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OCORRENCIA DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS ASSOCIADAS A RAIZES E
COLMOS DE CULTIVARES DE SORGO?
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Orientador: Prof. Flavio A. de Oliveira Camargo

Resumo

Os danos ao ambiente, bem como os custos econdmicos relacionados a
adubacao nitrogenada tém estimulado a busca por alternativas que possam
diminuir a utilizacdo deste fertilizante sem que haja diminuicdo na produtividade.
Uma das possibilidades é a utilizagdo de bactérias diazotroficas que podem se
associar a plantas de sorgo para fixar nitrogénio gasoso (N) e/ou produzir
substancias promotoras de crescimento de plantas (PCPs). Outra possibilidade é
a selegdo de gendtipos eficientes na associagdo com bactérias diazotroficas, ja
que a eficiéncia na associagdo depende de caracteristicas especificas das
plantas. Deste modo, o presente estudo objetivou avaliar a ocorréncia e a
localizacdo de bactérias diazotréficas associadas ao sorgo, selecionar cultivares
eficientes na associagdo com bactérias diazotroficas, bem como identificar os
isolados mais eficientes em fixar nitrogénio e produzir PCPs. A atividade
experimental foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa foram utilizados 14
cultivares de sorgo forrageiro em vasos e, na segunda, seis cultivares de sorgo
granifero em campo. A selegédo dos cultivares de sorgo foi baseada na eficiéncia
de absorgao de nitrogénio, através da quantificacdo de matéria seca e do teor de
nitrogénio total da parte aérea das plantas. Para o isolamento das bactérias
diazotroficas foi utilizado meio de enriquecimento semi-solido. Apés, quantificou-se
a producao de PCPs e os niveis de N fixados pelos isolados, a fim de selecionar
os mais eficientes. A matéria seca e o teor de N no tecido dos cultivares avaliados
foram influenciados pela adubagédo nitrogenada. A presenga de bactérias
diazotroficas foi constatada em todos os cultivares de sorgo avaliados. Através da
andlise de similaridade, verificou-se que, em ambos experimentos, foram
formados quatro grupos de isolados, sendo que trés se agruparam com 100% de
similaridade com as estirpes padrées Burkholderia tropica Ppe8 (ATCC BAA-831),
Herbaspirillum seropedicae Z67 (ATCC 35892) e Azospirillum. brasilense Sp7
(ATCC 29145). A distribuicdo das bactérias isoladas em ambos experimentos foi
influenciada pelo gendtipo da planta. Além do gendtipo, a localizagdo das
bactérias isoladas das plantas de sorgo granifero foi influenciada pela adubagao
nitrogenada, sendo que as raizes foram o sitio preferencial de colonizagdo das
bactérias nestes cultivares. Todos os isolados foram aptos em fixar nitrogénio e
produzir acido indol-acético in vitro.
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OCCURRENCE OF DIAZOTROPHS BACTERIAS ASSOCIATED WITH
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Abstract

Environmental problems and economic cost related to the use of nitrogen
fertilisers in agriculture have been stimulating the study of alternatives in order to
reduce the use of this fertiliser without decreasing crop productivity. One of the
possibilities is the use of diazotrophic bacteria that can associate to sorghum
plants to fix atmospheric nitrogen (N2) and produce plant growth promoters
(PGPs). Other possibility is the selection of genotypes efficiently associated with
diazotrophic bacteria, since the efficiency can vary according to the plant genotype.
The present study aimed to evaluate the occurrence and the distribution of
diazotrophic bacteria associated with sorghum plants, to select efficient sorghum
cultivars in the association with diazotrophic bacteria, as well as to identify isolates
more efficient to fix nitrogen and produce PGPs. Two experiments were carried
out. In the first experiment, 14 forage sorghum cultivars were cropped in vases
and, on the second, six grain sorghum cultivars were cropped in the field. The
selection of sorghum cultivars was based in the efficiency of nitrogen absorption,
through the quantification of the mass dry weight and of the total nitrogen content
into the aerial part of the plants, and the efficiency of association with diazotrophic
bacteria. Semi-solid enrichment medium was used for the isolation of the
diazotrophic bacteria. The isolates were evaluated by the production of PGPs and
by the atmospheric nitrogen fixation, in order to select the most efficient isolate.
Yield of mass dry weight and of total nitrogen content were affected for the
synthetic nitrogen addition. The presence of diazotrophic bacteria was verified in all
cultivars of sorghum evaluated. Through the similarity analysis, it was verified that,
in both experiments, four isolated groups were formed, and three grouped with
100% of similarity with the culture collection strains of B. tropica Ppe8 (ATCC BAA-
831), H. seropedicae Z67 (ATCC 35892) and A. brasilense Sp7 (ATCC 29145).
The distribution of the isolated bacteria in both experiments was affected by the
genotype of the plant. Besides the genotype, the distribution of the diazotrophic
bacteria into the grain sorghum plants was affected by the synthetic nitrogen, and
the roots were the preferential site for bacterial colonization. All the isolates were
able to fix atmospheric nitrogen and to produce PGPs in vitro.
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1. INTRODUCAO

O sorgo € o quinto cereal mais importante do mundo em termos de
alimentagao animal e humana, sendo precedido pelo trigo, arroz, milho e cevada.
Esta graminea é, entre as espécies alimentares, uma das mais versateis e mais
eficiente, tanto do ponto de vista fotossintético, como na adaptabilidade que possui
em crescer em climas com baixa precipitacao pluvial.

O sorgo é uma planta do tipo C4, que se caracteriza por possuir uma
alta taxa fotossintética, baixa perda de CO; na luz (fotorrespiragdo) e baixo
consumo de agua por unidade de matéria seca produzida (Ferri, 1985). Esta
planta se adapta a condi¢gbes de deficiéncia hidrica, desfavoraveis a grande parte
dos outros cereais. A maioria dos materiais genéticos de sorgo necessita
temperaturas superiores a 21°C para um adequado crescimento e
desenvolvimento.

Todo sorgo produzido no Brasil € consumido na alimentagdo animal,
sendo que o maior uso de graos destina-se a avicultura e suinocultura. Bovinos,
equinos e pequenos animais sdo também consumidores de ragdes a base de
graos de sorgo, mas em menor quantidade. A silagem de sorgo e o pastejo sdo
igualmente utilizados para rebanhos de gado de corte e leiteiro.

No estado do Rio Grande do Sul, no ano agricola de 2004/05, a area
total cultivada com a cultura do sorgo foi de 21,7 mil hectares (2,75% da area
nacional). A producao total de gréaos foi de 27,8 mil toneladas, com um rendimento
médio de 1,3 t ha™’. Naquela safra, o Rio Grande do Sul contribuiu com 1,77% da

producao nacional de graos (CONAB, 2006).



No atual sistema de cultivo de sorgo s&o utilizados até 60 kg ha™' de
nitrogénio em solos com baixo teor de matéria organica (CFSRS, 2004), sendo
entdo necessarios cerca de 133 kg ha”' de uréia. Considerando um prego
aproximado de 580 reais a tonelada de uréia, esta adubacgéo representa um gasto
de cerca de 170 reais por hectare. Com base nestes valores, estima-se que, em
2004/05, foram gastos em torno de 2,9 mil toneladas de uréia para a cultura do
sorgo, ja que a area cultivada no Estado foi de 21,7 mil hectares. Portanto, os
custos com a adubagao nitrogenada nesta ultima safra, no Rio Grande do Sul,
foram de aproximadamente 1,7 milhdes de reais.

Além do alto custo, a adubagao nitrogenada pode provocar danos ao
ambiente, pela poluicdo de aquiferos e o uso de recursos energéticos nao
renovaveis, com sérias implicancias a sustentabilidade do agroecossistema.

Uma das possibilidades para diminuir o consumo de fertilizantes
nitrogenados para a cultura de sorgo é a utilizagdo dos recursos biolégicos do solo
e do potencial genético das plantas. No solo, destaca-se a presencga de bactérias
diazotroficas, que podem associar-se a cultura do sorgo para fixar nitrogénio
gasoso (N;) e/ou produzir substancias promotoras de crescimento de plantas
(PCPs), otimizando o processo da fixagdo biolégica do nitrogénio (FBN) e que,
com isto, diminui os custos com adubagdo nitrogenada e possibilita o
desenvolvimento de uma agricultura menos agressiva ao ambiente.

Desde o relato de bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a cana-
de-agucar por Dobereiner e seus colaboradores, foi demonstrado que tais
bactérias possuem um grande potencial em aumentar a biomassa de gramineas
através da reducédo do N, a amdnia (NHs) e da excre¢cdo de PCPs. Contudo, esse
potencial depende da interacdo das bactérias com o gendtipo da planta, dos
fatores abioticos do meio e da competitividade com os demais microrganismos do
local. Portanto, o resultado da interagdo bactéria-graminea, em termos de
potencialidade agronémica como fixadoras de N, ou como produtores de PCPs, &

dependente desse grau de associagao.



Para o desenvolvimento de praticas agronomicamente viaveis ao
aproveitamento desses microrganismos na cultura de sorgo, torna-se necessario
avaliar diferentes gendtipos de sorgo, em relacdo a resposta a adubagao
nitrogenada e a associagdo com bactérias diazotroficas especificas. Deste modo,
o presente estudo objetivou avaliar a ocorréncia e a distribuicdo de bactérias
diazotroficas associadas a cultivares de sorgo, atualmente utilizados no Estado do
Rio Grande do Sul, selecionar cultivares mais eficientes na associagdo com
bactérias diazotroficas, assim como identificar isolados mais eficientes em fixar

nitrogénio e produzir PCPs.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A maioria dos solos brasileiros € considerada de baixa fertilidade
natural (Dobereiner, 1997) e, devido a esta deficiéncia, aplicagdes de fertilizantes
nitrogenados sao essenciais para o aumento e manutengao da produgéo. Porém,
a adubacdo nitrogenada, além de constituir uns dos mais altos custos na
agricultura, pode trazer consequéncias indesejadas ao ambiente.

De acordo com diversos pesquisadores citados por Kennedy et al.
(2004), a uréia é a forma de fertilizante mais utilizada pelos agricultores. Porém,
menos de 50% do fertilizante aplicado é utilizado pelas plantas. Esta baixa
eficiéncia na utilizacdo da uréia pelas plantas é devida, principalmente, a
volatilizacdo de NHj;, a desnitrificacdo e também a perdas por lixiviagdo. A
volatilizagdo e a desnitrificagdo poluem a atmosfera através da emissao de gases,
que provocam o aumento do efeito estufa, tais como N,O, NO e NH3. Além disso,
a lixiviagdo de NOs3 causa poluigao no lencol freatico (Kennedy et al., 2004).

Uma das possibilidades para diminuir os custos com a adubagao
nitrogenada e minimizar os danos ao ambiente é a utilizacdo de bactérias
diazotroficas como fonte alternativa de N, através da fixagdo bioldgica do
nitrogénio (FBN). Esta fonte alternativa de N pode suplementar ou, até mesmo,

substituir a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados.

2.1. Ocorréncia de bactérias diazotroficas

As bactérias diazotroficas sdo microrganismos capazes de realizar a
conversdo enzimatica do N, a formas acessiveis aos demais eucariotos (NHs,

etc.). Segundo Evans & Burris (1992), as bactérias diazotréficas podem ser



classificadas em trés grupos: bactérias de vida livre, que fixam o nitrogénio para o
seu proprio uso; bactérias associativas, que contribuem para o crescimento da
planta sem a formacgdo de estruturas diferenciadas, ndo estabelecendo uma
simbiose; bactérias simbidticas, que estabelecem uma interacdo muito estreita
entre 0 macro e o microsimbionte e, em alguns casos, sdo formadas estruturas
diferenciadas denominadas nodulos.

Segundo Baldani et al. (1997), as bactérias diazotréficas associativas
sdo divididas em dois sub-grupos: bactérias endofiticas facultativas e bactérias
endofiticas obrigatdrias. Os microrganismos endofiticos facultativos sdo aqueles
que podem colonizar tanto a rizosfera como o interior de raizes, enquanto o
segundo grupo compreende aqueles que colonizam o interior de raizes e também
a parte aérea de plantas ndo leguminosas.

A capacidade das bactérias endofiticas em colonizar o interior das
plantas representa uma vantagem em relagdo as bactérias de vida livre no que diz
respeito a utilizagcdo de substratos. Possivelmente, com fontes de carbono mais
prontamente disponiveis, os problemas de competicdo com demais bactérias da
rizosfera podem ser reduzidos. Além disso, como estes microrganismos
geralmente se encontram no interior de raizes que estdo abaixo do solo ou dentro
de tecidos densos de plantas, como, por exemplo, vasos do xilema, eles estao
provavelmente crescendo em um ambiente com baixas concentracdes de
oxigénio, que € necessario para a expressao da enzima nitrogenase, enzima que
converte N, em amoénia (Olivares et al., 1997).

A reagdo de fixacdo do nitrogénio caracteriza-se pela reducdo no
nitrogénio atmosférico a amdnia. Portanto, para que a reagéo ocorra, € necessario
que haja um transporte de elétrons, mediado por moléculas aptas a realiza-lo. A
enzima nitrogenase é formada por duas unidades protéicas, a Ferro-proteina (Fe-
proteina) e a Molibidénio-Ferro-proteina (Mo-Fe-proteina), ambas capazes de
transportar elétrons. Durante a reagdo de redugdo no nitrogénio atmosférico, a
nitrogenase é auxiliada por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a

ferridoxina. A reacao de reducgao ocorre da seguinte maneira: a ferridoxina, na sua



forma reduzida, transfere um elétron para a unidade Fe-proteina da nitrogenase.
Esta, uma vez reduzida, doa o elétron recebido para a Mo-Fe-proteina. A Mo-Fe-
proteina acumula os elétrons e, apds oito transferéncias, esta unidade tera
acumulado oito elétrons e, entdo fara a redugéo do nitrogénio atmosférico em
amobnia. A amobnia, em contato com o substrato aquoso do citoplasma das
bactérias é convertida rapidamente em ions aménio. O amodnio inibe a fixagdo do
nitrogénio, ndo podendo com isso acumular-se no interior célula bacteriana.
Assim, logo depois de ser formado, o ion é transportado para fora da célula. Para
as células vegetais o0 aménio também é prejudicial e, uma vez que este ion atinge
o citoplasma das células vegetais, este é assimilado sob a forma de glutamina,
através das enzimas glutamina sintetase e glutamato sintase. A glutamina entéo é
utilizada pelas plantas como substrato para sintese de demais aminoacidos
(Cardoso et al., 1992).

As bactérias diazotroficas associativas utilizam os exudatos radiculares,
secregdes e lisados provenientes da planta, como fonte de carbono para fixagao
de N, sendo que os numeros populacionais destes microrganismos podem variar
de acordo com as condi¢cdes do ambiente (Bakker et al., 1987; Chanway & Holl,
1994). Além da fixagdo biologica do nitrogénio (FBN), alguns desses
microrganismos também possuem a capacidade de promover o crescimento
vegetal, através da solubilizacdo de fosfatos minerais ou outros minerais do solo,
produzindo ou alterando a concentragcdo de horménios vegetais, como o acido
indol-acético, acido giberélico, citocininas e etileno (Cattelan, 1999).

As principais bactérias diazotroficas capazes de se associar com
plantas de sorgo sdo de ocorréncia ampla e variada no ambiente e na planta.
Dentre as bactérias que ja foram isoladas de plantas de sorgo, destacam-se as
bactérias dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia (Chiarini et
al.,1998; Baldani et al., 1986; Bashan et al., 2004).

O género Azospirillum compreende, atualmente, sete espécies: A.
brasilense, A. lipoferum, A. amazonense, A. halopraeferans, A. irakense, A.

dobereinerae e A. largomobile. As bactérias pertencentes a este género sao



endofiticas facultativas e colonizam tanto o interior, quanto a superficie das raizes
de numerosas plantas hospedeiras, tais como milho, trigo, arroz, sorgo e aveia
(Bashan et al., 2004).

As bactérias pertencentes ao género Azospirillum sdo Gram negativas,
possuem movimentos em espiral, medem de 0,8 a 1um de didmetro, 2 a 4 um de
comprimento, e possuem granulos intracelulares de poli-hidroxibutirato. Sao
aerObias tipicas, quando supridas com fonte de nitrogénio combinado e
microaerofilicas quando crescem em ambientes livres de Nj, ou seja, quando
necessitam realizar a FBN. Em meio semi-s6lido formam uma pelicula delgada em
forma de véu, abaixo da superficie do meio, onde a concentragdo de oxigénio
permite a fixacdo do nitrogénio para iniciar seu crescimento. A medida que as
bactérias vao utilizando o oxigénio do meio de cultura, movimentam-se em diregcéo
a superficie, para que a taxa de difusdo do oxigénio esteja em equilibrio com a
taxa de respiracdo das bactérias, promovendo com isso um ambiente
microaerofilo (Dobereiner et al., 1995).

Algumas espécies do género Azospirillum possuem mecanismos
especificos de interagdo com as raizes das plantas hospedeiras e sdo aptas em
colonizar o interior das mesmas, enquanto outras apenas colonizam a camada de
mucilagem ou células do cortex das raizes que estdo danificadas. Ja foi
demonstrado, através de desinfestagbes superficiais das raizes, que algumas
espécies deste género colonizam o interior de raizes de trigo (Steenhoudt &
Vandereyden, 2000).

Sob certas condicdbes ambientais (inclusive de solo) o género
Azospirillum pode influenciar positivamente o crescimento da planta, o teor de
nitrogénio e o rendimento de matéria seca da cultura. Este efeito estimulatério
exercido por este género tem sido atribuido a diversos mecanismos, tais como a
FBN e a produgado de auxinas. Tem sido observado que, através da inoculagao
com Azospirillum, ocorre alteragdo morfolégica na raiz, como o aumento das
raizes laterais e de pélos radiculares. Estes fatores sao atribuidos a producéao de

auxinas pelas bactérias (Steenhoudt & Vandereyden, 2000).



Outro grupo de bactérias diazotréficas associativas de grande
importancia pertence ao género Herbaspirillum. Este género ja foi isolado de
plantas cana-de-agucar, arroz, milho, sorgo e outros cereais (Kennedy et al.,
2004). Ao contrario do género Azospirillum, que compreende bactérias endofiticas
facultativas, bactérias do género Herbaspirillum sao endofiticas obrigatérias e que,
por esta razdo, apresentam uma distribuicdo ecoldgica mais restrita em relagao ao
género Azospirillum.

As bactérias do género Herbaspirillum sdo Gram negativas, em formato
de bastonetes curvos, com 0,6 a 0,7 um de comprimento e 3 a 5 um de
espessura, moveis e fixadoras de nitrogénio em condi¢cées de microaerofilia. Este
género compreende, atualmente, oito espécies: H. seropedicae (Baldani et al.,
1986), H. rubrisubalbicans (Baldani et al., 1996), H. frisingense (Kirchhof et al.,
2001), H. lusitanum (Valverde et al., 2003), H. autotrophicum, H. huttiense, H.
putei (Ding & Yokota, 2004) e H. chlorophenolicum (Im et al., 2004). Dentre estas
espécies, H. frisingens H. lusitanum, H. rubrisubalbicans e H. seropedicae séo as
capazes de fixar Na.

A espécie H. seropedicae foi, originalmente, isolada no Brasil a partir de
raizes lavadas e desinfestadas superficialmente de plantas de milho, sorgo e arroz
por Baldani et al. (1986). Porém, nao foram isoladas em solos nao cultivados
(Baldani et al., 1992).

O género Burkholderia ocorre naturalmente na rizosfera do sorgo
(Chiarini et al., 1997), do milho, em raizes, folhas e colmos de arroz (Baldani,
1996) ou saprofiticamente no solo (Sonthayanon et al., 2002). Esta bactéria Gram
negativa tem como principal fonte de carbono o manitol e apresenta crescimento
6timo em meio de cultura semi-sélido com pH entre 4,5 e 5,0.

Burkholderia compreende, atualmente, 29 espécies, sendo que muitas
pertencem a espécie B. vietnamiensis, B. kururiensis, B. tuberum e B. phynatum,
que sao capazes de fixar N, (Estrada-de los Santos et al., 2001). B. cepacia tem
sido objeto de grande interesse, devido a sua ampla distribuigdo em ambientes

naturais. E reconhecida por suas habilidades em promover o crescimento de



plantas de milho, em aumentar a produgdo das culturas e por suprimir muitos
patdgenos de plantas, assim como degradar diversos pesticidas (Bevivino et al.,
1998; Chiarini et al., 1998). Similarmente, B. vietnamiensis tem atraido interesse
devido a sua habilidade em promover o crescimento de plantas de arroz e por

aumentar o rendimento de graos (Estrada-de los Santos et al., 2001).

2.2. Importancia das bactérias diazotroficas para as gramineas

As bactérias associativas podem contribuir para o aumento do
rendimento de diversas culturas, inclusive o sorgo. Sobral (2003) considerou que a
promog¢ao do crescimento vegetal por estas bactérias pode ser resultado tanto de
acdes indiretas quanto diretas. Em relagcdo as acdes indiretas, foram citados o
controle biolégico por competicdo por nutrientes, a producao de sideroforos, a
antibiose e a indugao de resisténcia sistémica no hospedeiro. Como ac¢des diretas
estdo a disponibilizagdo de nutrientes as plantas, a FBN e a producido de
promotores de crescimento das plantas (PCPs).

O aumento do rendimento de cereais devido a incorporagdo de
nitrogénio atmosférico via FBN ja foi comprovado (Dobereiner et al., 1993).
Estudos recentes tém evidenciado a FBN em algumas das principais culturas de
interesse agrondmico. Através de técnicas, como a diluicdo do isétopo N e
abundancia natural de 15N, tém-se detectado aumento no conteudo de N através
da fixacdo do N, demonstrado pela presenca do isétopo em baixas concentracdes
no interior do tecido das plantas (James, 2000).

A habilidade das bactérias diazotréficas em produzir PCPs é
considerada como um fator de grande importancia para a fertilidade do solo. A
maioria dos diazotroficos associados a gramineas pode sintetizar e excretar PCPs,
que sdo compostos organicos que influenciam os processos fisiologicos das
plantas em baixas concentracdes. Entre os principais PCPs sintetizados pelas
bactérias diazotroficas destacam-se as auxinas, que sdo hormdnios responsaveis
pelo aumento da area de absorg¢ao radicular e pelo desenvolvimento da planta

pelo alongamento e proliferagdo das raizes secundarias. Entre as bactérias



10

diazotroficas produtoras de PCPs destacam-se Azospirillum lipoferum, A.

brasilense e Azotobacter spp. (Asghar, 2002).

2.3. Fixacao bioldgica do nitrogénio em plantas de sorgo

O wuso de bactérias diazotroficas concomitante a fertilizantes
nitrogenados pode ser promissor para cultivos de gramineas. Estudos tém
demonstrado que as bactérias diazotroficas associativas podem contribuir com,
pelo menos, 20 a 40% da quantidade de N requerida por diversos cereais através
da FBN (Dobereiner, 1997).

Pesquisas realizadas demonstraram que a inoculagdo de bactérias
diazotroficas em plantas de sorgo promove respostas significativas. Tilak et al.
(1981) comprovaram que a inoculagdo das bactérias diazotréficas Azospirillum
brasilense e Azotobacter chroococcum em sementes de milho e sorgo aumentam
a produgdo de graos. O aumento na producdo devido a inoculagdo de duas
espécies de bactérias foi de 16,1% para o milho e de 6,2% para o sorgo, em
relacdo ao tratamento que nao recebeu inoculacdo. O rendimento de graos foi
maior no experimento em que, junto com os microrganismos, foram adicionados
40 kg N ha™.

Stein et al. (1997) inocularam o género Azoarcus em plantas de sorgo
para avaliar a contribuicdo da FBN da bactéria na planta. Apds 28 dias de
inoculacdo in vitro, foi utilizado o isétopo "N para mensurar o nitrogénio total das
plantas. Os resultados indicaram que Azoarcus foi apto em colonizar a superficie
da raiz e o interior dos tecidos do sorgo. Neste estudo foi observada uma
consideravel atividade de fixagao de nitrogénio, estimada em 10,7% do N na parte
aérea e 2% do N na raiz. Olivares & James (1997) comprovaram que
Herbaspirillum rubrisubalbicans e H. seropedicae sdo aptos em colonizar os vasos
de xilema em folhas de sorgo. Apods cinco dias de inoculagao, folhas infectadas
apresentaram densa colonizacdo de H. rubrisubalbicans. Em contraste, H.

seropedicae so foi localizada nas folhas apds 14 dias de inoculagao.
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Roncato-Maccari et al. (2003) também demonstraram a eficiéncia do
género Herbaspirillum em colonizar o sorgo. Bactérias foram inoculadas na
superficie esterilizada de tecidos de dois cultivares de sorgo: LR15 e IM40. No
cultivar LR15 a populagdo de H. seropedicae na raiz foi de 3,3x10® bactérias e no
cultivar IM40 ela foi de 1,3x108 bactérias. Ja, na parte aérea, o tamanho da
populacgdo foi menor, sendo que no cultivar LR15 foi de 4,8x10° bactérias e no
cultivar IM40 ela foi de 4,3x10° bactérias. Sarig et al. (1988) relataram que plantas
de sorgo inoculadas com Azospirillum tiveram uma melhor adaptacdo em
ambientes com déficit hidrico, comparadas a outras gramineas. Esta vantagem se
deve ao tamanho acentuado das folhas e a alta quantidade de agua encontrada

nas plantas de sorgo.

2.4. Producao de promotores de crescimento de plantas

A maioria das bactérias diazotroficas associadas a gramineas pode
produzir fitormonios, chamados comumente de promotores de crescimento das
plantas (PCPs). Estes compostos organicos sao responsaveis pelo aumento da
area de absorcdo radicular e pelo desenvolvimento da planta. Entre as bactérias
produtoras de PCPs destacam-se Azospirillum lipoferum, A. Dbrasilense,
Azotobacter, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter, Xantomonas, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter diazotrophicus e Serratia (Asghar et al., 2002, Bastian et al.,
1998; Khalid et al., 2003).

Estudos ja demonstraram que a inoculagédo com bactérias promotoras
de crescimento de plantas aumentou o crescimento e producdo de diversas
culturas (Khalid et al., 2003). Estudos também demonstram que a habilidade de
algumas bactérias em produzir PCPs pode ser altamente especifica a certas
especies de plantas, ou até mesmo de cultivares (Nowak, 1998).

Chiarini et al. (1997) testaram a estirpe PHP7 de Burkholderia cepacia
quanto a habilidade de colonizar raizes e de promover crescimento de plantas de
sorgo. Foram realizados testes com a cultura pura da bactéria, com a presenca da

estirpe BB23/TD4 de Enterobacter sp. e com a estirpe A23/T3C de Pseudomonas
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fluorescens. Para avaliar a persisténcia das trés estirpes na rizosfera as
populacdes de bactérias foram estimadas apds 60 dias de crescimento das
plantas. Neste trabalho pdde-se concluir que todas as estirpes foram aptas em
colonizar a raiz do sorgo e, além disso, as plantas inoculadas apresentaram maior
rendimento de matéria seca, comparadas a plantas n&o inoculadas.

Diversos estudos verificaram que a bactéria Azospirillum estimula o
desenvolvimento das plantas através da producdo de PCPs. Dentre os PCPs
produzidos, o acido indol-acético (AlA) e o acido giberélico podem ser os
principais fatores (Bashan et al., 2004). Gadagi et al. (2004) consideraram que a
inoculagdo com Azospirillum pode promover significantes mudangas em varios
parametros de crescimento da planta, incluindo o aumento de biomassa da planta,
absorcao de nutrientes, teor de N nos tecidos, altura da planta, tamanho da folha e
comprimento e area da raiz de diversas gramineas. Porém, alguns fatores que
afetam o tamanho da populagao, tais como as caracteristicas do solo, interacdes
entre as comunidades bacterianas do local, o estagio de crescimento da planta e
também do tamanho do inoculo, podem influenciar indiretamente a producéo de
PCPs.

Em outro trabalho testando a eficiéncia de Azospirillum, El-Khawas &
Adachi (1999) verificaram que A. brasilense produziu grandes quantidades de AlA
em meios de cultura suplementados com triptofano, o precursor do AlA. A adicao
do filtrado esterilizado do sobrenadante do meio de cultura em raizes de arroz fez
aumentar a area da raiz, os pélos radiculares e o rendimento de matéria seca

comparada com raizes que nao foram suplementadas com o sobrenadante.

2.5. Efeito do gendtipo das plantas sobre a populacdo de bactérias

diazotroficas

De um modo geral, tem-se observado que as bactérias diazotroficas
associadas a gramineas conseguem se ajustar a um ambiente especifico,
heterogéneo e variavel como a rizosfera. Este ajuste é dependente da habilidade

competitiva dos microrganismos na rizosfera, do tipo e numero dos demais
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organismos presentes no local, bem como a qualidade e quantidade de exudatos
liberados pelas raizes e residuos vegetais disponiveis que servirdo como fonte de
carbono e energia para as bactérias diazotroficas. Além disso, fatores abioticos do
meio também influenciam na sobrevivéncia e atividade dos microrganismos tais
como, temperatura, pH, umidade e concentragao de oxigénio do local (Kipe-Nolt et
al., 1985).

Estudos demonstraram que o gendtipo da planta pode influenciar o
tamanho e a composicdo da comunidade microbiana através dos exudatos
liberados pelas raizes, que exerce um papel chave no estimulo seletivo dos
microrganismos (Grayston et al.,, 1997). A atividade metabdlica dos
microrganismos presentes na rizosfera € mantida em alto nivel devido a continua
liberacdo dos exudatos radiculares. Por outro lado, os microrganismos estimulam
a quantidade e influenciam a composi¢ao destes exudatos (Chiarini et al., 1997).
Lemanceau et al. (1995) também demonstraram que populagbes de
Pseudomonas de diferentes espécies de plantas e de solos ndo cultivados
diferiram na habilidade de utilizar diferentes compostos organicos, sugerindo que
as plantas selecionam populagcbes especificas de Pseudomonas. Também tem
sido observado que diferentes cultivares de uma mesma espécie de plantas
podem selecionar populagdes especificas de bactérias. Em outro estudo, Boddey
et al. (1991) verificaram que uma mesma bactéria pode ter diferentes graus de
atividades da nitrogenase, quando inoculada em diferentes gendtipos de sorgo,
demonstrando que ha uma estreita associagao entre planta e bactéria.

Fatores abidticos do meio, como clima e solo, também podem ser
relevantes na associacdo entre as plantas e bactérias diazotroficas. O resultado
da interagdo diazotrofico-graminea, em termos de potencialidade agronémica,
como fixadores de nitrogénio atmosférico ou como promotores de crescimento,
depende desse grau de especificidade. Reis Junior et al. (2000) consideraram que
a oscilagdo no numero de bactérias de Gluconacetobacter diazotrophicus
associadas a plantas de cana-de-acucar, em diferentes periodos de coleta, foi

devido a variagbes dos fatores ambientais, principalmente da chuva.
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Outro fator ambiental que pode influenciar a interagcao diazotréfico-
graminea € a presenga de nitrogénio mineral no ambiente. Sabe-se que a
nitrogenase é inibida na presenga de formas combinadas de N, como nitrato e
amoébnia. Portanto, € provavel que as bactérias diazotroficas nao tenham um
adequado rendimento em solos onde haja altos niveis de fertilizantes adicionados
ao solo, como geralmente acontece em sistemas de agricultura intensiva
(Dobbelaere et al., 2003). Utilizando a técnica da redugédo do acetileno, Kolb &
Martin (1988) relataram que a adigdo de N mineral em vasos contendo a graminea
Arrhenatherum elatius fez diminuir a atividade da enzima nitrogenase das
bactérias presentes. Além disso, o fertilizante também causou um significante
decréscimo no numero de bactérias, no qual foi verificado através da técnica do
Numero Mais Provavel (NMP).

Kirchhof et al. (1997) verificaram que a adubagao nitrogenada causou
efeito negativo sobre a populagcdo de bactérias diazotroficas presentes em
Pennisetum purpureum, Miscanthus sinensis, M. sacchariflorus e Spartina
pectinata. Em um outro estudo, Muthukumarasamy et al. (1999) verificaram que a
adubacao nitrogenada também causou efeito negativo sobre as bactérias
diazotroficas Herbaspirillum e Gluconacetobacter diazotrophicus. Os autores
consideraram que este ndo é um efeito negativo direto. Sugerem que este efeito é
devido a alteragbes no estado fisiolégico da planta causada pelo fertilizante
nitrogenado e que, com isso, influencia a associagao dos microrganismos com as

plantas.



3. MATERIAL E METODOS

A atividade experimental foi realizada em duas etapas: na primeira,
foram semeados, em vasos, 14 cultivares de sorgo forrageiro atualmente
recomendados para o cultivo no Estado do Rio Grande do Sul (FEPAGRO, 1998).
O delineamento experimental foi totalmente casualizado, com trés repeticées e
dois tratamentos: com adubacgao nitrogenada e sem adubacgao nitrogenada.

A segunda etapa foi conduzida em campo. Foram semeados seis
cultivares de sorgo granifero, com e sem adubagao nitrogenada. O experimento foi
inteiramente casualizado e com trés repeticoes.

As condi¢cbes térmicas e pluviométricas, para ambos experimentos,

assim como as normais climatoldgicas regionais sdo apresentadas no Apéndice 1.

3.1. Selecéao de cultivares de sorgo forrageiro

O primeiro experimento foi conduzido em vasos, ao ar livre, localizado
na area experimental do Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia da
UFRGS. O periodo experimental se estendeu de 17 de setembro (semeadura) a
15 de novembro de 2004 (colheita).

Os vasos foram preenchidos com solo proveniente do horizonte
superficial de um Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico arénico (Embrapa, 1999)
que continha as seguintes caracteristicas: pH (H-0) 5,0; 130 g kg™ de argila; 5 g
kg'de matéria organica; 2,9 mg L™ de fosforo trocavel; 19 mg L de potassio
trocavel; 0,2 cmol. L™ de aluminio trocavel; 0,5 cmol, L™ de calcio trocavel; 0,3
cmol. L de magnésio trocavel; 1,6 cmol, L™ de aluminio + hidrogénio; 2,4 cmol L

! de capacidade de troca de cations e 35% de saturagdo de bases. O solo foi seco
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ao ar e acondicionado em vasos de plastico com 3 L de capacidade e com drenos.

A adubacdo foi baseada na analise quimica do solo e na
Recomendacao de Adubacgao e Calagem para os estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina (CFSRS/SC, 2004). Foram aplicados 86,4 mg L™ de P,Os e 194,4
mg L de KO por vaso na forma de solucéo nutritiva de KH,PO,, correspondendo
a 48 kg ha' de fosforo e 108 kg ha”' de potassio. Para o tratamento com
nitrogénio, a adubacao foi parcelada em trés épocas. Foram aplicados 40, 76 e 76
mg de N por vaso no momento da semeadura, aos 7 € aos 21 dias apds a
emergéncia das plantas, respectivamente. O nitrogénio foi aplicado sob a forma de
solucdo nutritiva (288 mg L™ de uréia) correspondendo a um total de 130 kg ha™
de nitrogénio, o dobro da dose recomendada a fim de verificar a influéncia do
nitrogénio sobre as bactérias diazotréficas.

Foram semeadas 10 sementes de cada cultivar (Tabela 1) por vaso e
seis dias apds a emergéncia foi realizado o desbaste, mantendo-se duas plantas
por vaso. A umidade do solo foi mantida constante, por meio de pesagem diaria
dos vasos em 80% da capacidade de campo.

A colheita foi realizada aos 53 dias apds a emergéncia, periodo em que
as plantas sem adubac&o nitrogenada apresentaram sintomas de deficiéncia de
nitrogénio. A matéria vegetal seca da parte aérea dos cultivares de sorgo foi
pesada e analisada quanto ao teor de nitrogénio total. As raizes dos cultivares
sem nitrogénio foram separadas da parte aérea, para posterior analise
microbioldgica.

A selecédo dos cultivares de sorgo foi baseada na eficiéncia de absorgéo
de nitrogénio através da quantificagdo do peso da matéria seca e do teor de
nitrogénio total presente na parte aérea das plantas analisadas.

A eficiéncia de absorg¢ao de nitrogénio foi calculada pela razdo entre a
diferenca nos teores médios de N das plantas com e sem adubacgéao nitrogenada e

a quantidade de N mineral aplicado nas que receberam este nutriente.
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Tabela 1. Cultivar, instituicado, tipo e ciclo de desenvolvimento dos cultivares de
sorgo forrageiro avaliados no experimento em vasos.

Cultivar Instituicéo Tipo Ciclo (emergéncia
ao florescimento)
1F 305 Dow Agrosciences Hibrido simples 70-85 dias
Fepagro RS 12 Fepagro Polinizagao aberta 70-85 dias
Fepagro RS 17 Fepagro Polinizacao aberta 70-85 dias
Fepagro RS 18 Fepagro Polinizagao aberta 70-85 dias
Fepagro 19 Fepagro Polinizagao aberta 70-85 dias
Past49 C Fepagro Polinizacao aberta 70-85 dias
Past 76 Fepagro Polinizacao aberta 70-85 dias
Past 10 Fepagro Polinizacao aberta 70-85 dias
BR 610 Embrapa Hibrido simples 65-75 dias
BR 506 Embrapa Hibrido simples 65-75 dias
Fepagro RS 11 Fepagro Polinizacao aberta 70-85 dias
BRS 800 Embrapa Hibrido simples 65-75 dias
BR 601 Embrapa Hibrido simples 65-75 dias
855 F Pioneer Hibrido simples 65-75 dias

3.2. Selecéao de cultivares de sorgo granifero

O experimento com sorgo granifero foi conduzido no campo, instalado
na Estagcdo Experimental Agronémica (EEA) da UFRGS em Eldorado do Sul, RS,
em um Argissolo-Vermelho distrofico tipico (Embrapa, 1999). O periodo
experimental se estendeu de 18 de janeiro (semeadura) a 9 de abril do ano de
2005 (colheita). A analise fisico-quimica do solo apresentou as seguintes
caracteristicas: pH em agua de 5,2, 340 g kg de argila, 2,7 g kg”' de matéria
organica, 3,7 mg L™ de fosforo trocavel, 140 mg L™ de potassio trocavel, 0,3 cmol.
L™ de aluminio trocavel, 2,7 cmol. L™ de calcio trocavel, 1,5 cmol, L™ de magnésio
trocavel, 3,9 cmol. L™ de aluminio + hidrogénio, 8,4 cmol. L' de capacidade de
troca de cation e 54% de saturagao de bases.

A adubacao foi realizada de acordo com o resultado da analise fisico-
quimica do solo e a Recomendacgéo de Adubagao e Calagem para os estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CFSRS/SC, 2004). Foram aplicados 127 kg
ha™' de superfosfato triplo (41% de P.Os e 12-14% Ca) e 106 kg ha™' de cloreto de
potassio (60% de K»O) em toda a area. Nas parcelas que receberam adubacéao

nittogenada foram adicionados 90 kg ha™ de N. A adubacdo nitrogenada foi
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fracionada em trés doses equivalentes, sendo a primeira na semeadura e as
demais a 30 e 60 dias apdés a emergéncia das plantas. Foram utilizadas duas
doses de nitrogénio: 0 e 90 kg ha™ de N.

Foram semeados seis cultivares de sorgo granifero (Tabela 2),
manualmente, em seis linhas de uma parcela de 2 m x 2 m e, 30 dias apos a
emergéncia, foi realizado o desbaste, mantendo-se uma densidade final de
aproximadamente 60.000 plantas por hectare (o equivalente a seis plantas por
metro de linha). O experimento foi irrigado por aspersdo, em intervalos
aproximados de trés dias, com doses de rega variando entre 20 e 30 mm.

Tabela 2. Cultivar, tipo e ciclo de desenvolvimento dos cultivares de sorgo
granifero avaliados no experimento de campo.

Cultivar Instituicéo Tipo Ciclo
AG 2005 Agroceres Hibrido simples Médio
AG 1018 Agroceres Hibrido simples Precoce
Pioneer 8419 Pioneer Hibrido simples Precoce
DKB Ambar Dekalb Hibrido simples Médio
DKB 57 Dekalb Hibrido simples Tardio
Pioneer 8118 Pioneer Hibrido simples Médio

Aos 90 dias ap6s a semeadura, amostras de raizes (duas plantas por
parcela) foram coletadas para posteriores analises microbioldégicas. Também
foram coletadas amostras da parte aérea das plantas (duas plantas por parcela)
para a determinacdo do rendimento de matéria seca e quantificacdo do teor de
nitrogénio total no tecido. O experimento foi delineado em um esquema do tipo
fatorial 6 (cultivar) x 2 (com e sem adubacdo nitrogenada), inteiramente

casualizado, com trés repeticoes.

Neste experimento, a selegdo dos cultivares de sorgo foi baseada na
eficiéncia de absorgdo de nitrogénio, bem como pela quantificagdo do peso da
matéria seca e do conteudo de nitrogénio total presente na parte aérea das
plantas analisadas.

A eficiéncia de absorg¢ao de nitrogénio foi calculada pela razdo entre a

diferenca nos teores médios de N das plantas com e sem adubacgéao nitrogenada e
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a quantidade de N mineral aplicado nas parcelas que receberam este nutriente. O
numero de plantas e a quantidade de N aplicado foram transformados em valores

equivalentes a um hectare.

3.3 Quantificacdo da matéria seca e determinacdo do conteudo de

nitrogénio total dos tecidos das plantas

A parte aérea das plantas foi seca em estufa a 65-70°C, com circulacdo
forcada de ar, sem lavagem do material, até atingir peso constante. Apds, as
amostras foram pesadas em balanga com sensibilidade de 0,001g para a
quantificacdo do peso da matéria seca. O tecido seco da parte aérea foi moido em
moinho com peneira de 0,5 mm de diametro e 0,200g do material foi utilizado para
determinacao do teor de nitrogénio a partir da digestao sulfurica, de acordo com a

metodologia descrita por Tedesco et al. (1995).

3.4. Isolamento das bactérias diazotroficas

O isolamento das bactérias diazotréficas do experimento com sorgo
forrageiro foi realizado a partir de amostras das raizes dos cultivares sem
nitrogénio e objetivou verificar a ocorréncia das bactérias pertencentes aos
géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia e a espécie Gluconacetobacter
diazotrophicus nos 14 cultivares de sorgo analisados.

Com relagdo ao experimento com sorgo granifero, o isolamento das
bactérias foi realizado a partir de amostras de raizes e colmos dos tratamentos
com e sem nitrogénio. O procedimento teve como objetivo verificar a ocorréncia
das Dbactérias diazotréficas Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia e
Gluconacetobacter diazotrophicus nos seis cultivares de sorgo analisados, assim
como verificar a influéncia da adubacédo nitrogenada sobre a presenca de
bactérias diazotroficas.

O isolamento das bactérias diazotroficas foi realizado segundo
Dobereiner et al. (1995). As amostras do colmo foram lavadas superficialmente
com agua corrente e metade das amostras de raizes foi lavada em agua corrente

e o restante foi submetido a desinfestacao superficial com solugao de cloramina-T
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a 1% por 5 minutos, para o isolamento de bactérias endofiticas. Foram pesados
10g de raizes e 10g de colmo de cada parcela e trituradas em 90 mL de solugéo
salina (Apéndice 2). Em seguida, foram feitas diluigbes seriadas das amostras de
102 a 107, Foi inoculada uma aliquota de 300 pL das diluices 102 e 10° em
quatro diferentes meios semi-solidos de enriquecimento (trés frascos por dilui¢cao):
JMV, NFb, JNFb e LGI-P, desenvolvidos inicialmente para o isolamento de
Burkholderia, Azospirillum, Herbaspirillum e Gluconacetobacter diazotrophicus,
respectivamente. (Apéndice 2).

Os meios de cultura foram incubados a 28°C até a formagé&o de pelicula
caracteristica (aproximadamente sete dias). As peliculas formadas nos frascos
com crescimento positivo, na maior diluicdo de cada um dos quatro meios, foram
transferidas para um novo meio semi-sélido até que outra pelicula fosse formada.
Apods a formacéao de pelicula caracteristica, parte dela foi transferida para placas,
através da técnica de esgotamento, contendo meio sélido de enriquecimento para
cada microrganismo a ser isolado, acrescido de 20 mg de extrato de levedura. As
placas foram incubadas a 28°C até a formacado de colbnias isoladas. Para a
purificacdo, as coldnias formadas no meio sélido foram novamente transferidas
para meios de cultura semi-solidos e, apos a formacao de pelicula, transferidas
para placas de Petri contendo o meio Agar-Batata ou Agar Batata-P
(Gluconacetobacter diazotrophicus) (Baldani & Ddbereiner, 1980). Uma vez
isoladas as colbdnias, estas foram armazenadas em microtubos contendo uma

mistura de leite em po+glicerol (Apéndice 2) e congeladas a -18°C.

3.5. Selecéo de bactérias diazotroficas

Os isolados bacterianos obtidos em ambos experimentos foram
avaliados quanto a capacidade de fixagao biolégica do nitrogénio e a producéao de
substancias promotoras de crescimento de plantas. As analises foram realizadas
em laboratdrio, com trés repeticbes para cada isolado bacteriano obtido.

Para a identificacdo do provavel género bacteriano, uma matriz binaria
foi construida a partir de caracteristicas morfolégicas das col6nias dos isolados.

As colbnias foram analisadas quanto a forma, bordos, coloragdo e textura.
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Adicionalmente, foi avaliada a capacidade de producdo de acido/base dos
isolados em condi¢cdes de fixagdo de nitrogénio (DoObereiner et al., 1995). Os
isolados foram comparados através do grau de similaridade estimado pelo
coeficiente de Jaccard (S;) com as estirpes padrdo Burkholderia tropica Ppe8
(ATCC BAA-831), Herbaspirillum seropedicae Z67 (ATCC 35892), Azospirillum
brasilense Sp7 (ATCC 29145) e com as bactérias Gluconacetobacter
diazotrophicus, Azospirillum lipoferum e Azospirillum amazonense através das
caracteristicas morfologicas das colbnias segundo Ddbereiner et al. (1995). Os
isolados foram agrupados pelo método UPGMA (average linkage clustering) e
representados graficamente por um fenograma obtido pelo programa NTSYS-pc,
verséo 1.8 (Slice et al., 1994).

3.5.1. Quantificagcao do nitrogénio fixado pelos isolados

A quantificagdo do nitrogénio total fixado pelos isolados foi baseada na
metodologia descrita por Fernandes et al. (2001). Uma aliquota de 70 uL da
mistura de leite+glicerol foi inoculada em um tubo contendo 5 mL de caldo nutritivo
Dygs (Apéndice 2) e incubada sob agitagcdo de 190 rpm por 24 h. Apos a
incubacdo, o numero de células foi padronizado em espectrofotbmetro a uma
densidade ¢6tica de 0,2 com um comprimento de onda de 600 nm. Uma vez
padronizadas as amostras, uma aliquota de 600 uL foi transferida para um meio
de cultura semi-solido (trés repeticées) e incubada em estufa a 28°C por 72 h.
Como controle, foi utilizado o meio de cultura semi-sélido esterilizado né&o
inoculado, para a verificagao do nitrogénio proveniente do meio de cultura. Apds o
periodo de incubacéo, aliquotas de 500 uL de cada amostra foram tomadas para a
quantificacdo de proteinas, segundo metodologia de Bradford (1976). Como
padrao para comparacao entre os isolados, foi utilizada a estirpe Azospirillum
brasilense Sp7 (ATCC 29145). O nitrogénio total (biomassa microbiana e N
excretado) foi quantificado apds digestao sulfurica e destilagdo com NaOH 10 mol
L™ (Tedesco et al.,1995).
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3.5.2. Quantificac&o de acido indol-acético

A produgado de acido indol-acético foi analisada segundo metodologia
adotada por Asghar et al. (2002). Uma aliquota de 70 uL da mistura do
leite+glicerol foi inoculada em um tubo contendo 5 mL de caldo nutritivo Dygs e
incubada sob agitacao de 190 rpm por 24 h. Apdés a incubagdo, o numero de
células foi padronizado em espectrofotbmetro a uma densidade de 0,3 a um
comprimento de onda de 600 nm. Erlenmeyers contendo 25 mL de caldo nutritivo
Dygs foram inoculados com 600 pL das culturas. Os meios foram incubados sob
agitacdo de 190 rpm a 30°C, por 72 h. Foi utilizado como padrdo a estirpe
Azospirillum brasilense Sp7 (ATCC 29145). Para a quantificacdo da produgéo de
fitorménios, o conteudo dos tubos foi centrifugado a 10000 rpm por 15 min. e, em
seguida, 3 mL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo contendo 2
mL do reagente de Salkowski (2 mL de FeCl; 0,5 mol L™ + 98 mL de HCIO, 35 %).
Apds 30 minutos, a intensidade da cor foi mensurada em espectrofotdbmetro a 550
nm. A curva padrdo continha o caldo nutritivo esterilizado e quantidades
conhecidas de acido indol-acético (AlA). A quantidade de AIA produzida pelos
isolados foi calculada através equacao da reta (y= 0,0188x + 0,0003) e os limites
de detecgao foram 1,0 a 50 ug mL™" de AIA.

Foram tomadas aliquotas de 500 puL de cada amostra para a
quantificacdo de proteinas, segundo metodologia de Bradford (1976), descrita por
Hungria & Araujo (1994).

3.6. Determinacdo do indice de diversidade

A diversidade entre géneros dos isolados obtidos dos experimentos
com sorgo forrageiro e granifero foi calculada através de indices de diversidade,
segundo Pinto-Coelho (2000). O indice de Simpson foi calculado pela seguinte

funcao:
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onde D é o indice de diversidade de Simpson; S € o numero de géneros
e pi é a abundéncia relativa do i-ésimo género.
O indice de diversidade de Shannon-Weaver foi calculado utilizando-
se a seguinte fungao:
H :_Z p; Inp,
i=1
onde H é o indice de Shannon-Weaver e p; € a propor¢cdo da amostra
contendo individuos do mesmo género i.
A equitabilidade foi calculada da seguinte forma:
E=H/logS

onde H é o indice de Shannon-Weaver e S € o0 numero de géneros.

3.7. Andlises estatisticas

Os dados de rendimento de matéria seca, o teor de N total das plantas,
producdo de auxina e N total fixado pelos isolados foram avaliados por meio do
software estatistico SISVAR versao 4.6 (Ferreira, 2003), efetuando-se a analise de

variancia e o teste de Scott-Knott, ao nivel de significancia de 5%.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecao de cultivares de sorgo forrageiro
A selecdo de cultivares de sorgo forrageiro foi baseada no rendimento
de matéria seca e no acumulo de nitrogénio no tecido, em resposta a adubagao

nitrogenada.

4.1.1 Efeito da adubacéo nitrogenada sobre os cultivares de sorgo

forrageiro

Foram determinados o rendimento de matéria seca e o teor de
nitrogénio nos tecidos das plantas com o objetivo de verificar a resposta dos
cultivares de sorgo forrageiro a adubagéao nitrogenada.

O rendimento de matéria seca e o teor de nitrogénio total dos cultivares
de sorgo aumentaram com a adubacgao nitrogenada (Tabelas 3 e 4). Quanto ao
rendimento de matéria seca pelos cultivares de sorgo, os maiores valores foram
observados nos cultivares BR 610 (8,54 g planta™), 1 F 305 (8,49 g planta™), BRS
800 (7,72 g planta™) e Fepagro 19 (7,45 g planta™), quando foram aplicados o
equivalente a 130 kg ha' de N. Os acréscimos de rendimento de matéria seca
devido & adubagao nitrogenada variaram de 3,32 g planta™ no cultivar 855 F a
7,62 g planta™ no cultivar BR 610.

Quanto ao nitrogénio total no tecido das plantas, observou-se que os
cultivares BRS 800 (55,08 mg N planta™), 1 F 305 (54,18 mg N planta™), BR 610
(53,67 mg N planta™), Fepagro 19 (52,44 mg N planta™) e 855 F (51,62 mg N

planta'1) foram os que apresentaram os maiores teores com aplicagao de
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nitrogénio, enquanto Fepagro RS 12 (33,57 mg N planta™) apresentou o menor
teor no mesmo tratamento (Tabela 4). Para todos os cultivares foi observado
menor teor de N total no tratamento em que ndo foi aplicado nitrogénio,

comparado ao tratamento que recebeu adubagao nitrogenada.

Tabela 3. Matéria seca da parte aérea dos cultivares de sorgo forrageiro avaliados
aos 53 dias apos a emergéncia. Porto Alegre, 2004.

Cultivar Adubacdo nitrogenada (kg ha™)
0 130

g planta -
1F 305 1,08 Ab 849 Aa
Fepagro RS 12 0,98ADb 5,73Ba
Fepagro RS 17 0,70ADb 6,93 B a
Fepagro RS 18 0,97 Ab 6,79Ba
Fepagro 19 0,83ADb 745 A a
Past49 C 1,12Ab 6,97 B a
Past 76 0,66 Ab 599B a
Past 10 0,92Ab 6,00 B a
BR 610 0,92Ab 8,54 Aa
BR 506 1,07 Ab 6,47 B a
Fepagro RS 11 1,00ADb 6,05B a
BRS 800 1,00 Ab 7,72A a
BR 601 0,82Ab 6,31 B a
855 F 1,07Ab 4,39B a
CV (%) 19,56 11,27

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem significativamente
entre cultivares e médias seguidas da mesma letra minuscula na linha ndo diferem
significativamente entre tratamentos pelo Teste de Scott-Knott a 5%.

Os menores valores foram observados nos cultivares Fepagro RS 17
(4,16 mg N planta™), Fepagro 19 (4,25 mg N planta™), 855 F (4,32 mg N planta™),
Fepagro RS 12 (4,51 mg N planta™), 1 F 305 (4,51 mg N planta™), BRS 800 (4,56
mg N planta™) e BR 601 (4,82 mg N planta™). Os acréscimos no teor de nitrogénio
total devido & aplicacdo de nitrogénio variaram de 29,06 mg N planta™ no cultivar
Fepagro RS 12 a 50,52 mg N planta™ no cultivar BRS 800.

A eficiéncia relativa de absorg&o de nitrogénio variou entre os cultivares

testados (Tabela 4). O gendtipo que apresentou maior eficiéncia foi o BRS 800
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(25,9%), demonstrando ser o mais responsivo a aplicagéo de nitrogénio. O cultivar
Fepagro RS 12 apresentou a menor eficiéncia relativa de absorgao de nitrogénio
(14,19%), sendo o menos responsivo a adubagao nitrogenada entre os genaotipos
testados. A variabilidade na eficiéncia relativa de absorgao de nitrogénio pode ser
atribuida a diferencas genéticas dos cultivares (Fernandes et al., 1991). Cultivando
sorgo em solugédo nutritiva, Franga (1983), citado por Fernandes et al. (1991)
verificou diferengca entre gendtipos de sorgo quanto ao rendimento de matéria

seca, absorgao, distribuicao e utilizagao do nitrogénio.

Tabela 4. Nitrogénio total no tecido da parte aérea das plantas de sorgo forrageiro
avaliadas aos 53 dias ap6s a emergéncia. Porto Alegre, 2004.

Cultivar Adubacédo nitrogenada (kg N ha™) Eficiéncia relativa de
absorcédo de N

0 130
---------- mg N planta™-------- %

1F 305 451Bb 54,18 Aa 25,87
Fepagro RS 12 451Bb 33,57 Ca 14,19
Fepagro RS 17 416 Bb 48,34 B a 22,66
Fepagro RS 18 540ADb 50,49 B a 23,12
Fepagro 19 425Bb 52,44 A a 24,71
Past49 C 576 Ab 50,18 B a 22,78
Past 76 551Ab 46,24 B a 20,88
Past 10 518ADb 47,08 B a 21,48
BR 610 527 Ab 53,67 Aa 24,81
BR 506 554ADb 46,15 B a 21,06
Fepagro RS 11 564Ab 47,39 B a 21,41
BRS 800 456BDb 55,08 A a 25,90
BR 601 482Bb 49,22 B a 22,76
855 F 432Bb 51,62 Aa 24,25
CV (%) 9,91 5,86

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna n&do diferem significativamente
entre cultivares e médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha nao diferem
significativamente entre tratamentos pelo Teste de Scott-Knott a 5%.

De modo geral, porém, entre os gendtipos testados nao ficou clara uma
diferenciagcdo entre hibridos e cultivares de polinizagédo aberta quanto a sua

resposta a eficiéncia relativa de absor¢ao de nitrogénio. Também nao houve
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predominio de gendtipos de uma ou de outra instituicdo de origem nos grupos que
se destacaram por maior ou menor eficiéncia de absorgéo de N.

Alguns autores sugerem que a baixa resposta de algumas plantas a
adubacao nitrogenada pode ser relacionada a associagdo com bactérias
diazotroficas, que I|hes fornecem nitrogénio através da fixagdo bioldgica.
Estudando a fixag&o bioldgica em cana-de-agucar, Boddey et al. (2003) atribuiram
a ocorréncia de elevadas produgdes sob baixa disponibilidade de N no solo a
fixagdo biolégica de N por bactérias diazotréficas. Apds nove anos de pesquisa,
Oliveira et al. (1995) observaram que a quantidade de N acumulado no solo sob
cultivo com cana-de-agucar foi maior que a quantidade inicial de N, também
atribuindo este acréscimo de N a fixagdo bioldgica.

A baixa resposta a adubacgao nitrogenada do cultivar Fepagro RS 12
sugere, a principio, uma eficiente associagdo com bactérias diazotréficas. A
pequena resposta deste cultivar se expressa numa baixa eficiéncia relativa de
absorcao de N, que poderia ser atribuida a fixacdo biolégica do nitrogénio. Por
outro lado, as anadlises de tecido das plantas evidenciaram que este cultivar
apresentou baixo teor de N no tratamento que nao recebeu adubacgao nitrogenada.
Na hipotese de haver uma eficiente associacdo com bactérias, seria esperado um
alto teor de N no tecido das plantas ndo adubadas, uma vez que parte do
suprimento de N poderia ser proveniente da FBN. Isto ocorreu com o cultivar Past
76, que também apresentou baixa resposta a adubagao nitrogenada e alto teor de
N no tecido das plantas do tratamento sem nitrogénio. Assim sendo, a baixa
eficiéncia relativa de absor¢cdao de N aliada a um alto teor de N no tecido das
plantas do cultivar Past 76 pode ser indicativo de uma eficiente associagdo com
bactérias diazotroficas.

4.1.2 Ocorréncia de bactérias diazotréficas associadas aos

cultivares de sorgo forrageiro

Foi realizado o isolamento das bactérias diazotroficas a partir das raizes
dos 14 cultivares de sorgo forrageiro com o objetivo de avaliar a ocorréncia e

diversidade das bactérias nos cultivares analisados.
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A formacdo de pelicula nos meios de cultura semi-sélidos de
enriquecimento, a caracterizagdo morfologica das colonias em dois diferentes
meios de cultura (de enriquecimento e enriquecido) e a quantificagdo do N fixado
permitiram verificar a presenga de bactérias diazotroficas associadas aos 14
cultivares de sorgo forrageiro.

Foram isoladas 76 bactérias de trés diferentes meios de
enriquecimento: NFb, JNFb e JMV. Uma matriz binaria foi elaborada a partir de
caracteristicas das colénias dos isolados, tais como forma, bordos, coloragao,
textura e mudanca de pH, em dois diferentes meios de cultura. A partir destas
caracteristicas verificou-se a formagdo de dois grupos principais (Figura 1). O
agrupamento localizado na parte superior do fenograma reuniu isolados com as
estirpes padrao pertencentes ao grupo das betaproteobactérias, com excegao da
bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus que € uma alfaproteobactéria. O grupo
localizado na parte inferior uniu os isolados com estirpes padrao pertencentes ao
grupo das alfaproteobactérias. Destes dois grupos principais formaram-se
subgrupos, sendo que trés destes apresentaram 100% de similaridade com as
estirpes padrao testadas.

Num dos subgrupos, 11 isolados apresentaram 100% de similaridade
com a estirpe padrao A. brasilense Sp7 (ATCC 29145). Foi verificado que tais
bactérias alcalinizaram o meio de cultura, continham colénias brancas, secas e
com bordas rugosas em meio de cultura NFb sodlido, e colénias branco-
amareladas, secas, rugosas e de coloracdo rosada apos uma semana de
incubacdo em meio Batata. Estas caracteristicas foram as mesmas encontradas
quando se verificou a morfologia das colénias da estirpe A. brasilense Sp7 (ATCC
29145) nos meios NFb e Batata.

Outros 26 isolados agruparam-se com 100% de similaridade com a
estirpe padrao H. seropedicae Z67 (ATCC 35892). Os isolados alcalinizaram o
meio de cultura, continham colbnias uUmidas, com bordas lisas, coloracéo

inicialmente branca e azul apés uma semana de incubagdo em meio de cultura
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Figura 1. Fenograma de similaridade entre as bactérias isoladas dos cultivares de

sorgo forrageiro. Porto Alegre, 2004.
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NFb. Em meio Batata as colbnias se apresentavam umidas, com bordas lisas e
coloragédo bege. Estas caracteristicas foram as mesmas encontradas quando se
verificou a morfologia das col6nias da estirpe H. seropedicae Z67 (ATCC 3589)
nos meios JNFb e Batata.

Um grupo formado por 34 isolados, que nao modificou o pH do meio,
continha colénias de coloragdo amarela com centro laranja, umidas e lisas em
meio JMV e colbnias de coloragdo beges, umidas e lisas em meio de cultura
Batata. Estas caracteristicas foram as mesmas encontradas quando se verificou a
morfologia das col6nias da estirpe B. tropica Ppe8 (ATCC BAA-831).nos meios
JMV e Batata e tais isolados se agruparam com 100% de similaridade com esta
estirpe padrao.

Um quarto conjunto de bactérias, isoladas a partir do meio NFb, se
caracterizou por alcalinizar o meio, com colonias verdes, com bordas lisas e
umidas em meio de cultura NFb, e colonias amarelas, umidas e com bordas lisas
em meio Batata. Estes isolados apresentaram niveis de similaridade superiores a
50% a estirpe padréo H. seropedicae Z67 (ATCC 35892). Pode-se sugerir que tais
isolados pertencem a organismos com caracteristicas proprias pertencentes ao
grupo das betaproteobactérias.

A falta de especificidade do meio NFb ja havia sido comprovada por
Magalhaes & Dobereiner (1984). Os autores consideraram que, além das espécies
de Azospirillum, que sao favorecidas no meio NFb, outros microrganismos
diazotroficos também podem crescer neste meio. Segundo Yanni et al. (1997), a
comunidade de bactérias diazotroficas cultivaveis € extremamente variada e
somente poucas bactérias ja foram identificadas e caracterizadas.

Nao foram isoladas bactérias do meio LGI-P (que propicia o
desenvolvimento de bactérias pertencentes a espécie Gluconacetobacter
diazotrophicus), mesmo tendo ocorrido formagao de pelicula no meio semi-sélido
LGI-P. A ocorréncia de bactérias da espécie G. diazotrophicus é bastante restrita e
estd associada, principalmente, a plantas ricas em agucar, tais como cana-de-

agucar, batata doce e capim Cameroom (Débereiner et al., 1995).
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O isolamento de bactérias a partir dos meios NFb, JNFb e JMV mostrou
que os 14 cultivares de sorgo forrageiro testados sdo aptos a associagdo com
bactérias diazotréficas e que, de acordo com a analise de similaridade, os isolados
provavelmente pertencem aos géneros Azospirillum, Herbaspirilum e
Burkholderia. O mesmo nao se verifica com relagdo aos cinco isolados que
apresentaram niveis de similaridade superiores a 50% a estirpe padrédo H.
seropedicae Z67 (ATCC 35892). Estes resultados estdo de acordo com pesquisas
anteriores, que demonstraram a presenga Azospirillum, Herbaspirillum e
Burkholderia em plantas de sorgo (Chiarini et al.,1998; Baldani et al., 1986;
Bashan et al., 2004).

4.1.3 Efeito de gendtipos de sorgo forrageiro sobre a diversidade

das bactérias diazotréficas

Foram calculados indices de diversidade com o objetivo de verificar se
o fator gendtipo influenciou a diversidade de bactérias diazotroficas que
colonizaram as plantas.

Com relagéo a presenga de bactérias diazotroficas nos 14 cultivares de
sorgo forrageiro analisados, observou-se que todos os cultivares foram eficientes
na associagao com bactérias diazotréficas. Com excecao dos cultivares 1F 305 e
Fepagro RS 11, nos quais os isolados foram provenientes de apenas um meio,
JNFb e NFb respectivamente, mais de um género de bactérias diazotroficas foram
isoladas dos cultivares de sorgo forrageiro (Figura 2).

A partir dos cultivares Fepagro RS 12, Fepagro RS 17 e BR 610 foram
isoladas bactérias dos meios JMV e NFb. A partir dos cultivares Fepagro 19, Past
49 C, Past 10, BR 506 e 855 F foram isoladas bactérias dos meios JNFb e JMV,
ao passo que no cultivar BRS 800 foram isoladas bactérias dos meios NFb e
JNFb. Os cultivares Fepagro RS 18, Past 76 e BR 601 foram os que apresentaram
os maiores indices de diversidade, de acordo os indices de Shannon-Weaver e

Simpson (Tabela 5), tendo sido isoladas bactérias dos meios JMV, NFb e JNFb.
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Figura 2. Bactérias diazotroficas presentes nos diferentes cultivares de sorgo
forrageiro. Porto Alegre, 2004.

Através do indice de equitabilidade (Tabela 5) verificou-se a distribuicdo
dos individuos entre os diferentes géneros presentes nos cultivares de sorgo. Os
cultivares 1 F 305, Fepagro RS 11, Fepagro RS 17, Fepagro 19 e BR 506 foram
0s que apresentaram as menores médias de equitabilidade, demonstrando que
nestes cultivares houve predominancia de um género sobre os demais. Observou-
se que a partir do cultivar 1F 305 apenas foram isoladas bactérias do meio JNFb,
evidenciando, através do indice de similaridade, que Herbaspirillum foi o género
dominante neste cultivar. J& no cultivar Fepagro RS 11 todos os isolados obtidos
foram provenientes do meio NFb, demonstrando que Azospirillum foi o género
dominante. Nos cultivares BR 506 e Fepagro RS 17 predominaram isolados
provenientes do meio JMV, sendo entdo Burkholderia o género predominante. Ja
no cultivar Fepagro 19 predominaram isolados provenientes do meio JNFb, sendo
entdo Herbaspirillum o género predominante. Com relagdo aos demais cultivares
de sorgo forrageiro, a distribuicdo dos géneros foi mais homogénea, indicando que
nao houve dominéncia de um género sobre os demais.

Existe um consenso geral de que o gendtipo da planta é um fator-chave
para a fixagdo bioldgica de nitrogénio, conjuntamente com a selecédo de estirpes

eficientes (Reis et al., 2000). Os resultados indicam que o gendtipo da planta
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exerce efeitos diferenciais na colonizagao por estas bactérias e que tais resultados
podem estar relacionados a composi¢ao quimica dos exudatos liberados pelas

plantas, que pode variar entre gendétipos (Kipe-Nolt et al., 1985).

Tabela 5. indice de diversidade entre comunidades isoladas dos cultivares de
sorgo forrageiro do tratamento sem nitrogénio. Porto Alegre, 2004.

Cultivar indices de diversidade
I S 1-D H E

1F 305 1 1 0 0 0
Fepagro RS 12 5 2 0,48 0,67 0,97
Fepagro RS 17 7 2 0,41 0,60 0,86
Fepagro RS 18 7 3 0,65 1,08 0,98
Fepagro 19 7 2 0,41 0,60 0,86
Past49 C 3 2 0,44 0,64 0,92
Past 76 6 3 0,61 1,01 0,92
Past 10 8 2 0,46 0,66 0,95
BR 610 6 2 0,44 0,64 0,92
BR 506 4 2 0,37 0,56 0,81
Fepagro RS 11 1 1 0 0 0
BRS 800 4 2 0,5 0,69 1,00
BR 601 9 3 0,59 0,96 0,88
855 F 8 2 0,5 0,69 1,00

I: nimero de isolados; S: numero de géneros; 1-D: indice de diversidade de Simpson; H:
Shannon-Weaver; E: Equitabilidade.

Ha indicios que os cultivares Fepagro RS 18, Past 76 e BR 601
apresentaram maior diversidade de géneros de bactérias diazotréficas, o que pode
ser atribuido a liberacdo de exudatos com maior diversidade de compostos
organicos. Segundo Grayston et al. (1998), a variedade de compostos orgéanicos
liberados pelas plantas influencia a diversidade de microrganismos presentes na
rizosfera. Kipe-Nolt et al. (1985) verificaram diferengas quantitativas consistentes
entre os gendtipos de sorgo na exudagédo de compostos organicos soluveis, sendo
que, para um mesmo gendtipo, as bactérias diferiram na utilizacdo de tais
exudatos. Os mesmos autores fizeram referéncia a trabalhos anteriores, nos quais
genotipos de sorgo diferiram quanto a associagdo com bactérias diazotroficas,
resultando em diferentes niveis da atividade da enzima nitrogenase. Boddey et al.

(1991) comprovaram que uma mesma bactéria pode ter diferentes graus de
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atividade da enzima nitrogenase, quando inoculada em diferentes gendtipos de
sorgo. Assim sendo, a variagdo na diversidade de organismos isolados nos
diferentes cultivares de sorgo pode ser explicada pela especificidade que ocorre
entre planta e bactéria.

A alta diversidade de bactérias, aliada ao alto teor de nitrogénio nos
tecidos das plantas que n&o receberam adubagao nitrogenada e baixa resposta a
adubacgao nitrogenada em condi¢des de baixa fertilidade, pode ser atribuida a
influéncia que o gendtipo da planta pode apresentar sobre as bactérias
diazotroficas. Sendo assim, o cultivar Past 76 mostrou-se promissor para futuros
estudos, considerando sua aparente eficiéncia em associar-se com bactérias
diazotroficas. Para este cultivar observou-se elevada diversidade de bactérias
diazotroficas associadas, no qual foram isoladas bactérias de trés diferentes meios
de cultura: JMV, JNFb e NFb. Segundo Moreira & Siqueira (2002), citados por
Nébrega et al. (2004), a diversidade dos microrganismos envolvidos garante
grande estabilidade na fixagdo bioldgica do nitrogénio e a ocorréncia deste
processo nos mais diferentes ambientes terrestres. Além da elevada diversidade,
deve-se levar em conta que o cultivar Past 76 também demonstrou baixa resposta
a adubacgao nitrogenada e alto teor de nitrogénio nas plantas que nao receberam
adubacao nitrogenada (Tabela 4). Estes fatores podem ser indicativos de que
houve uma eficiente associagdo com bactérias diazotroficas, sendo que parte do N

suprido pode ter sido proveniente da FBN.

4.2 Selecao de cultivares de sorgo granifero
A selegdo de cultivares de sorgo granifero foi baseada no rendimento
de matéria seca e no acumulo de nitrogénio no tecido, em resposta a adubagao

nitrogenada.
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4.2.1 Efeito da adubacao nitrogenada sobre os cultivares de sorgo

granifero

Com relagdo ao rendimento de matéria seca, foram obtidos valores
superiores no tratamento em que foi aplicado nitrogénio, em comparagao aquele
em que nao foi aplicado fertilizante nitrogenado ao solo (Tabela 6). O cultivar AG
1018 foi o unico que nado evidenciou aumento significativo no rendimento de
matéria seca com aplicagdo de nitrogénio mineral. Franga (1983), citado por
Fernandes et al. (1991), também observou diferenga entre gendtipos na resposta
a adubacao nitrogenada, a qual foi atribuida a diferengas genéticas entre os

cultivares testados.

Tabela 6. Matéria seca na parte aérea dos cultivares de sorgo granifero aos 67
dias apos a emergéncia. Eldorado do Sul, 2005.

Cultivar Adubacéo nitrogenada ( kg ha™)
0 90
g planta™

AG 2005 36,29 A b 103,50 A a
AG 1018 4538 A a 69,95 A a
Pioneer 8419 47,26 Ab 12291 Aa
DKB Ambar 61,13ADb 110,88 A a
DKB 57 45,83 A b 80,37 Aa
Pioneer 8118 40,57 Ab 89,04 Aa
CV (%) 15,19 17,26

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem significativamente
entre cultivares e médias seguidas da mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre
tratamentos pelo Teste de Scott-Knott a 5%.

O teor de nitrogénio no tecido dos cultivares de sorgo foi influenciado
pela adicdo de nitrogénio (Tabela 7). Na comparacao entre cultivares, porém,
verificou-se que nao houve diferengas significativas, para ambos niveis de
adubacéo nitrogenada.

Os acréscimos no nitrogénio total devido a aplicagédo de N variaram de
141,79 mg N planta™ no cultivar Pioneer 8118 a 1070,24 mg N planta™ no cultivar
DKB Ambar.
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Com relacdo a eficiéncia relativa de absor¢ao de nitrogénio dos
cultivares, observou-se que o gendtipo DKB Ambar foi o que apresentou maior
eficiéncia (35,67%). Ja o gendtipo AG 1018 foi o que demonstrou menor eficiéncia
relativa de absorgao de nitrogénio (18,78%) (Tabela 7).

A baixa eficiéncia relativa de absorcdo de nitrogénio do cultivar AG
1018 sugere, a principio, que houve uma eficiente associagdo com bactérias
diazotroficas e que esta baixa resposta ao fertilizante nitrogenado poderia ser
atribuida a fixagcado biolégica do nitrogénio. Na hipétese de haver uma eficiente
associacdo com bactérias, seria esperado um alto conteudo de N no tecido das

plantas, uma vez que parte do suprimento de N poderia ser proveniente da FBN.

Tabela 7. Nitrogénio total na parte aérea das plantas de sorgo granifero avaliados
aos 67 dias apos a emergéncia. Eldorado do Sul, 2005.

Cultivar Adubacdo nitrogenada (kg N ha)  Eficiénciarelativa
de absorcédo de N

0 90
———————————— mg N planta™------------- %
AG 2005 290,69 Ab 1231,22 A a 31,34
AG 1018 509,65 Ab 1073,07 Aa 18,78
Pioneer 8419 411,51 Ab 994,35 Aa 19,42
DKB Ambar 496,54 Ab 1566,78 A a 35,67
DKB 57 428,97 Ab 1198,38 A a 25,65
Pioneer 8118 403,17 Ab 1071,68 Aa 20,03
CV (%) 12,35 13,22

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna nao diferem significativamente
entre cultivares e médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha nao diferem
significativamente entre tratamentos pelo Teste de Scott-Knott a 5%.

Estatisticamente, o cultivar AG 1018 n&o se sobressaiu dos demais
genotipos testados quanto ao teor de nitrogénio no tecido, indicando que todos os
cultivares de sorgo granifero responderam similarmente a adubacgao nitrogenada.
A nédo significancia entre os teores de nitrogénio observados nos diferentes
genotipos pode ser explicada pela variabilidade de resultados encontrados, por se
tratar de um experimento conduzido em campo. Por outro lado, é possivel que,

entre os genotipos testados, ndo haja variabilidade genética suficiente para que
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houvesse diferengas acentuadas entre os cultivares em termos de teores de N no
tecido, que permitissem destacar claramente gendtipos mais promissores para

futuros estudos.

4.2.2 Ocorréncia de bactérias diazotréficas associadas aos

cultivares de sorgo granifero

Os resultados do isolamento das bactérias a partir dos cultivares de
sorgo granifero mostraram a presenca de bactérias diazotroficas nos seis
cultivares analisados e nas duas partes amostradas (raizes e colmos).

Foram obtidos 29 isolados de trés diferentes meios: NFb, JNFb e JMV.
A partir das caracteristicas fenotipicas das colbnias, verificou-se que se formaram
dois grupos principais, sendo que o grupo localizado na parte superior associou-se
com estirpes padrao pertencentes ao grupo das alfaproteobactérias e o grupo
localizado na parte inferior, com excegdo da bactéria Gluconacetobacter
diazotrophicus que pertence ao grupo das alfaproteobactérias, uniu grupos que se
associaram com estirpes que pertencem ao grupo das betaproteobactérias (Figura
3).

Formaram-se trés grupos que apresentaram 100% de similaridade com
as estirpes padrao utilizadas. Destes, foi observado que sete isolados
alcalinizaram o meio de cultura, apresentaram col6nias brancas, secas e com
bordas rugosas em meio de cultura NFb solido, e col6nias branco-amareladas,
secas, rugosas e de coloragao rosada apés uma semana de incubagdo em meio
Batata. Com base nestas caracteristicas, estes isolados se agruparam com 100%
de similaridade com a estirpe padrao A.brasilense Sp7 (ATCC 29145). Estas
caracteristicas foram as mesmas encontradas quando se verificou a morfologia
das colbnias da estirpe A.brasilense Sp7 (ATCC 29145) nos meios NFb e Batata.

Foi verificado que oito isolados agruparam-se com 100% de
similaridade com a estirpe padrdao H. seropedicae Z67 (ATCC 35892). Tais
isolados apresentaram as seguintes caracteristicas: alcalinizaram o meio de

cultura, continham colbnias umidas, com bordas lisas e inicialmente brancas e
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tornando-se azuis ap6s uma semana de incubagao em meio de cultura NFb sdlido,
umidas e com bordas lisas e colbnias bege em meio Batata. Estas caracteristicas
foram as mesmas encontradas quando se verificou a morfologia das colénias da
estirpe H. seropedicae Z67 (ATCC 35892) nos meios JNFb e Batata.

UFRGS1G

UFRGS4G

UFRGS5G

UFRGS6G

UFRGS7G

UFRGS9G

UFRGS10G

A. brasilense Sp7 (ATCC 29145)

A. lipoferum
A. amazonense

UFRGS2G
UFRGS3G
UFRGS8G

1 UFRGS11G

G. diazotrophicus
— UFRGS12G

H. seropedicae Z67 (ATCC 35892)
UFRGS13G
UFRGS14G
UFRGS15G
UFRGS18G
UFRGS17G
UFRGS16G
UFRGS19G

UFRGS20G
UFRGS28G
UFRGS26G
UFRGS24G
UFRGS22G
UFRGS29G
B. tropica Ppe8 (ATCC BAA-831)
UFRGS27G
UFRGS25G
UFRGS21G
UFRGS23G

Figura 3. Fenograma de similaridade entre as bactérias isoladas dos cultivares de
sorgo granifero. Eldorado do Sul, 2005.
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Dez isolados, que nao modificaram o pH do meio, continha colénias de
coloragdo amarela com centro laranja, umidas e lisas em meio JMV e col6nias de
coloracédo beges, umidas e lisas em meio de cultura Batata agruparam-se com
100% de similaridade com a estirpe padrdo B. tropica Ppe8 (ATCC BAA-831).
Estas caracteristicas foram as mesmas encontradas quando se verificou a
morfologia das col6nias da estirpe B. tropica Ppe8 (ATCC BAA-831). nos meios
JMV e Batata.

Além destes trés grupos formados, quatros isolados que néo
apresentam caracteristicas semelhantes as dos isolados padrao testados
formaram um quarto grupo. Estes isolados se caracterizaram por alcalinizarem o
meio, apresentarem colbnias verdes, com bordas lisas e umidas em meio de
cultura NFb, e colénias amarelas, umidas e com bordas lisas em meio Batata.
Estes isolados obtiveram 50% de similaridade com a estirpe padrdo H.
seropedicae Z67 (ATCC 35892). Desta forma, este grupo deve, provavelmente,
pertencer a organismos com caracteristicas proprias pertencentes ao grupo das
betaproteobactérias.

De acordo com estes resultados, as bactérias isoladas das plantas de
sorgo granifero que obtiveram 100% de similaridade com as estirpes padréao
utilizadas, provavelmente, pertencem aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum e
Burkholderia. Os géneros Herbaspirillum e Burkholderia foram obtidos das duas
partes das plantas de sorgo analisadas (raiz e colmo). Ja as bactérias
pertencentes ao género Azospirillum e as que ndo apresentam caracteristicas
semelhantes as dos isolados padrao testados, foram isoladas apenas das raizes.
A presenga de Herbaspirillum e Burkholderia em raizes e colmo pode ser devido
ao carater endofitico obrigatério dos géneros (James & Olivares, 1997). Ja o
género Azospirillum compreende predominantemente bactérias colonizadoras da
rizosfera, no qual somente algumas estirpes s&o aptas em colonizar o interior das
plantas (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). Em geral, as bactérias deste género
colonizam, principalmente, as zonas de elongacéo e pélos radiculares (Broeck &
Vanderleyden, 1995).
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4.2.3 Efeito de gendtipos de sorgo granifero sobre a diversidade

das bactérias diazotréficas

Foram calculados indices de diversidade com o objetivo de verificar se
o fator gendtipo influenciaram na ocorréncia e diversidade de bactérias
diazotrdéficas. De acordo com os resultados obtidos no isolamento das bactérias
diazotroficas, a partir dos cultivares de sorgo granifero, foi verificado que os
genotipos influenciaram a ocorréncia e distribuicdo dos isolados de ambos os

tratamentos (Figura 4).
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Figura 4. Bactérias diazotréficas presentes nos diferentes cultivares de sorgo
granifero. Eldorado do Sul, 2005.

Com base nos indices de diversidade (Tabela 8), o cultivar AG 1018 foi
0 que apresentou a maior diversidade de géneros no tratamento que recebeu
adubacao nitrogenada, no qual foram isoladas bactérias dos meios NFb e JMV. Ja
nos cultivares AG 2005, Pioneer 8419, DKB Ambar e Pioneer 8118 isolou-se
apenas um género de cada cultivar, e a partir dos cultivares DKB 57 n&o foram
isoladas bactérias das plantas de sorgo do tratamento com nitrogénio. O cultivar
AG 1018 foi o que também apresentou a maior média de equitabilidade, o que
sugere que neste cultivar a distribuigdo dos géneros foi mais homogénea, ou seja,

nao houve dominancia de um género sobre os demais.
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Com relagdo as plantas de sorgo do tratamento sem nitrogénio
verificou-se, através dos indices de diversidade, que os cultivares que
apresentaram maior diversidade foram AG 1018, DKB Ambar e Pioneer 8118. A
partir dos cultivares AG 1018 e Pioneer 8118 foram isoladas bactérias dos meios
JNFb e NFb e do cultivar DKB Ambar foram isoladas bactérias dos meios JMV e
NFb. Dos cultivares AG 2005 e DKB 57 foram isoladas bactérias de apenas um
género, JMV e NFb, respectivamente. Ja, a partir do cultivar Pioneer 8419 nao
foram isoladas bactérias das plantas do tratamento que ndo recebeu adubacgao
nitrogenada. O cultivar DKB Ambar foi o que apresentou as maiores médias de
equitabilidade, sugerindo, com isto, que neste cultivar a distribuicdo dos géneros
foi mais homogénea (Tabela 8). De modo geral, houve maior diversidade de
bactérias diazotréficas no tratamento sem adubacao nitrogenada (Tabela 8). No
tratamento que recebeu adubacgao nitrogenada, os indices de diversidades tiveram

valor zero em todos os genotipos, excegao feita ao cultivar AG 1018.

Tabela 8. indice de diversidade de bactérias diazotroficas totais isoladas de
plantas de sorgo granifero, com e sem adubagéo nitrogenada. Eldorado do Sul,
2005.

Cultivar indices de diversidade
I S 1-D H E
Com N (90 kg de N ha™)
AG 2005 1 1 - - -
AG 1018 5 2 0,3 0,5 0,7
Pioneer 8419 2 1 - - -
DKB Ambar 2 1 - - -
DKB 57 0 - - - -
Pioneer 8118 1 1 - - -
Sem N (0 kg ha™)
AG 2005 1 1 - - -
AG 1018 8 2 0,4 0,6 0,8
Pioneer 8419 0 - - - -
DKB Ambar 4 2 0,5 0,7 1
DKB 57 2 1 - - -
Pioneer 8118 3 2 0,4 0,6 0,9

I: nimero de isolados; S: numero de géneros; 1-D: indice de diversidade de Simpson; H:
Shannon-Weaver; E: Equitabilidade.
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A parte da planta também foi um fator que influenciou na ocorréncia de
bactérias nos cultivares de sorgo. Em ambos os tratamentos, o maior numero de
isolados foi obtido a partir das raizes das plantas. No tratamento que recebeu
adubacgao nitrogenada isolaram-se sete bactérias das raizes, ao passo que foram
isoladas apenas quatro do colmo. Ja com relagdo ao tratamento que nao recebeu
adubacgao nitrogenada, foram isoladas 17 bactérias das raizes, ao passou que no
colmo n&o foi obtido nenhum isolado.

A maior diversidade de bactérias encontrada nas raizes pode ser
atribuida ao fato do sistema radicular ser um grande dreno de compostos
organicos produzidos na parte aérea, e que tais compostos sdo utilizados pelas
bactérias para a sua sobrevivéncia, conforme observaram Reis Junior et al.
(2000). Além disso, o acesso das bactérias diazotréficas a parte aérea das
plantas, através dos vasos do xilema, pode ser dificultado (Reis Junior et al.,
2000).

O cultivar AG 1018 foi o que apresentou menor resposta a adubacéao
nitrogenada, em comparag¢ao aos demais cultivares testados. Por outro lado, este
cultivar de sorgo granifero mostrou-se similar em relagdo aos demais no que diz
respeito ao acumulo de nitrogénio no tecido em condi¢cées de baixa fertilidade.
Porém, considerando a elevada diversidade de bactérias diazotroficas e a baixa
resposta a adubagao nitrogenada, os resultados sugerem que pode ter havido
uma eficiente associagdo com bactérias diazotréficas. Este tipo de resposta
sugere que o cultivar AG 1018 pode ser promissor para futuros estudos de
selegdo de cultivares destinados ao cultivo em solos com baixa disponibilidade de

nitrogénio.

4.2.4 Relacdo entre adubacdo nitrogenada e distribuicdao de
bactérias diazotréficas em cultivares de sorgo granifero
O isolamento das bactérias diazotréficas foi realizado a partir dos

cultivares de sorgo granifero dos dois tratamentos avaliados (com e sem
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nitrogénio), com o objetivo de avaliar a diversidade das bactérias em resposta a
adubacéo nitrogenada.

A adubagédo nitrogenada influenciou o rendimento de matéria seca e o
teor de N nos cultivares de sorgo, assim como a ocorréncia e diversidade de
bactérias diazotroficas nos sitios avaliados das plantas. De acordo com os indices
de diversidade (Tabela 8), foi observado que, em geral, houve maior diversidade
de bactérias nos cultivares de sorgo do tratamento que n&o recebeu adubagéo
nitrogenada. Os cultivares AG 1018, DKB Ambar e Pioneer 8118 apresentaram
indices de Shannon-Weaver maiores no tratamento que nao recebeu adubagao,
em relagdo ao tratamento em que foi aplicado fertilizante nitrogenado. Tais
cultivares também apresentaram uma maior média de equitabilidade (Tabela 8),
evidenciando, com isto, que a distribuicdo das bactérias diazotréficas foi mais
homogénea no tratamento que nao recebeu adubacgéao nitrogenada.

Também foi observado que a diversidade de populacbdes de bactérias
diazotréficas nas raizes foi menor no tratamento que recebeu adubagao
nitrogenada. No tratamento com adubagao nitrogenada foram isoladas bactérias
de dois meios de cultura (JMV e NFb), ao passo que no tratamento que nao
recebeu adubacao foram isoladas bactérias de trés meios de cultura: JMV, JNFb e
NFb.

Com relagao a diversidade das bactérias no colmo das plantas de sorgo
granifero, foi observado que a maior diversidade ocorreu no tratamento que
recebeu adubacdo nitrogenada, onde foram isoladas bactérias de dois meios de
cultura JMV e JNFb. No tratamento que n&o foi adubado foi isolada apenas uma
bactéria do meio JNFb.

Segundo Kolb & Martin (1988), a adubacédo nitrogenada aumenta o
numero de bactérias heterotréficas que colonizam a rizosfera de diversas plantas,
0 que sugere que o decréscimo na diversidade de bactérias diazotroficas nas
raizes pode ter sido causado por competicdo entre bactérias diazotroficas e
heterotréficas. Na auséncia de nitrogénio a populagédo de bactérias diazotroficas €

favorecida, uma vez que os microrganismos heterotréficos necessitam de uma
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fonte nitrogenada externa para o aumento da populagao. O oposto ocorre quando
existe uma fonte de nitrogénio disponivel no solo.

Além da diminuicdo da diversidade, alguns autores relatam que altas
doses de adubo nitrogenado também podem causar a diminuigao da populagéo de
bactérias diazotroficas. Kirchhof et al. (1997) observaram que a quantidade de
bactérias diazotroficas era menor ou ndo-detectavel em altos niveis de N mineral.
Fuentes-Ramirez et al. (1993) também verificaram que a associagdo da bactéria
Gluconacetobacter diazotrophicus com plantas de cana-de-agucar foi severamente
limitada pelas altas doses de adubo nitrogenado.

A Figura 5 representa a distribuicdo de bactérias diazotrdficas
encontradas em plantas (raizes e colmos) de sorgo granifero, com e sem
aplicacdo de nitrogénio. Pode-se observar que a ocorréncia de bactérias
diazotroficas foi influenciada tanto pelo gendétipo de sorgo quanto pela dose de N
aplicada, ou seja, os cultivares se comportaram diferentemente quanto a
distribuicdo e ocorréncia das bactérias em relagdo a adubacgao nitrogenada.

Com excegao do cultivar AG 2005, no qual o isolamento foi o0 mesmo
nos dois tratamentos (apenas foram isoladas bactérias do meio JMV), o
isolamento das bactérias dos demais cultivares variou entre os tratamentos
(Figura 5). Este efeito pode ser devido ao fato que a adubagéo nitrogenada pode
alterar o estado fisiolégico da planta e, consequentemente, afetar as populagdes
das bactérias diazotroficas (Muthukumarasamy et al.,1999). Desta forma, foi
possivel verificar diferengas na ocorréncia e distribuicao de bactérias diazotroficas
entre os cultivares avaliados e entre as doses de nitrogénio aplicadas, indicando
que estes dois fatores podem ter influenciado na diversidade da populacdo das
bactérias associadas ao sorgo. Tais diferencas podem ser indicadas como
possiveis fatores de influéncia nas taxas de fixagdo bioldgica do nitrogénio em

plantas de sorgo.
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Figura 5. Bactérias diazotréficas presentes nos cultivares de sorgo granifero, com
e sem adubacéao nitrogenada. Eldorado do Sul, 2005.

4.3 Selecao de bactérias diazotroficas

Um total de 76 bactérias isoladas de plantas de sorgo forrageiro e 29
bactérias isoladas de plantas de sorgo granifero foi analisado quanto a capacidade

de fixar nitrogénio atmosférico e de produzir acido indol-acético in vitro.

4.3.1 Quantificacdo do nitrogénio fixado pelas bactérias

diazotroficas

Os resultados da quantificagdo do nitrogénio atmosférico fixado pelas
bactérias isoladas dos cultivares de sorgo forrageiro (Tabela 9) variaram de 3,78
ng N mg proteina™ dia™ (isolado UFRGS21F) a 229,72 ng N mg proteina™ dia™
(isolado UFRGS62F). As bactérias UFRGS62F (isolada do meio NFb), UFRGS60F
(isolada do meio JNFb) e UFRGS55F (isolada do meio JNFb) foram as que mais
fixaram Nz in vitro.

Com relacdo a quantificacdo do nitrogénio fixado pelas bactérias
isoladas dos cultivares de sorgo granifero (Tabela 10), os resultados variaram de
5,92 ng N mg proteina™ dia™” (isolado UFRGS24G) a 112,46 ung N mg proteina™
dia™ (isolado UFRGS7G). A bactéria UFRGS24G (isolada do meio JMV) foi isolada
a partir do cultivar Pioneer 8419, enquanto que a bactéria UFRGS7G (isolada do
meio NFb) foi isolada do cultivar DKB Ambar.
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A média geral de N, fixado pelas bactérias isoladas das plantas de
sorgo forrageiro foi de 65,80 ug N mg proteina™ dia™. Ja, a média geral do N
fixado pelas bactérias isoladas das plantas de sorgo granifero foi de 47,20 ug N
mg proteina™ dia™, enquanto que a estirpe padrdo A. brasilense Sp7 fixou 102,47
ug N mg proteina™ dia™. Portanto, a estirpe padrdo produziu 55,7% a mais que a
média dos isolados do experimento com sorgo forrageiro e 117% a mais que a
média dos isolados do experimento com sorgo granifero. A estirpe Sp7 foi
originalmente isolada de Digitaria decumbens e é a bactéria mais utilizada em
estudos de inoculagao, provavelmente, devido ao seu alto potencial de fixagao
bioldgica (Baldani et al., 1999; Roesch, 2003).

Para ambos experimentos, a média de N, fixado pelas bactérias
isoladas do meio JMV foi de 23,89 ng N mg proteina™ dia™. A média daquelas que
foram isoladas do meio JNFb foi de 91,35 ug N mg proteina™ dia™, e das bactérias
isoladas do meio NFb foi de 82,83 ug N mg proteina™ dia™.

A técnica de quantificacdo de nitrogénio atmosférico in vitro permitiu
verificar que todos os isolados testados, de ambos experimentos, foram aptos em
fixar N2. A utilizacdo desta metodologia, no presente trabalho, foi eficiente para a
selecao de bactérias mais eficientes em fixar N, in vitro. Entre os isolados testados
neste estudo, os mais promissores foram os isolados UFRGS62F, UFRGS55F e
UFRGS60F, isolados de sorgo forrageiro, e UFRGS7G, isolado de sorgo
granifero. O desempenho dos microrganismos foi verificado em condigbes
axénicas (in vitro), sugerindo que o préximo passo a ser dado neste estudo seria a
verificagdo do potencial dos isolados em condigdes ndo-axénicas (in situ).

E sabido que o estimulo que as bactérias exercem sobre as plantas e
seu potencial para atuar tanto como fixadoras como de produtoras de fitormdnios
€ influenciado por diversas variaveis, tais como o tipo de solo, nutricdo, umidade,
temperatura e comunidade presente no local (Kloepper et al., 1989). Diante disto,
um estudo com inoculagéo de isolados em sorgo poderia avaliar a eficiéncia das

bactérias em fixar N, em condigdes nao-axénicas. Isto permitiria verificar o
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estabelecimento e a competitividade das bactérias diazotréficas em campo, uma
vez que a colonizagédo e o estabelecimento destes microrganismos associativos
sao influenciados de maneira diferente, dependendo das popula¢des naturais do
solo, conforme sugerem Baldani et al. (1986) e Sala et al. (2005).

Alguns autores obtiveram resultados significantes com a inoculagéao de
bactérias isoladas da rizofera em plantas. Asghar et al. (2002) verificaram que a
inoculagdo de sementes com bactérias previamente isoladas da rizosfera de
diferentes espécies de Brassica aumentaram significantemente a altura das
plantas (até 56%), o didametro do caule (até 11%), o numero de ramos (até 35%), o
numero de siliquas por planta (até 27%), o peso de 1.000 graos (até 34%), o
rendimento de gréos (até 45%) e o teor de dleo (até 5,6%) em comparagao as
plantas ndo-inoculadas. Bertrand et al. (2001), citado por Asghar et al. (2002),
isolaram 13 bactérias da rizosfera de plantas de canola (Brassica napus) para
avaliar a atividade dos promotores de crescimento das plantas. Oito dos 13
isolados proporcionaram um aumento significativo, de 11 a 52%, no rendimento de

matéria seca das plantas de canola.
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Tabela 9. N total fixado e producao de acido indol-acético das bactérias isoladas
das raizes dos cultivares de sorgo forrageiro. Porto Alegre, 2004.

Isolado Cultivar Nitrogénio fixado Producéo de AIA
ug N mg proteina™’ dia™ ug AlA mg proteina™
JMV
UFRGS1F  Fepagro RS 12 11,60 h 5,13d
UFRGS2F Fepagro RS 12 26,01 g 341e
UFRGS3F Fepagro RS 12 16,63 h 7,97 b
UFRGS4F  Fepagro RS 17 20,54 h 1,87 f
UFRGS5F  Fepagro RS 17 43,83 g 3,02¢e
UFRGS6F  Fepagro RS 17 14,83 h 1,80 f
UFRGS7F  Fepagro RS 17 27,60 g 4,95d
UFRGS8F  Fepagro RS 17 28,48 g 4,95d
UFRGS9F Fepagro RS 18 14,24 h 490d
UFRGS10F Fepagro RS 18 8,43 h 7,26 c
UFRGS11F Fepagro 19 43,69 g 6,90 c
UFRGS12F Fepagro 19 16,76 h 3,03 e
UFRGS13F Past49 C 12,68 h 3,03 e
UFRGS14F Past49C 20,94 g 3,02e
UFRGS15F Past 76 16,85 h 6,16 c
UFRGS16F Past 76 17,77 h 9,04 a
UFRGS17F Past 10 39,15 ¢ 6,50 c
UFRGS18F Past 10 18,90 h 4,18d
UFRGS19F Past 10 11,20 h 0,70 f
UFRGS20F BR 610 25,59 ¢g 4,43d
UFRGS21F BR 610 3,78 h 3,02e
UFRGS22F BR 610 16,58 h 3,02e
UFRGS23F BR 610 19,40 h 443d
UFRGS24F BR 506 20,54 h 4,36 d
UFRGS25F BR 506 32,45¢g 3,61e
UFRGS26F BR 506 11,36 h 4,69d
UFRGS27F BR 601 27,03 g 1,75 f
UFRGS28F BR 601 21,09 h 2,71 f
UFRGS29F BR 601 35,92 ¢ 2,86 e
UFRGS30F BR 601 20,65 h 1,69 f
UFRGS31F 855F 24,65¢g 1,63 f
UFRGS32F 855F 13,44 h 0,80 f
UFRGS33F 855F 10,50 h 1,63 f
UFRGS34F 855F 36,759 0,80 f
JNFb
UFRGS35F 1 F 305 72,18 f 5,66 c
UFRGS36F Fepagro RS 18 69,93 f 8,84 a

UFRGS37F Fepagro RS 18 97,28 e 8,84 a



Tabela 9. Continuagao...

UFRGS38F Fepagro RS 18 78,28 e 8,21b
UFRGS39F Fepagro 19 82,73 e 3,35e
UFRGS40F Fepagro 19 56,07 f 3,35 e
UFRGS41F Fepagro 19 87,92 e 577c
UFRGS42F Fepagro 19 57,79 f 4,46d
UFRGS43F Fepagro 19 149,13 ¢ 4,46 d
UFRGS44F Past49C 68,72 f 587c
UFRGS45F Past 76 118,59 d 7,65¢c
UFRGS46F Past 76 61,56 f 9,19 a
UFRGS47F Past 76 168,46 ¢ 9,30 a
UFRGS48F Past 10 48,12 f 9,30 a
UFRGS49F Past 10 91,74 e 561c
UFRGS50F Past 10 63,72 f 5,69 c
UFRGS51F Past 10 80,20 e 4,77 d
UFRGS52F Past 10 67,05 f 2,35f
UFRGS53F BR 506 49,02 f 7,86 b
UFRGS54F BRS 800 83,18 e 524d
UFRGS55F BRS 800 223,39 a 6,94 c
UFRGS56F BR 601 196,93 b 8,97 a
UFRGS57F 855F 82,55 e 1,56 f
UFRGS58F 855F 159,30 c 7,16 c
UFRGS59F 855F 194,89 b 7,16 ¢c
UFRGS60F 855 F 227,64 a 7,16 c
NFb
UFRGS61F Fepagro RS 12 67,47 f 599c
UFRGS62F Fepagro RS 12 229,72 a 3,36 e
UFRGS63F Fepagro RS 17 66,27 f 6,52 c
UFRGS64F Fepagro RS 17 73,37 f 8,00 b
UFRGS65F Fepagro RS 18 55,04 f 6,27 c
UFRGS66F Fepagro RS 18 83,97 e 1,64 f
UFRGS67F Past 76 157,44 c 9,07 a
UFRGS68F BR 610 158,05 c 5,85c¢c
UFRGS69F BR 610 66,45 f 3,46 e
UFRGS70F Fepagro RS 11 71,94 f 1,79 f
UFRGS71F BRS 800 61,98 f 503d
UFRGS72F BRS 800 66,99 f 1,58 f
UFRGS73F BR 601 63,07 f 3,39 e
UFRGS74F BR 601 86,71 e 10,70 a
UFRGS75F BR 601 172,67 c 6,51c
UFRGS76F BR 601 53,55 f 9,48 a
Sp7 - 102,47 d 1,57 f
CV (%) 13,3 19,21

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre isolados
pelo Teste de Scott-Knott a 5%.
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4.3.2 Producéo de acido indol-acético

Com relagdo a producdo de PCPs, verificou-se que todos os isolados
de ambos experimentos apresentaram habilidade de produzir acido indol-acético
(AIA) em meio de cultura.

Os valores da quantificacdo de AIA das bactérias isoladas do
experimento com sorgo forrageiro (Tabela 9) variaram de 0,70 ug AIA mg proteina
' (isolado UFRGS19F) a 10,70 ug AIA mg proteina™ (isolado UFRGS74F). Os
maiores valores de producao de AIA foram obtidos pelas bactérias UFRGS74F
(isolada do meio NFb), UFRGS16F (isolada do meio JMV), UFRGS36F,
UFRGS37F, UFRGS46F, UFRGS47F, UFRGS48F e UFRGS56F (isoladas do
meio JNFb), UFRGS67F e UFRGS76F (isoladas do meio NFb). Em contrapartida,
a bactéria UFRGS19F (isolada do meio JMV) foi a que menos produziu AlA, a qual
foi isolada do cultivar Past 10.

Com relacao a quantificacdo de AlA produzidos pelas bactérias isoladas
do experimento com sorgo granifero, verificou-se que os valores variaram de 1,08
ng AIA mg proteina™ (isolado UFRGS27G) a 22,55 pg AIA mg proteina™ (isolado
UFRGS3G) (Tabela 10). A bactéria UFRGS27G (isolada do meio JMV) foi a que
menos produziu AlA, a qual foi isolada do cultivar AG 1018. As bactérias
UFRGS3G (isolada do meio NFb), UFRGS12G (isolada do meio JNFb) e
UFRGS28G (isolada do meio JMV) foram as que mais produziram AlA.

Resultados similares de producédo de AIA foram obtidos por Pedraza et
al. (2004). Estudando a producdo de AIA de diversas espécies de bactérias
diazotréficas, os autores verificaram que a producdo de AIA pelas bactérias
incubadas sob agitagdo de 120 rpm por 72h, em caldo nutritivo, variou de 4,37 a
27,32 ug AIA mg proteina™. A menor produgdo de AIA encontrada pelos
pesquisadores foi obtida pelo isolado pertencente a espécie P. stutzeri. Ja, a maior
producao de AlA foi obtida pelo isolado pertencente a espécie A. brasilense.

As bactérias isoladas do meio JMV de ambos experimentos produziram,

em média, 4,24 ug AIA mg proteina™. Ja, a média de producdo de AIA das
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bactérias isoladas do meio JNFb foi de 7,63 ug AIA mg proteina™, enquanto que a
média das bactérias isoladas do meio NFb foi de 6,89 ug AIA mg proteina™.

A média geral de AIA produzidos pelos isolados do experimento com
sorgo forrageiro foi de 5,03 ug AIA mg proteina™, ao passo que a média dos
isolados em sorgo granifero foi de 8,43 ug AIA mg proteina™. A estirpe padréao A.
brasilense Sp7 produziu 1,64 ug AlIA mg proteina™. Portanto, a producdo média de
AlA das bactérias isoladas das plantas de sorgo forrageiro foi o triplo da produgao
da estirpe padrao. Ja a produgcao média dos isolados de sorgo granifero foi cinco
vezes maior que a producao da estirpe padrao.

Com base nos resultados obtidos em ambos experimentos verificou-se
que ndo houve um género que se sobressaisse dos demais. As bactérias que
foram isoladas do mesmo meio de cultura produziram diferentes quantidades de
AlA. Ja Radwan et al. (2004), estudando a producao de PCPs de diversas estirpes
das espécies A. brasilense, A. lipoferum, H. seropedicae e H. rubrisubalbicans
isoladas de plantas de arroz, verificaram que as estirpes de Azospirillum
produziram de trés a sete vezes mais compostos inddlicos que as de
Herbaspirillum. Com base em diversos pesquisadores, Pedraza et al. (2004)
consideraram que as quantidades de AIA obtidas pelos isolados dependem da
espécie ou até mesmo da estirpe que esta em estudo, assim como das condicoes
em que sao cultivados os organismos, tais como: presenga ou auséncia do
precursor do AIA no meio de cultura (triptofano), oxigenacédo, pH e fase de
crescimento em que se encontram os isolados. Além destes fatores, Lambrecht et
al. (2000) consideram que a atividade metabdlica, assim como a concentragédo
elevada do produto final (AlA) também podem influenciar nos niveis de AIA
produzidos pelas bactérias.

Os resultados de producdo de AIA e N fixado pelos isolados
demonstram que estes dois eventos n&do se inter-relacionaram (Tabelas 9 e 10).
Estes resultados mostram-se coerentes, pois € sabido que os dois processos sao
independentes, por serem codificados por genes distintos. Sevilla et al. (2001)

observaram que um mutante do gene nifH da estirpe G. diazotrophicus PALS
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pdde, ainda, estimular o crescimento das plantas em um experimento em cana-de-
agucar, sugerindo que houve produgdo de auxinas pela bactéria mutante.
Estudando a estirpe Azospirillum OAD-57, Gadagi et al. (2004) verificaram que
houve correlagao negativa entre a producéo de PCPs e N fixado, ja que a estirpe
produziu grande quantidade de AIA e giberelinas em caldo nutritivo, porém fixou
pequena quantidade de N.

Considerando que n&o houve correlagao entre os resultados de AIA e N
fixado, uma alternativa para tornar eficiente o processo de promocédo de
crescimento vegetal seria buscar maior entendimento a respeito da utilizagéo de
inoculantes mistos, visando a obtengdo de incrementos na produgédo agricola.
Resultados positivos da utilizagdo com inoculantes mistos tém sido relatados.
Oliveira et al. (2002) testaram a inoculagdo de sete diferentes combinagdes de
in6culos, usando cinco espécies de bactérias diazotroficas endofiticas (G.
diazotrophicus, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, A. amazonense e
Burkholderia sp.) em cana-de-agucar. Os resultados demonstraram que todas as
plantas inoculadas mostraram claras modificagdes morfolégicas, com aumento no
rendimento da matéria seca das raizes, sendo que o melhor tratamento foi com a
mistura das cinco espécies, seguidas pelo tratamento com a mistura de
Herbaspirillum. Os autores afirmam que, para que haja uma maxima producéo, &
necessario que as plantas sejam inoculadas com diferentes espécies de bactérias
diazotroficas para promover uma alta transferéncia de N fixado e fitorménios.
Assim sendo, a utilizacdo de inoculantes mistos poderia ser uma alternativa para

tornar mais eficiente a associagao entre plantas e bactérias.



Tabela 10. N total fixado e producao de acido indol-acético das bactérias isoladas
dos cultivares de sorgo granifero. Eldorado do Sul, 2005.

Isolado Cultivar Nitrogénio fixado Producéo de AIA
ug N mg proteina™ dia™ ug AIA mg proteina™
NFb
UFRGS1G DKB Ambar 81,90 c 6,60 e
UFRGS2G DKB 57 45,97 g 15,87 c
UFRGS3G Pioneer 8118 21,82 22,55 a
UFRGS4G DKB Ambar 67,36 d 2,86 f
UFRGS5G DKB Ambar 99,56 b 3,62 f
UFRGS6G AG 1018 58,82 e 13,46 d
UFRGS7G DKB Ambar 112,46 a 7,20 e
UFRGS8G Pioneer 8118 4494 g 6,68 e
UFRGS9G AG 1018 59,11 e 2,76 f
UFRGS10G AG 1018 57,87 b 2,70 f
UFRGS11G DKB 57 52,11 f 13,34 d
JNFb
UFRGS12G Pioneer 8118 32,21 22,31 a
UFRGS13G AG 1018 47,94 g 16,61 c
UFRGS14G AG 1018 43,88 g 6,69 e
UFRGS15G AG 1018 44,99¢g 4,75 f
UFRGS16G Pioneer 8118 39,31 h 18,24 b
UFRGS17G AG 1018 49,11 g 9,51e
UFRGS18G AG 1018 68,34 d 11,30d
UFRGS19G AG 1018 43,88 g 538e
JMV
UFRGS20G AG 1018 21,82 | 1,46 f
UFRGS21G DKB Ambar 64,19d 2,84 f
UFRGS22G AG 2005 24,29 | 1,54 f
UFRGS23G AG 2005 12,97 k 3,73 f
UFRGS24G Pioneer 8419 5,92 k 3,30 e
UFRGS25G AG 1018 9,92 k 8,31e
UFRGS26G Pioneer 8419 33,341 6,98 e
UFRGS27G AG 1018 54,36 f 1,08 f
UFRGS28G AG 1018 38,62 h 20,66 a
UFRGS29G DKB Ambar 32,06 i 2,26 f
Sp7 - 102,47 a 1,57 f
CV (%) 57 16,9

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre isolados
pelo Teste de Scott-Knott a 5%.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

a) Ha associagéo de bactérias diazotréficas com plantas de sorgo forrageiro

e granifero utilizados no estado do Rio Grande do Sul.

b) A distribuicdo de bactérias diazotréficas € influenciada pelos gendtipos

de sorgos forrageiro e granifero.

c) A adubacgado nitrogenada influencia a ocorréncia e diversidade de

bactérias diazotréficas em raizes e colmos de sorgo forrageiro e granifero.

d) As bactérias isoladas de plantas de sorgo forrageiro e granifero séo

aptas em fixar N, e produzir acido indol-acético in vitro.

e) Existe variabilidade entre os isolados avaliados sugerindo a possibilidade

de encontrar organismos novos.
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7. APENDICES

7.1 Apéndice 1. Condicbes meteorologicas no periodo experimental e
comparagao ao clima regional. Eldorado do Sul, 2004/05. (Fontes dos dados:
Depart. Plantas Forrageiras e Agrometeorologia/lUFRGS, 2004 e 2005, Boletim
Agrometeorolégico da EEA/UFRGS, ndo publicado; Bergamaschi et al., 2003).

I. Condi¢cbes pluviométricas: totais decendiais de precipitagdo pluvial e
evapotranspiragao de referéncia (método de Penman).

Més Decéndio Precipitacao pluvial (mm) Evapotranspiracao (mm)

Ocorrida Normal Desvio Ocorrida Normal Desvio

Set/04 59,1 33,9 25,2 20,5 27,0 -6,5
105,9 53,8 52,1 18,4 27,0 -8,6
41,1 38,3 2,8 19,7 29,0 -9,3
1,7 31,2 -29,5 37,1 35,0 2,1
87,0 41,7 45,3 35,1 38,0 -2,9
17,3 449 -27,6 45,9 46,0 -0,1
60,7 45,3 15,4 33,1 42,0 -8,9
16,7 33,2 -16,5 35,2 46,0 -10,8
5,8 21,7 -15,9 43,8 48,0 -4,2
43,0 40,7 2,3 42,8 49,0 -6,2
6,1 36,3 -30,2 48,3 50,0 -1,7
0,0 32,6 -32,6 54,5 59,0 -4,5

1
2
3
Out/04 1
2

3

1

2

3

1

2

3

Jan/05 1 10,9 34,2 -23,3 53,2 51,0 2,2

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

Nov/04

Dez/04

16,4 39,3 -22,9 59,3 50,0 9,3
2,9 37,6 -34,7 62,3 53,0 9,3
8,7 43,1 -34,4 45,3 45,0 0,3
43,3 37,2 6,1 45,1 43,0 2,1
21,5 30,6 -9,1 36,4 31,0 5,4
0,0 40,0 -40,0 45,3 41,0 4,3
70,6 23,6 47,0 31,6 39,0 -7,4
74,7 43,1 31,6 29,8 40,0 -10,2
47,4 29,1 18,3 24,5 31,0 -6,5
36,9 43,1 -6,2 21,8 27,0 -5,2
0,2 29,6 -29,4 22,4 26,0 -3,6

Fev/05

Mar/05

Abr/05
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II: Condigbes térmicas: médias decendiais das temperaturas maximas € minimas.

Més Decéndio Temper. maximado ar (°C) Temper. minima do ar (°C)
Ocorrida Normal Desvio Ocorrida Normal Desvio
Set/04 1 25,4 20,7 4,7 13,1 9,7 3,4
2 21,4 21,3 0,1 11,3 11,8 -0,5
3 20,3 22,1 -1,8 12,1 12,7 -0,6
Out/04 1 24 1 22,6 1,5 9,2 13,4 -4,2
2 24.4 24,0 0,4 12,4 13,5 -1,1
3 25,2 25,3 -0,1 10,6 14,5 -3,9
Nov/04 1 25,4 25,4 0,0 13,8 15,2 -1,4
2 24,5 27,0 -2,5 13,7 15,5 -1,8
3 25,9 27,4 -1,5 14,0 15,4 -1,4
Dez/04 1 28,2 28,4 -0,2 18,3 17,1 1,2
2 29,3 29,2 0,1 15,3 18,0 -2,7
3 29,3 29,5 -0,2 15,5 18,6 -3,1
Jan/05 1 32,9 29,7 3,2 20,4 18,6 1,8
2 31,3 30,1 1,2 17,1 19,3 -2,2
3 32,1 30,3 1,8 16,1 19,8 -3,7
Fev/05 1 29,8 29,9 -0,1 17,8 19,3 -1,5
2 30,0 29,7 0,3 19,6 20,0 -0,4
3 31,6 29,2 2,4 19,5 18,7 0,8
Mar/05 1 29,3 29,5 -0,2 16,3 19,1 -2,8
2 29,5 28,9 0,6 17,9 18,1 -0,2
3 27,5 27,5 0,0 17,0 17,0 0,0
Abr/05 1 26,7 26,2 0,5 16,3 15,2 1,1
2 24,6 25,0 -0,4 15,6 14,5 1,1
3 22,4 24.4 -2,0 10,1 13,8 -3,7




7.2 Apéndice 2: Meios de cultura e solugdes utilizadas

Meio de cultura NFb (Débereiner et al., 1995)

50gL"
0,5gL"
02glL™"
0,1gL"
0,02g L
2 mL

2 mL

4 mL
1mL
45¢gL™"
pH

Acido malico

KzHPO,4

Mg SOg4. 7H0

NaCl

CaCl,. 2H,0

Solucao de micronutrientes
Azul de bromotimol (solugao 0,5% em 0,2N KOH)
FeEDTA (solugéo 1,64%)
Solugao de vitaminas

KOH

6,5-6,8

Meio de cultura JNFb (Ddbereiner et al., 1995)

50gL’
06glL™"
1,8 gL
0,2gL”
0,1gL"
0,002¢g L™
2mL
2mL

4 mL

1 mL
45gL"
pH

Acido maélico

K2HPO4

KH2PO4

Mg SO4. 7H,0

NaCl

CaCl,. 2H,0

Solugao de micronutrientes
Azul de bromotimol (solugédo 0,5% em 0,2N KOH)
FeEDTA (solugao 1,64%)
Solugéao de vitaminas

KOH

5,8
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Meio de cultura LGI-P (Débereiner et al., 1995)

100 g L
0,2glL™"
0,6gL"
0,2gL"
0,002g L™
0,02g L™
5mL

0,01 gL
pH

Sacarose

KoHPO4

KH2PO4

Mg SO4. 7H,0

NazMog. 2H,0

CaCly,. 2H,0

Azul de bromotimol (solugéo 0,5% em 0,2N KOH)
FeCl;. 6H,0

5,5

Meio de cultura JMV (Baldani, 1996)

50gL"
06glL™"
1,8gL"
0,2gL"
0,1gL"
0,02gL™
2mL
2mL

4 mL

1 mL
pH

Manitol

K2HPO4

KH2PO4

Mg SO4. 7H0

NaCl

CaCl,. 2H,0

Solucdo de micronutrientes
Azul de bromotimol (solugéo 0,5% em 0,2N KOH)
FeEDTA (solugao 1,64%)
Solugao de vitaminas
42-45

Meio de cultura Batata (Baldani & Dobereiner, 1980)

200 g L™
25¢gL"
25¢gL"
2mL
1mL

Batata

Acido malico

Sacarose

Solugao de micronutrientes

Solugéao de vitaminas
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pH 6,5—7,0

Meio de cultura Batata-P (Baldani & Ddbereiner, 1980)
200gL"  Batata
100gL"  Sacarose

2mL Solucdo de micronutrientes
1mL Solugao de vitaminas
pH 6,5-7,0

Solugao de micronutrientes
0,04gL" CuSO0,. 5H,0
1,20gL"  ZnS0O,. 7H,0
1,40 gL' H;3BO;
1,00gL"  NayMos. 2H,0
1,175gL" MnSO,. 2H,0

Solucao de vitaminas (Ddbereiner et al., 1995)
10 mg 100 mL™ Biotina
20 mg Pirridoxol — HCI

Meio Dygs

2gL” Glicose

2gL” Acido malico

1,5gL" Peptona bacteriologica
2¢gL™’ Extrato de levedura

0,5gL" KoHPO,
0,5gL™" Mg SO4. 7H,0
1,5gL" Acido glutamico
pH 6,5 6,5
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Solugao para preservagao de isolados a -18°C
10 g Leite em po

10 mL Gilicerol

90 mL Agua

Solugéo salina para diluigdo (Dobereiner et al., 1995)
34¢glL" KH2HPO4

0,2gL” MgSOQy4. 7H,0

0,1gL" NaCl

0,02gL" CaCly. 2H,0

2mL Solugao de micronutrientes
4 mL FeEDTA (solugao 1,64%)
45¢gL" KOH

pH 7,0

Corante Coomassie-Blue (Bradford, 1976)
100 mg L' Coomassie

50 mL Etanol

100 mL  Acido fosférico
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