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Resumo — O objetivo deste trabalho foi comparar nove gendtipos de milho, com inoculagdo de uma mistura de
bactérias diazotroficas, quanto ao acimulo de biomassa e N, por meio da técnica de dilui¢do isotopica do **N.
O experimento foi conduzido em um tanque de concreto de 120 m? e 60 cm de profundidade, preenchido com
Argissolo Vermelho-Amarelo. Os gendtipos variaram quanto a producéo de graos, matéria seca total e acimulo
de N, mas nao houve diferengas no enriquecimento de >N, o que demonstra que a producdo e o acimulo de N
foram conseqiéncia da variabilidade genotipica para extrair N do solo.

Termos para indexacdo: Azospirillum, Zea mays, bactérias diazotréficas, germoplasma.

Genotypic variability of maize for nitrogen accumulation and contribution
of biological nitrogen fixation

Abstract — The aim of this work was to compare nine genotypes of maize inoculated with a mixture of diazotrophic
bacteria, and to quantify the contribution of biological nitrogen fixation (BNF). In order to quantify the BNF,
isotopic dilution technique was used, in a concrete tank loaded with Ultissol horizon B, labelled with *N.
Differences were observed between total dry matter, grain production and N accumulation but differences in the
enrichment of N were not observed, showing that the productivity and N accumulation were a result of the

phenotype variability in extract N from the soil.

Index terms: Azospirillum, Zea mays, diazotrophic bacteria, gemoplasm.

Os fertilizantes nitrogenados representam 75% dos cus-
tos da adubagdo do milho, o que corresponde a cerca de
40% dos custos totais de producao da cultura (Machado
etal., 1998). Coelho & Franga (1995) mostraram que na
produtividade de 3,65 Mg hal, sédo extraidos 77 kgde N e,
na produtividade de 5,8 Mg ha'l, a extracéo de N chega a
100 kg ha'l. Uma alternativa para a economia de fertili-
zante nitrogenado € a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN).

Varias bactérias diazotrdficas foram isoladas da cul-
tura de milho, destacando-se as espécies Azospirillum
lipoferum, A. brasilense e Herbaspirillum
seropedicae, sendo as espécies mais estudadas as do
género Azospirillum (Reis et al., 2000). Em condicbes
de campo, a utilizagdo de estirpes de Azospirillum
brasilense aumentou a biomassa seca da parte aérea e
de gréos de milho plantado na Argentina e no Brasil

(Fulchieri & Frioni, 1994; Purcino et al., 1996). Estudos
sobre inoculagdo de Azospirillum em diferentes
gramineas, entre elas o milho, ttm demonstrado que
existe potencial para a producao de inoculantes com base
nesse microrganismo (Dobbelaere et al., 2001), apesar
de o efeito positivo estar mais relacionado a produgéo
de fitormonios do que a FBN.

O objetivo deste trabalho foi comparar nove gen6tipos
de milho, com inoculagdo de uma mistura de bactérias
diazotroficas, quanto a producao de graos, biomassa da
parte aérea e acimulo de N por meio da técnica de
diluicdo isotépica de 1°N.

Os hibridos de milho avaliados foram BR 201 M,
HS 20x22, BR 205 e Dekalb 644. As variedades em es-
tudo foram Sintético Elite, selecionado a partir de linha-
gens Elite com predominio da raga Tuxpefio; CMS 08,
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denominado Composto Nacional; Sol da Manha NF, se-
lecionada para solos de baixa fertilidade; Nitrodente; e
Catetdo, variedade local de polinizacdo aberta com pre-
dominio do germoplasma Cateto. Além do milho, foi plan-
tada uma outra graminea como controle, ndo fixador,
para quantificar a contribuicdo da FBN, o Panicum spp.
(KK 16) (Miranda & Boddey, 1987).

A técnica de diluicdo isotépica de 15N foi conduzida
em um tanque de concreto de 120 m2 e 0,60 m de
profundidade, contendo terra do horizonte B de um
Argissolo da série Itaguai, marcado com 15N, extrai-
do da area experimental da Embrapa Agrobiologia,
como descrito por Urquiaga et al. (1992).
As caracteristicas quimicas do solo foram: pH em agua,
6,1; Al, 0,0 cmol.dm-3; Ca, 3,2 cmol, dm-3; Mg,
0,8 cmol. dm3; P, 8,2 cmol. dm3; K, 117 cmol. dm3; N,
0,8gkg?teC, 24gkg?l Nasemeadura, a adubagdo
consistiu da aplicacdo do equivalente a 50 kg hal de
P,Os e 30 kg hal de K,0, além de sulfato de zinco
(0,4 kg ha1).

O tanque foi dividido em quatro blocos e as se-
mentes de milho e Panicum foram distribuidas em
linhas de 3 m espacgadas de 1 m, com 15 plantas por
linha. Todas as plantas foram cultivadas com uma
mistura de bactérias diazotroficas, das espécies
Azospirillum lipoferum estirpe S82, A. amazonense
estirpe Am 76 e Burkholderia kururiensis estirpe
M 130, feita com utilizacéo de turfa, aplicada direta-
mente nas sementes de milho (109 ufc g'1).
As culturas microbianas foram desenvolvidas em
erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio de
cultivo liquido NFb (Ddbereiner et al., 1995), acres-
cido de 1 g L de cloreto de aménio, durante 24 a
48 horas, até atingirem a densidade 6tica 1 (a 436 nm).
A turfa, moida e esterilizada, foi neutralizada com car-
bonato de célcio e esterilizada duas vezes a 121°C,
em autoclave, com intervalo de 24 horas, e misturada
as bactérias diazotrdficas, de forma a atingir o valor
de 10° células por grama de turfa.

Aos 45 dias apdés a semeadura e novamente aos
80 dias, foram retiradas amostras de raizes, colmos e
folhas para a contagem da populacdo de bactérias
diazotroficas, com a utilizagdo da técnica de contagem
por meio do nimero mais provavel (NMP), conforme
Ddobereiner et al. (1995). Para isto, foram utilizados
meios de cultivo semi-seletivos, semi-solidos e sem adi-
cdo de N. Nacontagem das bactérias, foi utilizada a
tabela de McCrady com trés repeti¢cdes por diluicdo
(Doébereiner et al., 1995). A matéria seca da parte aé-
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rea foi determinada depois da secagem do material em
estufa com ventilacdo forgada a 65°C por 72 horas.
As amostras foram pesadas e moidas em moinho de
bolas com abertura de malha 40 (particulas <0,167 mm).

Os graos de milho foram secados ao ar até atingir
13% de umidade. Os teores de N foram determinados
pelo método semimicro Kjeldahl, destilacéo e titulacéo,
conforme Bremner & Mulvaney (1982). O contetudo de
N foi determinado na parte aérea e nos graos, a partir
do produto do teor de N (%) pela massa seca (g) e
foram efetuadas as devidas transformac6es de unida-
des para o equivalente a kg ha'l. No final do ciclo
reprodutivo, foi determinado o enriquecimento de 1°N
da palha e dos gréos, com o qual foi possivel calcular o
enriquecimento de 15N ponderado da planta inteira. Com
esses valores, comparados com os obtidos do controle
(Panicum spp., KK16), foi possivel estimar a contribui-
¢do da FBN na nutri¢éo da cultura, conforme Urquiaga
et al. (1992). Os testes estatisticos (analise de variancia
e testes de médias) foram realizados por meio do pro-
grama MSTAT C (Mischigan State University).
As médias foram comparadas, utilizando-se o teste
Tukey, a 5% de probabilidade.

As avaliagOes do estabelecimento e colonizagéo das
trés estirpes de bactérias diazotréficas inoculadas nas
plantas de milho foram realizadas aos 54 e 80 dias. Foi
observado que as bactérias localizam-se frequientemente
nas raizes, seguidas pelos colmos e folhas. Ocorreu au-
mento na populacéo de bactérias na segunda amostragem
(Tabela 1) e o menor nimero de células de bactérias
diazotroficas foi encontrado no hibrido Dekalb 644, nas
duas avaliagdes e nos trés meios de cultivo.
Machado et al. (1998) utilizaram a estirpe Am76 de
A. amazonense além de outras espécies de diazotrofos,
tais como: Herbaspirillum seropedicae (HS136) e
Azospirillum lipoferum (S82 e CMS22), e observaram
correlacéo positiva entre presenca de A. amazonense e
atividade da enzima glutamina sintetase, principalmente
na raiz da ‘Sol da Manha NF’. Quanto ao acimulo de
biomassa, as variedades de milho foram diferentes
(Tabela 2). O Dekalb 644 apresentou a menor produ-
cdo de massa seca da parte aérea (palha), além do
menor numero de bactérias diazotréficas. Entre os hi-
bridos, a producdo média de biomassa seca da palha
variou em torno de 3.000 kg hal, e o rendimento de gréos
cerca de 2.000 kg ha'..

Quanto as variedades, o comportamento foi contréa-
rio ao observado nos hibridos; a producéo média de pa-
Iha foi maior (cerca de 3.400 kg ha't), e a de graos me-
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nor que a dos hibridos (cerca de 1.300 kg ha1). No caso
dos hibridos, a média de rendimento de gréos foi bai-
xa em razdo da baixa produtividade do Dekalb 644,
que apresentou valores de rendimento similar ao das
variedades. Quanto ao acumulo de N total pela plan-
ta, os valores variaram de 22 a 39,50 kg ha,
acompanhando a producédo de biomassa da planta intei-
ra (incluido os graos), o que reflete o grau de adaptagéo
dos materiais e as condigOes de solos pobres em N
disponivel. No entanto, como todos os valores de
enriquecimento de >N das plantas de milho foram similares
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aos da testemunha néo fixadora (Panicum spp., KK16),
pode-se dizer que todos os hibridos e variedades de milho
ndo receberam significativa contribui¢do da FBN, mesmo
quando as bactérias diazotroficas estavam presentes no
interior das plantas de milho. Resultados semelhantes fo-
ram obtidos em plantas de sorgo e milheto (Lee et al., 1994).

Riggs et al. (2001) observaram que os sintomas de
deficiéncia de N ndo foram atentados por nenhuma das
23 estirpes de bactérias diazotréficas usadas em plan-
tas de milho, tanto em vaso como no campo, mas ndo
mediram a contribuigdo da FBN. Garcia de Salomone

Tabela 1. Bactérias diazotrdficas (logaritmo do nimero de células por grama de matéria fresca) em nove variedades de milho,
desenvolvidas em trés diferentes meios de cultivo semi-s6lido sem nitrogénio, aos 54 e 80 dias ap6s o plantio. Valores médios

de quatro repeticdes®.

Genotipo Raizes Colmos Folhas
INFB LGI IMV INFB LGI IMV INFB LGI IMV
54 dias apoés o plantio
BR 201 M 54 6,1 5,2 44 43 0,0 0,0 0,0 0,0
HS 20x22 5,6 7,0 39 0,0 0,0 0,0 0,0 3,6 0,0
BR 205 5,9 52 5,0 5.4 5,4 3,6 5,6 4,4 0,0
Dekalb 644 39 4.4 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sintético Elite 53 5,5 4,6 5.4 5,4 4.4 5,4 5,0 0,0
CMS 08 5.4 6,0 5,2 4.4 5,4 39 4,4 5.4 3,6
Sol da Manha NF 5,6 7,1 5,0 4,4 7,1 0,0 5,0 4.4 0,0
Nitrodente 6,1 7,1 5,0 4.4 4.4 3,6 4,0 4.4 3,6
Catetdo 6,0 5,6 4,9 4,6 5,1 0,0 44 44 3,6
80 dias apos o plantio

BR 201 M 6,8 6,8 >6,8 4,9 5.4 52 3,7 35 49
HS 20x22 >7,1 >7,1 5,8 4,3 33 33 3,7 33 0,0
BR 205 6,9 5,8 >6,9 4,7 4,0 33 33 3,7 0,0
Dekalb 644 5,6 52 32 33 4,7 0,0 0,0 33 0,0
Sintético Elite 6,7 5,6 6,1 4,1 3.8 33 4.8 4,7 0,0
CMS 08 7,0 >7,1 5,4 6,7 5,1 7,1 6,7 6,7 6,8
Sol da Manha NF 6,8 6,8 6,0 4,9 4,0 44 4,7 58 33
Nitrodente 6,9 6,8 4,8 4,2 3,9 0,0 3,6 33 0,0
Catetdo 6,9 6,2 6,8 4,7 3,6 3,6 5,7 6,7 5.4

(MJNFB, meio semi-seletivo para Herbaspirillum sp.; LGI, meio semi-seletivo para Azospirillum amazonense; JMV, meio semi-seletivo para

Burkholderia sp.

Tabela 2. Dados agronémicos e enriquecimento de 1°N de nove genétipos de milho com inoculagéo de bactérias fixadoras de

nitrogénio. Valores médios de quatro repeticdes®.

Gendtipos Parte aérea Planta inteira Graos ICG? N acumulado ICN® "N em excesso
(kg ha™) (kg ha™) (kg ha™) (%) (kg ha™) (%) (%)
BR 201 M 2.270cd 4.116abc 2.104ab 43,67a 28,65ab 65,7a 0,039a
HS 20x22 4.269a 6.251a 2.25% 31,16abc 39,46a 50,6abc 0,036a
BR 205 3.658ab 5.381ab 1.964ab 30,54abc 39,22a 45,2bc 0,038a
Dekalb 644 1.968d 3.201c 1.406abc 38,69ab 22,14b 60,9ab 0,037a
Sintético Elite 2.804bcd 3.998bc 1.361abc 29,92bc 25,50ab 52,3abc 0,036a
CMS 08 4.242a 5.815ab 1.793abc 26,06bc 38,94a 44 4bc 0,036a
Sol da Manha NF 3.270abed 4.272abc 1.142bc 22,61c 31,96ab 44 3bc 0,037a
Nitrodente 3.609abc 4.793abc 1.350abc 25,45bc 33,95ab 40,6¢ 0,037a
Catetdo 3.179abed 3.933bc 870c 19,13¢ 28,58ab 442bc 0,038a
Panicum KK 16 - - - - - - 0,037a
CV (%) 17,48 15,65 39,70 16,29 - 15,65

(MEm cada coluna, valores seguidos pela mesma letra ndo sdo diferentes entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. @indice de colheita de
grdos (quilograma de grdos por quilograma da planta inteira (parte aérea + grdos)). ®indice de colheita de nitrogénio (N total nos grdos por N total

na planta).
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et al. (1996) testaram quatro gen6tipos quanto a contri-
buicdo da FBN, utilizando solo marcado com 1°N.
Excetuados os problemas possivelmente originados da
estabilizacdo do isétopo no solo, de acordo com os re-
sultados de 15N, ocorreu contribuicdo significativa da
FBN nos gendtipos Dekalb 4D 70 e CMS 22 plantados
na Argentina.

As diferencas entre as plantas de milho, em extrair N
do solo, somente obedeceram as diferencas dos
genotipos na recuperacao do N disponivel, em que pode
haver a participacdo da biota do solo (micorrizas etc).
A propria inoculagdo das bactérias diazotroficas, que
interagem com os gendtipos de milho, influenciou o de-
senvolvimento radicular e a absorcéo de nutrientes pe-
las plantas. Os parametros indices de colheita de graos
(ICG) e N (ICN) déo idéia da adaptagdo dos genotipos
de milho a solos pobres em N disponivel.

O ICG variou de 19 a 44%, e 0 ICN de 41 a 66%.
Os mais altos valores desses pardmetros foram associ-
ados com os geno6tipos de maior rendimento de grdos
com menor producgéo de palha (BR 201 M, Dekalb 644,
Sintético Elite e HS 20x22), o que demonstra que sdo
mais eficientes em utilizar o N extraido do solo. Esta é
uma caracteristica ecologicamente importante, pois causa
menos empobrecimento dos solos, ou maior eficiéncia
na absorcao do N, e por isso esses genotipos necessita-
riam de menor quantidade de fertilizante nitrogenado por
unidade de rendimento de gréo.

Machado et al. (2001) compararam duas variedades
utilizadas neste estudo, Sol da Manha NF e Catetdo, e
observaram que a primeira apresentou menor acimulo
de biomassa seca do que a segunda, mas foi capaz de
produzir mais gréos, o que mostra diferenca na eficién-
cia do uso do N absorvido pelos dois gen6tipos. Consi-
derando-se que os genotipos de milho se desenvolve-
ram em solo com baixo N total (0,08%) e muito pobre
em N mineral disponivel, a produgdo de graos superior a
1.700 kg ha! dos genétipos HS 20x22, BR 201M,
BR 205, CMS 08 pode ser considerada boa, embora ndo
diferindo do Dekalb 644.

As bactérias diazotroficas inoculadas colonizaram
raizes, colmos e folhas dos nove gend6tipos de milho es-
tudados e as maiores populacGes foram encontradas nas
raizes. Os nove genotipos de milho diferiram no rendi-
mento de grdos, produc¢do de biomassa e no acimulo de
N e ndo foi observada contribuicgdo da fixacao biologica
de nitrogénio.
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