece ter sido responsavel pelo nimero mais

elevado de esporos na drea do ensaio (Tabela 8).
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TABELA 8. Densidade de esporos em 5 localidades nos Estados de Minas Gerais, Espirito
Santo, Parana e Rio de Janeiro, detectados em 6 genotipos de milho, aos 120 dias apos a
emergéncia. Médias de trés repeticdes.

Genotipos Numero de esporos / 50 cm®
Parana E. Santo M.G. (GV) M.G. (MC) RJ

Asteca 173 249 371 203 435 ab
Caiano de Alegre 175 52 168 96 448 ab
C.de Sobralia 220 175 224 71 623 a
Cravinho 121 104 172 247 600 a
Nitrodente 130 85 211 146 394 ab
XL 560 155 29 195 97 213 b
Médias dos locais 162 b 116 b 223 ab 143 b 452 a

Letras iguais na coluna referem-se as medias de genotipos e ndo diferem entre si pelo Teste
Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Letras iguais na linha referem-se as médias de locais e ndo diferem entre si pelo Teste Tukey,
ao nivel de 5 % de probabilidade.

Conforme descrito em 3.1, foi realizada analise em esquema fatorial, considerando
local como um dos fatores. Os dados do Teste Tukey de médias ao nivel de 5 % estio apresen-
tados na Tabela 8, nas respectivas médias dos locais. Pode-se inferir que o melhor controle
dado a coleta efetuada no ensaio do Rio de Janeiro tenha sido responsavel pelo melhor ajuste
dos dados, permitindo detectar diferenga significativa entre os genotipos, ja que a analise qui-
mica dos diferentes solos nio permitiu nenhuma conclusio definitiva. Mesmo assim, os resul-
tados permitiram a escolha de materiais contrastantes: Caiano de Sobralia e Cravinho mostra-
ram numero de esporos elevados nos ensaios conduzidos no Rio de Janeiro e no Espirito
Santo; Nitrodente e XL 560 obtiveram 0s mais altos valores em relacdo a presenca de bac-
térias no interior da planta e XL 560 apresentava o menor numero de esporos no Rio de Janei-
ro e no Espirito Santo,como mostrado nas Tabelas 1 e 8. Esses materiais foram utilizados no

ensaio seguinte, conduzido no CNPAB.



4.2.2. Ensaio CNPAB
4.2.2.1. Colonizacio de raizes por FMA

Segundo Sieverding (1991) a percentagem de colonizagdo de raizes nio deve
ser interpretada como a taxa de atividade do fungo. Porém, sua taxa maxima de infegdo ,
quando as taxas de crescimento de raizes e de colonizagdo pelo fungo sdo constantes,
indica a infectividade da populagdo fingica. Em nosso trabalho o genotipo que mais se
aproximou desta premissa e parece ter se beneficiado foi o Nitrodente (Figura 1). Podemos
notar que as maiores variacdes na percentagem (%) de colonizagdo de raizes ocorreram no
estagios inicial e final do crescimento das plantas. Diferencas significativas foram detectadas
aos 40 DAE (Figura 1), sugerindo que esta data deve ser considerada para trabalhos futuros.
Em contraste, os resultados obtidos aos 70 DAE mostraram niveis de coloniza¢do muito
similares.
Em relagdo a colonizagdo de raizes e sua flutuagdo ao longo do tempo, procedeu-se
a analise conjunta de dados (conforme descrito em 3.2), considerando data de colheita como
um dos fatores. O gendtipo XL 560 foi o Gnico a ter seus valores de colonizagio
alterados  significativamente durante o periodo amostrado, aumentando da coleta efetuada
aos 40 DAE para a coleta efetuada aos 70 DAE , e desta para a coleta efetuada aos 105 DAE
(Figura 1). Cravinho também sofreu alteragoes durante o ciclo da planta, oposta a XL 560,

porém estas nao foram detectadas, quando submetidas ao Teste Tukey de médias ao nivel
de 5 % de probabilidade.
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FIGURA 1. Percentagem de colonizagdo de raizes por FMA durante o ciclo vegetativo de
quatro genodtipos de milho. Letras iguais na mesma data nio diferem entre si pelo
Teste Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Mcgonigle (1987) enfatiza que a infe¢do continua das raizes sem um beneficio a
planta, leva ao estabelecimento de uma relagdo parasitica. Embora esta seja uma possivel
explicagdo ou resposta para o baixo desempenho na produtividade de XL 560, devemos
considerar outros fatores, como por exemplo a taxa de crescimento das raizes durante o ciclo

da planta. Segundo Dodd e Jefries (1986), existe uma situagdo que marca o crescimento

de raizes excedendo a capacidade do fungo infecta-las, decrescendo a fragdo infectada, durante
o periodo favoravel ao crescimento da planta. Isto pode ter ocorrido com XL 560 e Caiano de

Sobralia no inicio do experimento.

Na colheita aos 40 DAE, o gendtipo Caiano de Sobralia teve a menor taxa de coloni-
zagdo de raizes, diferindo estatisticamente de Cravinho e Nitrodente, embora com valores
abaixo também de XL 560. Nas demais épocas todos os gendtipos apresentaram o mesmo
nivel de colonizagdo de raizes. O cultivar Nitrodente manteve o mesmo nivel de colonizagio de
raizes (40 %) durante todo o ciclo da planta.

O genotipo Cravinho, que aos 40 DAE mostrava a maior % de colonizagdo de raizes
por FMA apresentou a menor % de colonizagdo aos 105 DAE. Embora esta queda ndo tenha
sido estatisticamente significativa, os dados de produgdo de massa e grios (discutidos em 4.3)
mostram que o mesmo foi afetado negativamente na sua produgo de graos em relagdo a pro-
dug@o de massa aos 70 DAE.
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O genotipo XL 560, ao inverso de C ravinho, teve seus valores referentes a % de co-
lonizagao de raizes aumentados significativamente da coleta aos 40 DAE para a coleta aos 105
DAE, mostrando da mesma forma o efeito negativo desta varia¢do na % de colonizagdo, na
produgao de graos. Isto torna-se mais claro quando consideramos sua produ¢do de massa aos
70 DAE, sua producio de £raos e mais acentuadamente sua produgdo de espigas/planta ou
peso de graos por espiga (discutidos em 4.3)

Diferentemente do demonstrado por Gavito e Varela (1993), o genotipo XL 560
apresentou a maior percentagem de colonizagdo de raizes aos 140 DAE. O genotipo Cravinho
teve sua maior percentagem de colonizacio de raizes foj inicio do ciclo vegetativo, decrescen-
do na senescencia das plantas, como demonstrado por estes autores. Atribuimos a nao detec-
¢do da diferenga na % de colonizagdo das raizes dos 40 DAE para os 105 DAE em Cravinho. a
grande variabilidade deste material, ao contrario de XL 560, hibrido duplo, homogéneo, que
variando na mesma amplitude de resposta teve esta variagdo detectada ja aos 70 DAE, quando
a variagdo em relagdo 4 coleta efetuada aos 40 DAE era de 8 % na taxa de colonizagdo (Figura
1).  Os gendtipos Cravinho e XL 560 foram OS que apresentaram maior variagdo da coleta
efetuada aos 70 DAE para a efetuada aos 105 DAE, mostrando tendéncias inversas, no mesmo
nivel de alteragio ( 9 % em valores absolutos). A variagio sofrida por estes materiais da coleta
ao0s 40 DAE para a coleta aos 105 DAE também foi inversa e no mesmo nivel (15 %). Embora
as tendéncias destes gendtipos tenham sido inversas em relagdo a colonizagio das raizes. os
mesmos sofreram pressdes marcantes em sua produgdo, sendo afetados negativamente por
este alto nivel de alteragdo ao final do ciclo. Considerando que todos os genotipos tiveram os
mesmos niveis de disponibilidade de nutrientes, que Nitrodente obteve produgdo razoavel e
que Cravinho nio tem grandes exigéncias nutricionais, diferentemente de Cravinho, pode-se

inferir que a associagdo tornou-se parasitica nos genotipos XL 560 e Cravinho.

4.2.2. Ocorréncia de esporos de FMA

A densidade total de esporos no solo antes (inicial) e depois do cultivo nio foi influ-
enciada pelos gendtipos de milho em nenhuma época de avaliagdo (Tabela 1 1). Entretanto, foi
observada a presenca de Acaulospora sp e de Entrophospora colombiana SPAIN &
SCHENCK apenas no solo antes do plantio (inicial). A deteccdo de Glomus geosporum
(NICOLSON & GERDERMANN) WALKER e Scutellospora nigra (REDHEAD) WALKER
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& SANDER foi esparsa. Podemos notar que Scutellospora weresubiae KOSKE & WALKER
e Glomus multisubstensum MUKERJI, BHATTACHARJEE & TEWARI ocorreram com

indice de ocorréncia elevado (Tabela 10), porém em baixo nimero (Tabela 9).

TABELA 9- Densidade total (' N: n° de esporos.50 cm™ ) e densidade relativa ( DR ) de espo-

ros de espécies de FMA durante o ciclo vegetativo de quatro gendtipos de milho. Médias de
trés repetigdes.

Epoca de avaliagio

Genotipo FMA Inicial 70 DAE 110 DAE 140 DAE
N DR N DR N DR N DR
Acaulospora sp(n.i.) 3 2 0 0 0 0 0 0
Entrophospora  colombiana 30 17 0 0 0 0 0 0
C Glomus etunicatum 80 39 0 0 18 25 39 34
A Glomus geosporum 0 0 <1 <1 0 0 <1 <l
I Glomus macrocarp. 19 12 2 4 30 35 51 36
A Glomus multisubst. 4 3 3 6 0 0 2 2
N Glomus sp(n.i.) 3 ] 21 42 0 0 0 0
(0] Scutelospora  heterogama 7 5 17 34 23 26 10 8
Scutelospora  nigra 3 4 0 0 0 0 0 0
Scutelospora weresubiae I <l 6 I3 2 3 3 3
Acaulospora sp(n.i.) 7 6 0 0 0 0 0 0
C Entrophospora  colombiana 13 11 0 0 0 0 0 0
R Glomus etunicatum 45 37 0 0 30 24 29 3]
A Glomus geosporum 0 0 0 0 0 0 0 0
Vv Glomus macrocarp. 2] 25 8 12 50 46 47 49
1 Glomus multisubst. 5 4 8 17 2 1 + 5
N Glomus sp (n.i.) 1 1 0 0 0 0 0 0
H Scutelospora  heterogama 2 2 22 45 21 18 7 7
0] Seutelospora  nigra 0 0 0 0 0 0 0 0
Scutelospora  weresubiae 3 3 6 13 6 3 2 2
N Acaulospora sp(n.i.) 7 9 0 0 0 0 0 0
I Entrophospors  colombiana 7 8 0 0 0 0 0 0
T Glomus etunicatum 24 28 0 0 24 2] 24 23
R Glomus geosporum <l <l 0 0 0 0 0 0
0 Glomus macrocarp. 24 33 7 14 33 31 30 37
D Glomus multisubst, 2 3 1 <l 1 1 8 8
E Glomus sp(n.i.) 0 0 20 23 0 0 0 0
N Scutelospora  heterogama 9 9 29 48 36 34 21 20
T Scutelospora  nigra 0 0 0 0 <l <l 0 0
E Scutelospora.  weresubiae 0 0 2 4 3 3 2 2
Acaulospora sp (n.i.) 10 12 0 0 0 0 1 <l
Entrophospors  colombiana 12 10 0 0 0 0 0 0
X Glomus etunicatum 29 28 23 41 25 33 11 27
L Glomus geosporum 0 0 0 0 0 0 0 0
Glomus macrocarp. 23 33 11 22 30 40 17 38
5 Glomus multisubst, <] 1 3 5 0 0 4 7
6 Glomus sp (n.i.) <l 1 | <] 0 0 0 0
0 Scutelospora  heterogama 1 3 6 12 12 14 4 13
Scutelospora  nigra 0 0 0 0 1 1 0 0
Scutelospora  weresubiae 2 2 5 9 3 7 1 3

. : ndo identificada a espécie ou especies encontradas



TABELA 10- Indice de ocorréncia das espécie

genotipos de_milho. Médias de trés repetigcoes.

s de FMA indigenas durante o ciclo vegetativo de quatro

Epoca de avaliacio

Genotipo FMA Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
Acaulospora  sp (n.i.) 100 0 0 0
Entrophospora  colombiana 100 0 0 0

¢ Glomus etunicatum 100 0 100 100
A Glomus geosporum 0 33 0 33

I Glomus macrocarpum 100 33 100 100
A Glomus multisubst. 67 67 0 67
N Glomus sp (n.i) 33 100 0 0
0 Scutellospora  heterogama 100 100 100 100

de Sobrilia  Scutellospora  nigra 67 0 0 0
Scutellospora  weresubiae 67 100 100 100
Acaulospora  sp (n.i.) 67 0 0 0

5 Entrophospora  colombiana 67 0 0 0
R Glomus etunicatum 100 0 100 100
A Glomus geosporum 0 0 0 0
A% Glomus macrocarpun 100 67 100 100
| Glomus multisubst. 100 100 33 67
N Glomus sp(n.i.) 33 0 0 0
H Scutellospora  heterogama 100 100 100 100
(0] Scutellospora  nigra 0 0 0 0
Scutellospora  weresubiae 100 100 100 67
N Acaulospora  sp (n.i.) 67 0 0 0
1 Entrophospora colombiana 33 0 0 0
T Glomus etunicatun 100 0 100 100
R Glomus geosporum 33 0 0 0
0 Glomus macrocarpum 100 100 100 100
D Glomus multisubst. 33 33 33 100
E Glomus sp (n.i.) 0 100 0 0
N Scutellospora  heterogama 100 100 100 100
i i Scutellospora  nigra 0 0 33 0
E Scutellospora  weresubiae 0 100 100 67
Acaulospora  sp (n.i.) 100 0 0 33
Lntrophospora colombiana 67 0 0 0
X Glomus etunicatun 100 100 100 100
L Glomus geosporum 0 0 0 0
Glomus macrocarpum 100 100 100 100
5 Glomus multisubst. 33 67 0 67
6 Glomus sp (n.i.) 33 33 0 0
0 Scutellospora  heterogama 33 100 100 100
Scutellospora  nigra 0 0 67 0
Scutellospora  weresubiae 67 100 100 67

ni: nao identificada a espécie ou espécies encontradas.
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TABELA 11 - Numero total de esporos de FMA durante o ciclo vegetativo de quatro geno-
tipos de milho. Médias de trés repeticoes.

N° de esporos/50 cm”
Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 175 a 49 a 81 a 114a
Cravinho 110a S0a 114 a 95a
Nitrodente 79 a 66 a 106 a 104 a
XL 560 87 a 53a 77 a 42 a
CV (%) 444 36,6 289 31,7

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste Tukey.

A densidade relativa de esporos de Glomus etunicatum BECKER &
GERDEMANN., Glomus macrocarpum Tul. & Tul,, Scutellospora heterogama (NICOL.&
GERD.) WALKER & SANDERS e seus géneros, foi objeto de andlise individual e sio

mostradas nas Tabelas 13, 14 ¢ 16 respectivamente. Estes fungos mostram ser influenciados
pelos diferentes genotipos durante o ciclo das plantas. Embora tenha sofrido um forte ajuste
aos 70 DAE, o nimero total de €sporos nao variou em relagdo ao tempo ou entre genotipos
(Tabela 11),

O numero de esporos de espécies pertencentes ao género Glomus, que na amostra de
solo antes do plantio (inicial) mostrava uma grande diferenca entre as repeticdes (p< 0.07) so-
freu um ajustamento aos 70 e 105 DAE. Este ajuste foi promovido pela planta, levando a se-
rem detectadas diferencas em relacdo aos genotipos aos 140 DAE neste parametro (*X1. 560,)

como mostrado na Tabela 12,

TABELA 12. Numero de esporos do género Glomus durante o ciclo vegetativo de 4 genétipos
de milho. Médias de 3 repetigoes.

N° de esporos/50 cm™
Gendtipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 106 a 26a 48 a 93 a
Cravinho 72 a 16 a 82a 80a
Nitrodente S5la 28a 58a 71a
XL 560 53 a 38a S5a 32 a*
CV (%) 434 66,7 274 35,3
Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilida-

de pelo Teste Tukey.
* P< 0.06
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TABELA 13. Numero de esporos da especie Glomus etunicatum durante o ciclo vegetativo de
4 genotipos de milho.

N° de esporos/50 cm®

Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 80 a 0Ob 18 a 39a
Cravinho 45 a 0b 30 a 29a
Nitrodente 24 a 0Ob 24 a 24 a
XL 560 29 a 23 a 25a I1a
CV (%) 25,1 53,3 14,4 18,2

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si a0 nivel de 5% de probabilida-
de pelo Teste Tukey. Médias de 3 repetigoes.

A Tabela 13 mostra um efeito do genotipo XL 560 na populagio da espécie
Glomus etunicatum durante o experimento. A variagio na densidade de esporos da
especie Glomus macrocarpum acompanhou a de G. etunicatum, porém nio foi detectada pela
analise estatistica (Tabela 14).

Os dados apresentados na Tabela 13 (principalmente) e Tabela 14 sugerem que
espécies que tiveram seu numero de esporos reduzidos em relagdo a coleta inicial podem
estar colonizando as raizes, ja que apos sua germinagdo os esporos ndo estariam sendo
detectados como tal. Esta variagdo sazonal na germina¢do dos €sporos parece ser
responsavel pela baixa relagdo cronologica encontrada entre abundincia de €sporos e
infectividade, conforme sugerido por Gemma e Koske ( 1988). No caso de G. etunictum,
parece que a germinagdo dos esporos ndo foi permitida ou influenciada por XL 560, ja que
0 mesmo nao mostrou menor numero de esporos aos 105 DAE, a exemplo dos demais, ou

seja, ao que parece foi indiferente a presenga dos propagulos micorrizicos.

TABELA 14. Namero de esporos da especie Glomus macrocarpum durante o ciclo vegetativo
de 4 genotipos de milho.

N° de esporos/50 cm”

Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 19 a 2a 30a 51a
Cravinho 2l a 8a 50a 47 a
Nitrodente 34a 7a 33 a 40 a
XL 560 23 a 11a 30a 17 a
CV (%) 16,8 69.4 8,0 15,1

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilida-
de pelo Teste Tukey. Médias de 3 repeticdes.
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Enquanto na coleta inicial (antes do plantio) o nimero de esporos das espécies (.
etunicatum e G. macrocarpum ou do geénero Glomus (Tabelas 12, 13, 14) foi maior que o nu-
mero de esporos de S. heterogama ou do género Scutellospora, o mesmo decresceu aos 70
DAE, embora isto nio tenha sido detectado integralmente. Diferentemente, o nimero de espo-
ros de S. heterogama aumentou aos 70 DAE em relagdo ao numero de esporos da espécie no
solo antes do plantio (Tabelas 15 a 16). Por outro lado, o género Scutellospora e mais especi-
ficamente a espécie . heterogama mostraram diferencas em rela¢io ao niimero de esporos dos
genotipos Nitrodente e XL 560 aos 140 DAE (Tabelas 15 e 16). As tendéncias simultaneamen-
te opostas, em relagdo a flutuagio de G. erunicatum quando comparada a flutuagio de S. here-
rogama podem ser observadas de forma mais clara tendo-se como referéncia o genotipo XL
560 aos 70 DAE (Tabelas 13 e 16),

TABELA 15. Numero de esporos do género Scutellospora durante o ciclo vegetativo de 4
genotipos de milho.

N° de esporos/50 cm®

Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 11a 23 a 25a 13 ab
Cravinho S>a 28 a 30a 9 ab
Nitrodente 78 3la 4] a 23 a
XL 560 3a 10 a 18 a 5b
CV (%) 57,5 46,2 56,3 40,8

Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilida-
de pelo Teste Tukey. Médias de 3 repetigdes.

TABELA 16. Numero de esporos da especie Scutellospora heterogama durante o ciclo vege-
tativo de 4 genotipos de milho.

N° de esporos/50 ¢cm®

Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 73 17 a 23 a 10 ab
Cravinho 2a 22 3 2] a 7ab
Nitrodente Ta 29 a 36a 2] a
XL 560 la 6a 12 a 4b
CV% 69,2 25,5 21,6 20.4

Meédias seguidas da mesma letra na coluna no diferem entre si a0 nivel de 5% de probabilida-
de pelo Teste Tukey. Médias de 3 repeti¢oes.
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As observagdes de que esporos do género Glomus estiveram sempre em maior
numero que Scutellospora em todos os genotipos ( Tabelas 12 e 15 ) corrobora o de
Schenck e Kinlock (1980), que trabalhando com inoculo misto observaram uma maior
produgdo de esporos do género Glomus em todos os genotipos e em todas as coletas. Da
mesma forma que em nosso ensaio, a populacio inicial deste Ja era maior que das demais
espécies. Em relagdo ao maior niimero de esporos do género Glomusem relacdo ao
género Scutellospora ao final do experimento, Johnson et al (1992) ja demonstraram que o
cultivo de milho levava a maior densidade de esporos de duas espécies de Glomus sp em
um sitio amostrado. Em outro sitio, outra espécie de Glomus sp teve a maior densidade
relativa e como no nosso ensaio, estas espécies ja estavam em abundincia no solo antes do
plantio. Ao contrario, Scutellospora e . heterogama tiveram seus numeros de esporos
aumentados em relagdo a coleta inicial em todos os genotipos, a exce¢do de XL 560. Isto
sugere que ate 70 DAE houve pelo menos um ciclo do fungo, considerando como tal a
coloniza¢do das raizes, o crescimento micelial e a esporulagio. Por outro lado, pode ser
simplesmente uma germinacdo tardia ou mesmo um erro metodologico. Neste caso, como ja
dissemos, achamos ter imposto um controle experimental razoavel, haja visto os numeros de
esporos de espécies pouco detectadas, que foram recuperadas desde o periodo inicial em baixa
densidade (Tabela 9). Diferentemente do estabelecido por An; Guo e Hendrix (1993),
Scutellospora weresubiae nao foi detectada esporadicamente em nosso ensaio e sim

em

baixa densidade (Tabela 9).

TABELA 17. Densidade relativa do género Glomus durante o ciclo vegetativo de 4 genotipos
de milho. Médias de 3 repeticoes.

% de ocorréncia

Genotipos [nicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 56 a 52a 60 a 81 a
Cravinho 67 a 29 a 72 a 84 a
Nitrodente 65a 38 a 53a 68 a
XL 560 63 a 69 a 73 a 73 a
CV% 10,5 40,9 17,2 12,8

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilida-
de pelo Teste Tukey. Médias de 3 repeticdes.
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Devido a significativa diminuicio do nimero de esporos das espécies G. etunicatum e
G macrocarpum e ao pequeno aumento observado no género Scutellospora, os dados referen-
tes a densidade relativa destes géneros e espécies de maior ocorréncia foram semelhantes, a
excegdo do genotipo XL 560, que manteve o controle da densidade relativa de forma diferen-

ciada dos outros trés genotipos (Tabelas 18).

TABELA 18. Densidade relativa da especie Glomus etunicatum durante o ciclo vegetativo de
4 genotipos de milho.

% de ocorréncia

Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 39a 0b 25a 34 a
Cravinho 37a Ob 24 a 31a
Nitrodente 28 a Ob 21 a 23 4
XL 560 28 a 4] a 33 a 27 a
CV (%) 25,9 80,4 22.1 23,8

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilida-
de pelo Teste Tukey. Médias de trés repetigoes.

Em relagao aos géneros Glomus e Scutellospora , podemos observar que a densidade
relativa do género Glomus nio variou durante todo o periodo amostrado, incluindo a
populagdo inicial do solo (Tabela 17), ao contrario Scutellospora sofreu um ajuste aos 70 e
105 DAE em relag4o a populagio inicial. Nota-se mais uma vez, a indiferenca do genotipo XL
560, nao reagindo da mesma forma que os outros genotipos (Tabelas 20 e 21).

Diferengas marcantes ndo foram detectadas nas especies de FMA e nos genotipos
atraves dos dados mais contrastantes (Tabelas 20 e 21). Foram entretanto detectadas em
dados com menor variagdo inicial em sua populagdo, como por exemplo a flutuagao sazonal da
espécie (. macrocarpum (Tabela 19). Embora a densidade relativa desta espécie mostre
apenas uma tendéncia de aumento ao final do ciclo amostrado, mostra também uma diferenca

significativa entre os genotipos aos 105 DAE.

TABELA 19. Densidade relativa da espécie Glomus macrocarpum durante o ciclo vegetativo
de 4 genotipos de milho.

% de ocorréncia

Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 12a 4a 35ab 56 a
Cravinho 25a 12a 46 a 49 a
Nitrodente 334 14 a 31b 37a
XL 560 33a 22 a 40 ab 38 a

CV% 29.6 90,5 8,5 16,2
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Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilida-
de pelo Teste Tukey. Médias de 3 repetigoes.

Como observado nas Tabelas 20 e 21 a densidade relativa de Scutellospora e S.
heterogama ao final do ciclo tendem a voltar ao patamar inicial, embora nio tenha sido

detectada diferenca significativa nestes parametros.

TABELA 20. Densidade relativa do genero Scutellospora durante o ciclo vegetativo de 4 ge-
notipos de milho.

% de ocorréncia

Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia 10 a 48 a 28 a 12a
Cravinho 4a 57 a 23 a 9a
Nitrodente 9a 52a 39a 228
XL 560 Sa 2]l a 22 a 16 a
CV% 95.5 44.0 413 33.1

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste Tukey. Médias de 3 repeticoes.

TABELA 21. Densidade relativa da especie Scutellospora heterogama durante o ciclo vegeta-
tivo de 4 genétipos de milho.

% de ocorréncia

Genotipos Inicial 70 DAE 105 DAE 140 DAE
C. Sobralia Sa 35a 26a 8a
Cravinho 2a 44 a 18 a 78
Nitrodente 9a 48 a 34 a 20 a
XL 560 Ja 12 a 14 a 13 a
CV% 87,7 41,1 24.6 26,0

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre s ao nivel de 5% de probabilida-
de pelo Teste Tukey. Médias de 3 repetigoes.

O cultivo e 0 manejo do solo influi sobremaneira na populacdo qualitativa dos FMA.
Em rela¢do a maior diversidade em solos naturais ou em sistemas de rotagdo de cultura, é es-
perada uma redugdo no numero de espécies presentes, quando do monocultivo, conforme de-
monstrado na comparago feita entre os trabalhos de Schenck : Siqueira e Oliveira (1989) e de
Siqueira ; Colozzi-Filho e Oliveira (1989). Trabalhando no cerrado brasileiro em solo nio dis-

turbado, Schenck; Siqueira e Oliveira (1989) encontraram uma populagdo composta por 18



especies, enquanto Siqueira; Colozzi-Filho e Oliveira (1989), trabalhando no mesmo sitio em
monocultivo de milho encontraram uma populacao formada por 12 espécies. O mesmo parece
ter ocorrido em nosso trabalho. Na Tabela 10, podemos observar o indice de ocorréncia das
especies de FMA presentes no solo antes do nosso ensaio (oriundo de um plantio anterior de
um consorcio milho-feijdo, feijao de porco no ano seguinte e um pousio de seis anos) e durante
0 monocultivo de milho. Considerando a presenca de espécies de FMA antes do plantio em
relagdo a avaliag@o efetuada aos 140 DAE. podemos observar uma redugdo no nimero de es-
pécies presentes, variando em média de oito espécies detectadas inicialmente para cinco espe-
cies ao final do ensaio. Destaque-se a menor diversidade de espécies de FMA encontradas ao
final do ensaio em relagdo ao solo antes do plantio, mostrando um efeito do monocultivo do
milho no ajuste da populacdo de fungos micorrizicos. Siqueira e Saggin (1995), revisando a
diversidade de espécies de FMA na cultura do milho relataram a ocorréncia de até 12 espécies
associadas a cultura no sudeste do Brasil, com a percentagem de especies recuperadas varian-
do de 0431 %. Cita ainda que o numero de espécies em um ecosistema pode variar de 2 2 33,
de acordo com o manejo utilizado, decrescendo de agrosistemas pouco trabalhados a areas
muito perturbadas. Considerando o controle experimental imposto e a diferenca detectada aos
40 DAE na taxa de colonizagdo de raizes, com o posterior ajustamento aos 70 DAE. acredita-
mos que o trabalho efetuado auxilie na interpretagdo da evolugio e sincronismo destas associ-
agoes. Pelo observado em nosso trabalho, também entre genotipos de uma mesma espécie, os
eventos nao puderam ser detectados de forma simultanea ou sincronizada. O ajuste ocorrido
entre 70 e 105 DAE nos pardmetros de colonizagdo de raizes e nimero e espécies de esporos
predominantes de FMA ¢ emblematico na demonstragio da influéncia da planta de uma manei-
ra geral, e de genotipos diversos em especial, nas respostas encontradas nos parametros avali-

ados ou seja, na flutuagdo sazonal das espécies e na taxa de colonizagdo de raizes.
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4. 3. Produc¢ao de matéria seca e graos, concentracio e acimulo de nutrientes

Na Tabela 22 observa-se que aos 70 DAE os conteudos de N, P e K acompanham o
acumulo de matéria seca de cada genotipo. De uma maneira geral podemos dizer que genotipos
melhorados foram mais produtivos nestas condigdes, com destaque para Nitrodente. A tendén-
cia de maior % N em Cravinho refletiu em uma diferenga de conteiido de N total de 20 % em
relagao a XL 560 e de 45 % em relagdo a Nitrodente. Em termos de producdo de massa seca
esta diferenga foi de 35 e 45 %, respectivamente. O genotipo Caiano de Sobralia apresentava os
menores valores em relagdo a produgio de matéria seca, concentragdo de N e P e contetdo total

de N, P e K (Tabela 22),

TABELA 22. Producdo de matéria Seca, concentragao e acimulo de nutrientes em 4 genotipos
de milho aos 70 DAE. Médias de 3 repeticoes.

Genotipos Matéria seca Concentragdo (g.kg™) Conteudo (mg.planta™)

( gplanta™) N p K N P K
C. Sobralia 33 6,8 a I,5a 120a 224b 48 b 396 b
Cravinho 45b 83a 1.6a 137a 392ab 68 ab 620 ab
Nitrodente 81 a 73 a l4a 102a 5903 108 a 840 a
XL 560 69 a 7:1a 1.5a  10,1a 486 ab 102 a 768 ab
CV (%) 19,8 11,2 19,5 15,2 21.3 23,6 30,1

Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si a0 nivel de 5% de pro-
babilidade pelo Teste Tukey.

Ja na colheita realizada aos 70 DAE, o genotipo Nitrodente expressava seu potencial
de boa produtividade nas condigdes deste ensaio, se considerarmos sua formacdo de espigas
ou sua produgdo de matéria seca (Tabela 22). Enquanto este £enotipo manteve este desempe-
nho, expresso pela sua produgdo de graos e pelo aumento significativo no nimero de espigas
por planta aos 140 DAE, XL 560 nio pode expressar seu potencial produtivo, devido prova-
velmente, ao fato de estar fora de suas condi¢oes de obtencdo e uso, ou seja, em baixo nivel
tecnologico.

A produgdo de grios, avaliada ao final do experimento aos 140 DAE, mostra que o
gendtipo Nitrodente foi o melhor em relagdo aos demais genotipos (Tabela 23). O genotipo
Caiano de Sobralia que apresentou menor peso de matéria seca aos 70 DAE (Tabela 22), foi

superior aos genotipos Cravinho e XL 560 na produgdo de grios (Tabela 23). Isto refletiu
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sobremaneira no contetido de nutrientes. Ja o hibrido XL 560 apresentou valores menores de

concentragao e conteudo de nutrientes em relagio aos genotipos nao melhorados.

TABELA 23. Produgio de graos, concentragdo e acumulo de nutrientes nos graos em 4 ge-
notipos de milho aos 140 DAE. Médias de 3 repeticoes.

Genotipos Graos Concentragio (g.kg™") Conteudo (mg.planta™)
(g. planta™) N P K N P K
C. Sobralia 13,7b 10,7 a 53 & 1.4a 144 b 72b 20b
Cravinho 48¢c 10,7 a 45a 14a 50c 20c 6¢
Nitrodente 279a 10,7 a 5108 14a 302 a 140 a 40 a
XL 560 79 ¢ 9,6 a 42a 1.3a 72 be 32 be 10 be
CV (%) 18.7 7.4 13.9 9.5 27.7 30.2 259

Meédias na mesma coluna seguidas da mesma letra nio diferem entre si ao nivel de 5% de pro-
babilidade pelo Teste Tukey.

O genotipo Cravinho, embora tenha aumentado em 500 % seu numero de espi-
gas/planta, da coleta aos 70 DAE para a coleta efetuada aos 140 DAE, nio teve este aumento
detectado, ao contrério de Caiano de Sobralia que teve um aumento de 150 % no mesmo pa-
rametro detectado. Ao contrario de todos os genotipos, que de uma maneira geral aumentaram
esses valores (Tabela 24), o genotipo XL 560 teve seu numero de espigas/planta diminuido

sensivelmente, da coleta efetuada aos 70 DAE para a coleta efetuada aos 140 DAE (18 %)

TABELA 24. Numero de espigas/planta e produgio de graos/espiga (g) em 4 gendtipos de
milho aos 70 e 140 DAE. Médias de 3 repetigoes.

Genotipos Numero de espigas/planta Graos/espiga
70 DAE 140 DAE 140 DAE (g)

C. Sobralia 0,203b B 0,493 ab A 25.1b

Cravinho 0,053b A 0,263b A 146b

Nitrodente 0,567a A 0,673a A 46.2 a

XL 560 0,727a A 0,600 ab B 21.9b

CV (%) 32.3 23.0 16,3

Meédias na mesma coluna seguidas da mesma letra minuscula nio diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo Teste Tukey.

Médias na mesma linha seguidas da mesma letra maiuscula nao diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo Teste F.

Os genotipos Nitrodente e XL 560 apresentaram um maior numero de espigas/planta
do que Caiano de Sobralia e Cravinho tanto quando avaliados aos 70 DAE quanto aos 140

DAE (Tabela 24). Entretanto, os genotipos Caiano de Sobralia e Cravinho aumentaram consi-
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deravelmente o nimero de espigas/planta da avaliagdo feita aos 70 DAE para a realizada
aos140 DAE. O mais interessante € que o genotipo Caiano de Sobralia produziu praticamente
a mesma quantidade de graos/espiga que o hibrido XL 560, enquanto Nitrodente praticamente
dobrou em relagao ao hibrido e Cravinho (Tabela 24). O genotipo Cravinho, embora nio tenha
diferido estatisticamente de Caiano de Sobrilia, foi aquele que apresentou expressivo menor
valor de graos/espiga ou grio total.

Embora seja um assunto de grande interesse cientifico, ndo temos subsidios para
maiores discussdes sobre a influéncia reciproca dos microrganismos aqui estudados. As corre-
lagdes efetuadas entre os resultados apresentados ndo mostraram-se claros, dado principalmen-
te a ocorréncia generalizada de correlagdes, ora negativas, ora positivas. Acreditamos que os
fatores que podem ter levado a esta situagdo, sejam exatamente 0s mesmos que ndo permitem
maiores inferéncias sobre as correlagoes, sabidamente nio encontradas, entre os eventos da
micorriza¢do (Gemma e Koske, 1988; Howeler e Sieverding, 1983: Franson e Bethlenfalvay,
1989, Vierheilig e Ocampo, 1991) As correlagdes das analises de regressio envolvendo a
planta e os microorganismos tiveram o mesmo comportamento ambiguo, ndo permitindo tam-
bém maior detalhamento.

A respeito das analises de regressao realizadas, queremos ressaltar a correlagdo mos-
trada na Figura 2, com os resultados de todos os genotipos do segundo ensaio, conduzido no
campo experimental do CNPAB. Observa-se que o numero de esporos presentes no solo
antes do plantio influenciou a ocorréncia de bactérias diazotroficas no colmo aos 40 DAE
(r: 0,698*). Pode-se observar nesta figura que o genotipo Caiano de Sobralia apresentava ten-
déncia a ter os maiores valores de bactérias diazotroficas no colmo aos 40 DAE influenciado
pelo maior nimero de esporos antes do plantio.

Em relagao a presenga de bactérias no interior da planta influenciada pelos FMA e
pelos genotipos, observou-se diferencas acentuadas entre os genotipos quando estudados sepa-
radamente: o genétipo XL 560 foi o que demonstrou o maior coeficiente de correlagdo (r:
0,994), seguido de Caiano de Sobralia (r- 0,958). O gendtipo XL 560 obteve também, a me-
nor ocorréncia de bactérias no colmo nesta data. Estes coeficientes, entretanto, ndo foram si-
gnificativos ao nivel de 5 % de probabilidade, devido ao pequeno numero de repetigdes (trés),
Ja que os mesmos foram analisados isoladamente(dados ndo mostrados).

A correlagdo encontrada entre numero de esporos antes do plantio e de bactérias pre-
sentes no colmo aos 40 DAE (r:0.698*) foi obtida devido aos coeficientes encontrados para

Caiano de Sobrilia (r: 0.958) e XL 560 (r:0.994), que apresentavam-se nos extremos da escala
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apresentada na Figura 2, ou seja, foram obtidos altos coeficientes de correlagdo quando os
genotipos Caiano de Sobralia e XL 560 apresentavam alto e baixo valores para os microrga-
nismos, respectivamente. Embora tenha sido detectada alta correlagdo entre estes parametros .
0s mesmos nao apresentavam diferengas significativas entre os genotipos, quando analisados
separadamente (Tabela 3 e Tabela 1 1).

Se 0 maior nimero de esporos encontrados no solo antes do plantio ( significativo p.
0.07). observado para Caiano de Sobralia em relacdo a XL 560 (Tabela 11) foi responsavel
pelos maior e menor numero de bactérias no colmo aos 40 DAE nos genotipo Caiano de So-
brilia e XL 560 (Tabela 3, nao significativo), temos ai representado o efeito do potencial de
inoculo na introdugio de bactérias diazotroficas em milho, devido ao nimero de esporos de
FMA no solo utilizado.

Enquanto Caiano de Sobralia mostra alto coeficiente de correlagdao em niveis elevados
de esporos e bactérias, XL 560 o mostra em niveis baixo. Podemos inferir que Caiano de So-
bralia pode ter obtido algum beneficio desta interagdo em termos de produtividade, ja que o
mesmo diferiu estatisticamente de XL 560 e Cravinho, com valores mais altos de produgdo de

graos por planta, ao passo que XL 560 nio permitiu plenamente a associagdo.
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FIGURA 2. Correlagdo entre numero de esporos presentes no solo antes do plantio e nimero

de bactérias diazotroficas no colmo de quatro genétipos de milho aos 40 DAE.
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Diferengas acentuadas foram observadas entre 0s genotipos, quando estudados sepa-
radamente também em relagdo a produgdo de massa seca, concentragio e conteudo de nutrien-
tes na avaliagdo feita aos 70 DAE. Porém, o indice de correlagdo entre estes parametros e o
numero de esporos antes do plantio é baixo quando os gendtipos sdo analisados em conjunto.
A produgdo de matéria seca aos 70 DAE dos genotipos Cravinho e Nitrodente mostraram al-
tos coeficientes de correlagio em relagdo ao niimero de esporos de FMA presentes no solo
antes do plantio (r: 0.998* ¢ 0.997*, respectivamente). Alta correlag@o entre nimero de espo-
ros de FMA no solo antes do plantio e percentagem de N e K (r: 0.996* e 1.0** respectiva-
mente) foi verificada no genétipo XL 560 quando analisado separadamente. Ainda em XL 560
foi verificada alta correlagdo para conteudo de P em relagido ao numero de esporos antes do
plantio (r: 0.996%).

Embora varios autores mostrem um efeito sinérgico envolvendo os microrganismos
aqui estudados em beneficio do hospedeiro ( Paula et al, 1991; 1992; 1994; Reis, Paula e Pe-
reira, 1995), ndo foi possivel concluirmos na mesma dire¢do, nem poderiamos, haja visto nio
termos uma testemunha n3o inoculada. Garbaye (1994) faz uma extensa revisio sobre a pre-
senca de diversas bactérias em ecto e endomicorrizas e conclui que além de muito comum, a
presenca das bactérias auxilia os fungos micorrizicos em varios aspectos, e enfatiza a associa-
¢ao intima com organismos simbidticos. Os efeitos desta associagio citados pelo autor sio: na
receptividade dos fungos, no reconhecimento fungo-raiz, em modifica¢des do solo da rizosfera
€ na germinagdo do fungo. Sugere que o efeito mais importante talvez seja a nio necessidade
de fumigagdo ou outro tratamento para aumentar a eficiéncia de utilizagdo, considerando no
Caso, que as bactérias aumentam a infectividade e competitividade dos fungos. Porém, como
visto neste trabalho, as associagdes precisam ser monitoradas com rigor, para o possivel uso de
associagdes que beneficiem o hospedeiro.

Nas condigbes experimentais aqui relatadas, conclui-se que genotipos selecionados
para melhor utilizagdo de nutrientes ou para bom crescimento e produtividade com aplicagdo
de baixos niveis tecnologicos, devem ser trabalhados e utilizados em mais ensaios que visem o
melhor aproveitamento de fontes naturais de fertilizantes e/ou o uso de microrganismos eco-

nomizadores de nutrientes.



5. CONCLUSOES

- Ha uma correlagdo entre o nimero de esporos antes do plantio e o numero de bactérias
diazotroficas no colmo aos 40 DAE nos genotipos avaliados no ensaio conduzido no CNPAB.

- Aos 40 DAE os genotipos apresentavam diferengas nos niveis de colonizagdo de raizes por
FMA, quando Caiano se diferiu dos genotipos Cravinho e Nitrodente,

- O genotipo Nitrodente apresentou melhor produgdo de matéria séca aos 70 DAE e de graos
aos 140 DAE, nas condi¢des estudadas.

- O gendtipo XL 560 teve sua percentagem de colonizagdo de raizes aumentada
continuamente até o final do experimento, quando comparado aos demais genotipos a cada
coleta.

- Ocorreu maior namero de bactérias diazotroficas no interior da planta em genotipos
melhorados geneticamente, aos 120 DAE, no ensaio realizado em cooperagdao com a Rede

PTA e instalado no Rio de Janeiro.
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