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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a
promogéo de crescimento em plantas de trevo
branco e milho pela inoculagdo com bactérias
promotoras de crescimento vegetal. O experimento
foi conduzido a campo por dois anos. No inverno foi
cultivado trevo branco e na sucessao, no verdo, foi
cultivado milho. Os tratamentos consistiram da
combinacéo de duas doses de N e trés tratamentos
com inoculacdo de bactérias diazotréficas.
Observou-se que a inoculacdo da estirpe SEMIA
222 e do isolado UFRGS Vpl6 aumentou a
nodulacdo, a producdo de biomassa seca da parte
aérea (MSPA) e o teor de N na MSPA de plantas de
trevo branco. O uso de 200 kg.hal de N inibiu a
nodulagdo em plantas de trevo branco. A inoculagdo
do isolado UFRGS Vpl6é e dos isolados de
Azospirillum UFRGS EL-S UFRGS LG1-R e UFRGS
M-S aumentou a producdo de MSPA de plantas de
milho.

Termos de indexac&o: Trifolium  repens,
Azospirillum, Burkholderia.
INTRODUCAO

O trevo branco (Trifolium repens) é uma
leguminosa forrageira perene que possui grande
importancia na composicado de pastagens pela sua
alta qualidade nutricional, aceitagdo pelos bovinos e
alta capacidade de fixagdo biologica de nitrogénio
(FBN) em simbiose com rizobios (Carlsson & Huss-
Danell, 2003). Sobre a capacidade de FBN do trevo
branco, os valores tém variado de 54 a 291 kg ha
ano! (Peoples et al., 1995).

A aplicacdo de N em pastagens de trevo branco,
além de constituir um alto custo relativo, pode
diminuir a FBN por atrasar a nodulagdo (Crush,
1987), reduzir o nimero e o tamanho de nédulos
(Cowling, 1961), reduzir a atividade da enzima
nitrogenase (Eltilib & Ledgard, 1988). A avaliacao
em experimentos de campo de rizébios eficientes na
FBN é de grande importancia para otimizar sistemas

pastoris com esta leguminosa. O milho, cultivado em
sucessao, pode ser beneficiado pelo trevo branco,
principalmente pelo aumento do material organico
rico em N adicionado ao solo (Diekow et al., 2005).

Para o milho, é bem documentada a sua
capacidade de estabelecer rela¢des rizosférias e/ou
endofiticas com promo¢do do crescimento das
plantas com varios géneros bacterianos (Caballero-
Mellado et al. 2004). Ultimamente, tem havido
grande interesse em estudar e utilizar rizébios
isolados de ndédulos de leguminosas como
promotores de crescimento em inUmeras
gramineas. Resultados positivos com o0 uso desta
técnica ja foram obtidos em arroz (Bhattacharjee et
al. 2012), assim como em plantas de milho
(Gutierrez-Zamora e Romero, 2001; Bécquer et al.
2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a promocéao
de crescimento em plantas de trevo branco e milho
pela inoculagdo com bactérias promotoras de
crescimento vegetal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido a campo, em area
da Estagdo Experimental Agronémica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
localizada no municipio de Eldorado do Sul. O
experimento foi implantado em 2010 e conduzido
por dois anos. No inverno foi cultivado trevo branco,
cultivar Zapican Estanzuela e na sucessdo, no
verdo, foi cultivado milho.

Os tratamentos consistiram da combinacdo de
duas doses de N e trés tratamentos com inoculacdo
de bactérias diazotroficas. No cultivo de trevo
branco, somente nas parcelas que receberam o
tratamento controle sem inoculagéo foram aplicados
200 kg ha! de N, sendo 80 kg ha! na semeadura e
120 kg ha* em cobertura 60 dias ap6s a semeadura.

Na cultura do milho (hibrido Pioneer 30F53) foram
aplicadas duas doses de N: 140 kg ha?, o que
corresponde a dose completa de N para o milho,
definida pela analise do solo de acordo com
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Comissao... (2004), e metade da dose (70 kg ha! de
N).

Os isolados inoculados nas plantas foram:
UFRGS Vp16 (Burkholderia sp.), pertencente a
Colecao de Culturas de Rizobios da UFRGS, isolado
de nodulo de trevo branco e selecionado pela sua
alta eficiéncia na FBN (Alves et al., 2012), SEMIA
222 (Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii), estirpe
recomendada para producdo de inoculantes de
Trifolium repens, obtida da colecdo de estirpes
SEMIA da FEPAGRO-RS. Também foi inoculada a
mistura de trés isolados de Azospirillum brasilense,
UFRGS EI-S UFRGS Lgl-R e UFRGS M-S,
pertencente a Colecdo de Culturas de Rizébios da
UFRGS e que foram selecionados por sua alta
eficiéncia na FBN em milho cultivado no Rio Grande
do Sul e producéo de é&cido-indol-acético (AlA) in
vitro (Rdesch et al. 2007). As inocula¢cdes com as
bactérias diazotroficas ocorreram nas mesmas
parcelas para o trevo branco e para o milho.

Para a producdo do indculo, os isolados UFRGS
Vpl6é e SEMIA 222 foram crescidos em meio LM
liquido e os isolados de Azospirillum inoculados em
meio Dygs liquido. Os caldos das bactérias foram
misturados em Aagua esterilizada e aplicados
manualmente com regador sobre a é&rea total da
parcela logo apés a semeadura. Para os
tratamentos com os isolados UFRGS Vp16 e SEMIA
222 foram aplicados 3,3 x 108 células m=2 de parcela
e nos tratamentos com Azospirillum foram aplicados
9 x 108 células m?2 de parcela. A contagem da
concentracao de células foi realizada em camara de
Neubauer.

O delineamento experimental foi de blocos ao
acaso, com quatro repeticGes, tendo as parcelas
dimensbes de 4,0 m de comprimento por 3,0 m de
largura.

No trevo branco, avaliou-se a producdo de
biomassa seca da parte aérea (BSPA) e o teor de N
da BSPA das plantas em amostras coletadas em
area de 0,25 m? (0,50 x 0,50 m) pelo corte manual e
aleat6rio de plantas a cinco cm do solo quando
estas atingiam 10 cm de altura, sendo coletadas
duas subamostras por parcela. Avaliou-se também o
namero de ndodulos radiculares de 10 plantas por
parcela.

No milho foram avaliados os teores relativos de
clorofila na folha pela leitura dos valores de indice
de clorofila Falker (ICF) no estadio Vs.7. No estadio
Re foram cortadas dez plantas e, apds secagem,
foram pesadas e trituradas para determinacdo da
MSPA. O rendimento de grdos foi obtido com a
colheita manual das espigas das plantas dentro das
trés linhas centrais da parcela. A partir dos gréos
colhidos, determinou-se o teor de N dos grdos de
acordo com Tedesco et al. (1995).
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Os resultados foram submetidos a andlise da
variancia pelo programa estatistico ASSYSTAT
(Silva et al. 2009) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculacdo da estirpe recomendada para trevo
branco SEMIA 222 proporcionou aumento da MSPA,
N total na MSPA e do numero de nddulos nas
plantas de trevo branco (Tabela 1) em relacdo ao
tratamento controle sem inoculacdo e sem aplicacéo
de N e ao tratamento inoculado com Azospirillum
nos dois anos. Além disso, observou-se que no ano
de 2011, houve maior produgédo de MSPA e N total
na MSPA nas plantas do tratamento inoculado com
a estirpe SEMIA 222 em comparac¢do ao tratamento
controle com aplicagdo de 200 kg.hal de N,
demonstrando a sua alta eficiéncia na FBN.

A inoculacdo do isolado UFRGS Vpl6
apresentou o0 mesmo desempenho ha promog¢éo de
crescimento do trevo branco que a utilizacdo de 200
kg.hal e da estirpe SEMIA 222, com excegdo de
uma menor producdo de MSPA em 2011. Estes
resultados comprovam a eficiéncia deste isolado na
promocéo de crescimento do trevo branco. UFRGS
Vpl6 foi isolado por Alves et al., (2012) e nos
experimentos em casa de vegetacdo, em solo com
umidade préximo da capacidade de campo ou sob
um periodo de 30 dias de alagamento, demonstrou
eficiéncia semelhante a estirpe SEMIA 222 na
producdo de MSPA e N total da MSPA em trevo
branco.

A nodulacdo das plantas de trevo branco
aumentou com a inoculagdo dos isolados SEMIA
222 e UFRGS Vpl6. Houve formagdo de nddulos
nas plantas dos tratamentos controle sem
inoculacdo, demonstrando a presenca de rizobios no
solo local compativeis com trevo branco. Porém,
estes apresentaram menor eficiéncia simbiética
demonstrado pela menos producdo de MSPA e N
total na MSPA do tratamento controle sem
inoculacdo e sem N. A utilizagdo de 200 kg.ha* de N
diminuiu o ndmero de nédulos radiculares. Altas
concentragcdes de N podem reduzir a nodulagdo
(Eltilib & Ledgard, 1988).

Na safra 2011/2012, a inoculacdo dos trés
isolados de Azospirillum e do isolado UFRGS Vp16
aumentou a producdo de MSPA com o uso de 140
kg hal de N na cultura do milho (Tabela 2). Para as
demais variaveis nao houve efeito das inoculagées.

A inoculagdo de bactérias do género Azospirillum
para promocéo de crescimento de milho apresenta
resultados positivos em varios trabalhos (Jacoud et
al. 1999; Hungria et al. 2010; Joe et al. 2012). As
trés culturas de Azospirillum usadas neste trabalho
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foram isoladas por Rdesch et al. (2007) de plantas
de milho coletadas no estado do Rio Grande do Sul.

Estes isolados destacaram-se entre 30 pela
producdo de &cido indol acético (AlA), um
fitoregulador do grupo das auxinas, e pela

capacidade de fixacdo de N. No presente trabalho, a
promocdo de crescimento das plantas de milho
provavelmente se deve a diferentes mecanismos de
promogéo de crescimento, como a producgdo de
fitoreguladores (Dobbelaere et al. 2003), ao
aumento na absor¢do de nutrientes (Hungria et al.
2010), fixacdo de N (Montafiez et al. 2009) ou por
aumentar a disponibilidade de fésforo (Sessitsch et
al. 2002).

Para a cultura do milho, h& poucos trabalhos com
inoculacdo de bactérias do género Burkholderia, ao
qual pertence o isolado UFRGS Vp16 (Riggs et al.
2001; Miyauchi et al. 2008). UFRGS Vp16 foi isolado
de nédulo de trevo branco e selecionado pela sua
alta eficiéncia de fixac@o de N (Alves et al. 2012).

CONCLUSOES

A inoculacdo da estirpe SEMIA 222 e do isolado
UFRGS Vpl6 aumenta a nodulacdo, a producdo de
biomassa seca da parte aérea (MSPA) e o teor de N
na MSPA de plantas de trevo branco.

O uso de 200 kg.ha* de N inibe a nodulagdo em
plantas de trevo branco

A inoculacdo do isolado UFRGS Vpl6 e dos
isolados de Azospirillum UFRGS EL-S UFRGS LG1-
R e UFRGS M-S aumenta a produgédo de MSPA de
plantas de milho.
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Tabela 1- Biomassa Seca da Parte Aérea (BSPA), Nitrogénio total na BSPA e nimero de nédulos de trevo
branco inoculado com bactérias diazotréficas em dois anos de cultivo.

Ano 2010
Variaveis Controle+200 i, cv
Controle - N kg ha’ N Azospirilum SEMIA 222 UFRGS Vpl6 (%)
BSPA (kg ha?) 1855,2 b 2046,7 ab 1908,1 b 22278 a 2100,0 ab 12,8
N total BSPA (kg hal) 59 4 b 69,5 ab 61,1b 80,2 a 73,6 a 15,2
NUmero de No6dulos® 27,25 b 220c 29,6 b 46,6 a 38,8a 42,0
Ano 2011
Controle- N Cokrgrﬁ;e_f ﬁoo Azospirilum SEMIA 222 UFRGS Vp16
BSPA total (kg ha'l) 2993,4 d 3671,5 bc 3244,7cd  4509,7 a 3765,6 bc 15,2
N total BSPA (kg ha'l) 95,8b 1219b 103,8 b 157,8 a 128,0 ab 13,2
Numero de Nédulos® 199b 259b 21,3b 34,4 a 37,4 a 51,2

Médias seguidas de letra igual néo diferem entre si (Tukey, P<0,05). ns = ndo significativo. * Dados transformados por V(x+1). CV =
coeficiente de variacéo.

Tabela 2 - Promocé&o de crescimento de milho inoculado com bactérias diazotroficas nas safras 2010/2011 e
2011/202 e com 70 e 140 kg ha* de nitrogénio.

Safras (Nl:;r(r)]%(_all;m Controle  Azospirilum SEMIA 222 UFRGS Vpl6é  Media CV (%)
--- BSPA! (Mg hal) ---

2010/ 70 16,9 17,9 16,9 17,9 17,4
2011 140 18,3 18,6 18,8 19,0 18,7

Media 17,6 18,3 17,9 18,5 84
2011/ 70 19,2 Ba 20,2 Ba 19,9 Ba 21,9 Ba 20,3 '
2012 140 22,3 Ab 24,3 Aa 22,4 Aab 24,0 Aa 23,3

Media 17,6 18,3 17,9 18,5

--- Indice de clorofila Falker em Vs.¢ ---

2010/ 70 41,6 43,9 40,2 45,1 42,7
2011 140 _ 42,9 445 43,3 44,6 43,8

Media 42,3 44,2 41,8 44,9 46
2011/ 70 47,7 48,3 48,2 51,0 48,8 B '
2012 140 55,1 53,2 53,2 54,2 539 A

Media 42,3 44,2 41,8 44,9

--- Teor de nitrogénio no grao (g kg?) ---

2010/ 70 11,6 114 11,8 11,3 11,5
2011 140 _ 11,0 11,4 11,0 11,8 11,3

Media 113 114 114 11,6 8.4
2011/ 70 13,1 14,1 13,1 14,3 13,7 '
2012 140 14.8 15,3 14,5 15,0 14,9

Media 11,3 11,4 11,4 11,6

--- Rendimento de grdos (Mg kg?) ---

70 6,2 6,3 6,3 6,1 6,2 B
209 140 7.2 7.1 7.3 7.1 72A

Media 6,7 6,7 6,8 6,6 121
2011/ 70 9,4 10,0 9,7 9,9 98B '
2012 140 11,3 11,1 11,2 11,5 11,3A

Media 6,7 6,7 6,8 6,6

1 Biomassa Seca da Parte Aérea. Médias de tratamentos seguidas de letra igual mindscula na linha, em cada dose de nitrogénio, e
mailscula na coluna para cada safra, ndo diferem entre si (Tukey, P<0,05). CV = coeficiente de variagdo.



