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OCORRENCIA E EFEITO DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS EM GENOTIPOS DE TRIGO®

Valéria Marino Rodrigues Sala(z), Sueli dos Santos Freitas(3), Vanessa
Polon Donzeli®®, José Guilherme Freitas®, Paulo Boller Gallo®
& Adriana Parada Dias da Silveira®

RESUMO

A pesquisa sobre bactérias diazotroficas na cultura do trigo tem demonstrado
a necessidade de associar bactérias eficientes a genoétipos promissores, 0s quais
se beneficiariam dessa associacdo. Em um experimento com parcelas
subdivididas, instalado em condi¢fes de campo, em Mococa (SP), empregando
os tratamentos: trés doses de N (0, 60 e 120 kg hal) e trés gendtipos de trigo
(IAC-24, 1TD-19 e IAC-355), foi avaliada a ocorréncia de microrganismos
diazotroéficos endofiticos em raizes desinfestadas superficialmente, utilizando-
se trés meios de cultivo distintos, NFb, INFb e LGI-P. Somente para o genoétipo
IAC-355, houve um ajuste linear ascendente da quantidade de bactérias
diazotroéficas com o aumento na quantidade de N adicionada, apesar de o mesmo
genadtipo apresentar o menor nimero de bactérias diazotroéficas endofiticas nos
trés meios de cultivo utilizados para quantificagcdo. Foram obtidos oito isolados
bacterianos do meio NFb com as caracteristicas de Azospirillum e doze do meio
JINFb com as caracteristicas de Herbaspirillum. Esses isolados foram testados
“in vitro”, nos gendtipos dos quais foram originalmente isolados, ou seja, ITD-19
e IAC-24. Todos os isolados testados no genoétipo ITD-19 causaram maior
crescimento radicular que a testemunha e apenas um isolado do meio JNFb
propiciou aumento significativo do N acumulado na parte aérea. A interagao
planta-bactéria diazotroéfica associativa indicou que € possivel obter beneficios
desta associacéo.

Termos de indexacédo: diazotroficos endofiticos, promocao de crescimento,
Triticum, isolados homoélogos, adubagédo nitrogenada, colonizacédo radicular.
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SUMMARY: OCCURRENCE AND EFFECT OF DIAZOTROPHIC BACTERIA
IN WHEAT GENOTYPES.

Research on wheat root diazotrophic bacteria has demonstrated the need to associate
effective bacteria to promising genotypes, which would benefit from this association. A field
experiment was carried out in Mococa County, State of S&o Paulo, Brazil, using a split-plot
design. Treatments consisted of 3 wheat genotypes (IAC-24, ITD-19 and IAC-355) under 3
nitrogen doses (0, 60 and 120 kg ha1). The occurrence of diazotrophic bacteria was evaluated
in three growth media: NFb, JNFb and LGI-P, using surface-sterilized roots. Only in
genotype IAC-355 there was a positive linear relationship between the quantity of diazotrophic
bacteria with the increasing N doses, though the quantity of endophytic diazotrophic bacteria
for this genotype in all three culture media was the lowest one. Eight isolates were obtained
from NFb medium, and they presented characteristics of Azospirillum. Twelve isolates
were obtainded from the INFb medium and they had characteristics of Herbaspirillum.
These strains were tested in vitro using the genotypes from which they had originally been
isolated: 1TD-19 and IAC-24. All isolates caused an increase in the 1TD-19 root length
compared to the control, but only one isolate from INFb medium led to a significant increase
in shoot N accumulation. The plant-bacteria interaction demonstrated that it is possible to
obtain benefits from this association.

Index terms: diazotrophic endophytic, plant growth promotion, Triticum, homologue isolates,
nitrogen fertilization, root colonization.

INTRODUCAO

A aplicacao de técnicas adequadas desenvolvidas
e recomendadas pela pesquisa, como o emprego de
cultivares adequados para cada regido, adubacdes
equilibradas, praticas de conservagao do solo e con-
trole fitossanitario, permitiu o aumento da produti-
vidade na cultura do trigo no estado de Séo Paulo.
No entanto, a demanda crescente pelas culturas ali-
menticias torna necessaria a continuidade da pes-
quisa em diversos aspectos.

O N constitui 0 macroelemento mais limitante
na produtividade do trigo, visto que determina o
numero de afilhos ou perfilhos, sendo essencial na
fase de formacéao dos nés, no inicio do alongamento.

O programa atual de melhoramento genético do
IAC tem, dentre alguns de seus objetivos principais,
o desenvolvimento de variedades eficientes quanto
a utilizacéo do adubo nitrogenado, aspecto este inti-
mamente relacionado com a pesquisa microbiolégica.

Fertilizantes nitrogenados utilizados em plantas
nédo-leguminosas, como o trigo, constituem um dos
mais altos custos da agricultura. Um dos objetivos
para agricultura sustentavel é o aproveitamento
eficiente do N atmosférico (Graham & Vance, 2000).
Dentre os sistemas biolégicos capazes de aproveitar
o N diretamente da atmosfera, a simbiose rizébio -
leguminosas tornou-se o sistema mais especializado,
sendo responsavel por 22 % de todo o N incorporado
ao ecossistema terrestre (Peoples et al., 1995). No
Brasil, salienta-se a importancia econdmica e
ecoldgica da fixacéo bioldégica do N, com o exemplo
da soja, que dispensa totalmente a adubacgéo
nitrogenada sem causar perda de produtividade.

Um dos grandes interesses dos pesquisadores é
a extensdo desses processos bioldgicos para outras
culturas, como gramineas forrageiras e graniferas,
especialmente as de grande importancia sécio-
econdmica. Os cereais constituem a base alimentar
mais importante para a popula¢do humana e ocupam
em torno de 50 % das terras cultivadas.
Considerando a extensa area ocupada pelos cereais,
aproximadamente cinco vezes a das leguminosas, a
fixagdo bioldgica associada a essas culturas torna-
se de extrema importancia, mesmo que apenas parte
de suas necessidades de N possa ser suprida.

A partir das observacoes pioneiras de Dobereiner
& Day (1976) de que a utilizacéo de meio de cultivo
semi-solido é a condicéo ideal para o crescimento de
diazotroficos dependentes da fixagao biolégica do N,
da atmosfera, esse método tem sido empregado
extensivamente no isolamento e caracterizagao de
microrganismos fixadores associados a diferentes
plantas e condicfes de clima e solo. Observou-se
que tais diazotréficos ocupam preferencialmente
sitios onde a concentracdo de O, é limitada. Essa
descoberta revolucionou e ampliou as pesquisas
sobre todos os aspectos da fixacdo bioldgica do N,
nas associagdes entre diazotroficos e nao-leguminosas,
chamadas comumente de simbiose associativa ou
fixacdo de N, associativa (Baldani et al., 1997).

Durante os ultimos anos, bactérias fixadoras de
N, vém sendo isoladas e identificadas, incluindo
espécies dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum
e Gluconacetobacter diazotrophicus, gracas a
elucidacéo dos mecanismos de funcionamento da
nitrogenase. Essas bactérias ndo dispdem de
mecanismos de protecéo ao O,, demonstrando maior
eficiéncia na utilizagao de fontes de C para fixacéo
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de N, pelo fato de serem endofiticas (D6bereiner et
al., 1995).

Gluconacetobacter diazotrophicus é a Unica
espécie do género capaz de fixar N,. Sua ocorréncia
é bastante restrita, estando principalmente
associada a plantas ricas em agucar, como a cana-
de-agucar, batata-doce e capim-camerom, as quais
se propagam vegetativamente (Débereiner et al.,
1995). Recentemente, foi constatada por Jimenez-
Salgado et al. (1997) a presenca de G. diazotrophicus
em plantas de café, ressaltando a necessidade de
que outras culturas sejam pesquisadas quanto a
presenca do enddfito.

Os objetivos deste trabalho foram: avaliar o efeito
da adubagao nitrogenada e do gendétipo da planta
na ocorréncia de bactérias diazotréficas endofiticas
associadas a cultura do trigo e a obtencéo de estirpes
eficientes, considerando a especificidade genétipo da
planta hospedeira-bactéria, que propiciem melhor
desenvolvimento da planta.

MATERIAL E METODOS

Ensaio de campo

O ensaio de campo foi instalado no P6lo Regional
do Nordeste Paulista-APTA, em Mococa, SP, apos a
cultura do milho, com irrigacéo por aspersao.

O delineamento experimental utilizado foi em
faixas com blocos ao acaso e parcelas subdivididas,
com trés repeticbes. As parcelas (1,2x24,0m =
28,8 m?) foram constituidas de trés doses de N: sem
adubagéo nitrogenada; com 60 e 120 kg hat de N,
na forma de uréia aplicada na linha de plantio. As
subparcelas foram constituidas por trés genotipos
de trigo: IAC-24 , Triticum aestivum hard L., eficiente
guanto a capacidade de utilizacdo do N e néo-
responsivo a adubagao nitrogenada; ITD-19, Triticum
durum L., ineficiente e ndo-responsivo, e IAC-355,
Triticum aestivum hard L., eficiente e responsivo.

As adubagdes de P, K e micronutrientes foram
feitas baseadas na tabela de recomendacao de
adubacdo para a cultura do trigo irrigado para o
estado de Sao Paulo (Raij et al., 1997), conforme a
analise de solo do experimento (profundidade 0—
20 cm): NH," = 2,2 e NO3 = 6,8 mg kg!, MO =
21 g dm3, pH em CaCl, = 5,7, P = 44 mg dm3, Ca?*
=37, Mg?* =11, H+ Al = 20, SB= 51,3, CTC =
71 mmol, dm3, V(%) =72, B =0,13, Cu =1, Fe = 19,
Mn=8,4eZn=2,2 mg dm3.

A adubacéo com P, K, Zn e B foi feita na forma
de superfosfato simples, cloreto de potassio, sulfato
de zinco e bérax, respectivamente.

As plantas foram amostradas 40 dias apés a
semeadura, na fase de perfilhamento. Em cada
parcela experimental, colheram-se plantas em 60 cm
lineares de uma das linhas centrais.

347

Bactérias diazotroéficas endofiticas

Quantificacdo de bactérias endofiticas
diazotroficas

Para quantificar as bactérias endofiticas
diazotroéficas, foram tomados 10 g de raizes de cada
parcela, as quais foram submetidas a desinfeccéo
superficial com solug¢&o de cloramina-T a 1 % por
15 min. Seguiu-se a lavagem com agua destilada
por 5 min e a transferéncia para uma solucgéo tampéo
fosfato 0,05 mol L! (pH 7,0), lavando-se posterior-
mente, com agua esterilizada.

As raizes desinfestadas foram trituradas, com
solucéo de sacarose a 4 %, por dois minutos. A
seguir, foram feitas dilui¢des seriadas das amostras
em solucéo de sacarose, de 102 a 107.

A contagem foi feita pela adi¢do de 0,1 mL de cada
diluicdo em meio semi-solido para o diazotréfico
desejado, ou seja, NFb, JNFb e LGI-P, para
Azospirillum spp., Herbaspirillum spp. e G.
diazotrophicus, respectivamente (Dobereiner et al.,
1995). Foram utilizados cinco frascos por diluicao,
avaliando-se por meio do método do nimero mais
provavel, baseado na presenca ou auséncia de
pelicula formada no meio semi-sélido apos sete dias
de incubagao a 28 °C.

Isolamento e caracterizacdo de bactérias
diazotroficas endofiticas

O isolamento e a caracterizacdo basearam-se nas
técnicas descritas em Dobereiner et al. (1995). Para
proceder ao isolamento, as peliculas foram retiradas
dos tubos de maior dilui¢do, com uma alga de platina,
e transferidas para um novo meio semi-sélido até
que uma nova pelicula fosse formada. Apds 10 dias,
as peliculas foram transferidas para placas de Petri
com meio solido especifico para cada diazotrofico,
acrescido de 20 mg de extrato de levedura por litro.
Para purificacéo final, as peliculas foram transferidas
para placa de Petri que continha meio BDA. Todo
esse processo foi repetido varias vezes para obtencéo
de culturas puras, com as caracteristicas dos géneros
pesquisados. Foi realizado teste de redugdo de
acetileno (ARA), para verificar a capacidade de
fixacdo de N, “in vitro”. A morfologia das culturas
foi observada microscopicamente, inclusive em
contraste de fase com objetivo de distinguir os géneros
Herbaspirillum e Azospirillum, considerando que os
ultimos apresentavam granulos de poli-hidroxi-
butirato que brilham quando observados.

Interacdo entre gendtipos de trigo e
diazotroficos endofiticos

O ensaio utilizou tubos de de 200 mL que
continham solugéo de Hoagland & Arnon (1950) sem
N e 0,6 % de agar. Foram empregados 20 isolados,
com trés repeticdes. As bactérias foram inoculadas
antes da solidificacdo do agar, apos atingir a fase
log de crescimento em meio JNFb, sendo utilizado
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1 mL da suspenséo por tubo. As testemunhas néo
receberam in6culo. As bactérias foram inoculadas
no gendtipo do qual foram originalmente isoladas.
Foram testados sete isolados com o gendtipo ITD-19
e 13 isolados com o IAC-24. Como referéncia, foram
usadas duas estirpes bem caracterizadas, Z-67 de
Herbaspirillum seropedicae e SP-59b de Azospirillum
lipoferum, cedidas gentilmente pela Embrapa-
Agrobiologia, RJ.

As sementes foram desinfestadas e pré-
germinadas em placas de Petri que continham meio
BDA, para verificar a auséncia de contaminantes
(Débereiner et al., 1995). Esse ensaio foi realizado
em condicgdes artificiais de luminosidade, em uma
sala de crescimento de plantas, por um periodo de
30dias. As plantas foram colhidas, secas em estufa
a 60 °C e pesadas para determinagdo da massa da
matéria seca da parte aérea. Posteriormente, foram
moidas para determinacgao do teor de N na parte
aérea pelo método micro Kjeldahl (Bremner, 1965).
O sistema radicular das plantas foi lavado e
determinou-se o comprimento da raiz principal.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados pelo programa
Minitab, fazendo-se analise da variancia seguida da
comparacgao das médias pelo teste t-student a 5 %
entre gendtipos, levando-se em conta o delineamento
em faixas, com parcelas subdivididas e blocos ao
acaso, como foi instalado o experimento no campo.
Com vistas em comparar as diferentes doses de N,
foram feitas regressdes polinomiais. Para o
experimento de sele¢do de estirpes “in vitro”, foi
utilizado o teste de Dunnett a5 % para comparar os
isolados e a testemunha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quantificacdo e ocorréncia de bactérias
diazotroficas endofiticas

No tratamento em que ndo houve adi¢éo de adubo
nitrogenado (dose 0), o genotipo IAC-355 diferiu
significativamente dos demais genotipos,
apresentando a menor quantidade de diazotroficos
endofiticos nos trés meios de cultivo empregados
(Figura 1). Excluindo a influéncia de doses de N, o
mesmo genotipo apresentou significativamente
menor colonizacédo radicular por diazotroéficos
endofiticos que os demais, 0s quais néo diferiram
entre si (Figura 2).

Barraquio et al. (1997), utilizando 25 gendtipos
de arroz, observaram que as populacoes de bactérias
diazotroficas variaram de 105 a 108 por grama de
raiz, conforme o gendtipo envolvido na associacao.
No presente experimento, a faixa de contagem nas
raizes do trigo foi mais ampla, de 103 a 108 por grama
de raiz.

Valéria Marino Rodrigues Sala et al.

(@) Meio NFb
A Y =0,0355x+4,8668
R? = 0,836**

(b) Meio INFb
9 A Yy =0,0367x+3,7833
R%=10,821%

NUMERO DE BACTERIAS, log (x+1)

(0 Meio LGI-P

Y =0,03297x + 2,81873
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0 (;0 1‘20
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Figura 1. Numero de microrganismos diazotroficos
endofiticos na raiz de trés genotipos de trigo,
IAC-24 (¢), ITD-19 (m) e IAC-355 (A ), obtidos
em meios NFb (a), INFb (b) e LGI-P (c) em
relacdo a dose de N adicionada. dms- diferenca
minima significativa pelo teste t a 5% para
comparacdo entre cultivares em uma mesma
dose de N (n = 3).

A quantidade de diazotréficos endofiticos no
genotipo 1AC-355 apresentou regressao linear
ascendente, ou seja, houve aumento na quantidade
desses microrganismos com o aumento da dose de
N, quando utilizados os meios NFb, INFb ou LGI-P
(Figura 1). Para os demais genotipos, o numero de
diazotrdéficos endofiticos ndo se alterou com a adicéo
de N. Esses resultados diferem dos geralmente
observados de que 0 aumento na dose de N diminui
a quantidade de diazotroéficos na raiz. Kirchhof et
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Figura 2. Niumero de microrganismos diazotroficos
endofiticos na raiz de trés genétipos de trigo,
obtidos nos meios de cultura NFb, INFb e LGI-
P. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
t-student dentro de cada meio de cultivo.

al. (1997) observaram que a quantidade de bactérias
diazotroficas era menor ou ndo-detectavel em altos
niveis de N mineral. Ja Muthukumarasamy et al.
(1999) observaram que o fertilizante nitrogenado
pode alterar o estado fisioloégico da planta e,
consequUentemente, afetar as populacbes destas
bactérias. Todavia, em experimentos de campo ou
em casa de vegetacdo, foram obtidas respostas
positivas a inoculagdo, mesmo quando foram
utilizados altos niveis de fertilizante nitrogenado
(Reynders & Vlassak, 1982; Millet & Feldman, 1984).

Na&o foi obtido isolado pertencente aos géneros
pesquisados nas raizes desinfestadas superficial-
mente do gendtipo IAC-355. Entretanto, foram
obtidos oito isolados com caracteristicas de
Azospirillum spp. e 12 de Herbaspirillum spp. das
raizes dos gendtipos IAC-24 e ITD-19, que
apresentaram atividade de redugao do acetileno in
vitro. A maioria dos isolados foi obtida nos
tratamentos que ndo receberam fertilizante
nitrogenado ou na dose intermediaria de N
(Quadro 1). O fato de a quantidade de bactérias
endofiticas aumentarem nas raizes do gendtipo IAC-
355 com o0 aumento na dose de N adicionada, o que
nao ocorreu nos demais genotipos, ndo era esperado.
Esse gendtipo é responsivo a adi¢cdo de N mineral e,
possivelmente, a ocorréncia de bactérias
diazotroficas endofiticas na raiz deveria ser menor,
considerando sua menor dependéncia a elas. Além
disso, foram obtidos cinco isolados que
demonstraram capacidade de reducéo de acetileno,
porém nao mostraram as caracteristicas descritas
em Dobereiner et al. (1995).

Nas condi¢des estudadas, ndo foi identificado
nenhum isolado com as caracteristicas de
Gluconacetobacter diazotrophicus nas raizes do trigo
desinfestadas superficialmente, apesar de o meio de
cultivo LGI-P ter possibilitado alta contagem de
microrganismos endofiticos na raiz (Figura 1c). Essa
bactéria, embora ja isolada da raiz de outras
gramineas, ainda nao foi observada colonizando
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plantas de trigo. Os meios de cultivo, na verdade,
nao possibilitaram exclusivamente o isolamento dos
géneros de bactérias diazotroficas para os quais foram
recomendados. Muitos microrganismos isolados no
meio para Azospirillum spp. ou Herbaspirillum spp.
n&o apresentavam as caracteristicas de tais géneros.
Segundo Yanni et al. (1997), a comunidade de
diazotroficos cultivaveis é extremamente variada e
somente poucas bactérias ja foram identificadas e
caracterizadas. A identificacdo precisa do género
ou espécie de endofitico diazotrdfico somente podera
ser realizada pelo emprego de técnicas moleculares.

Stoltzfus et al. (1997) analisaram 133 isolados
obtidos de plantas de arroz, pelo uso de meio semi-
sélido e constataram que 120 desses isolados nao
apresentavam atividade de reducéo do acetileno
(ARA) e genes nifD. No presente trabalho, verificou-
se que nem todos os isolados apresentaram ARA posi-
tivo, apesar de mostrarem a pelicula caracteristica.

Interacao entre gendtipos de trigo e
bactérias diazotroéficas endofiticas

Uma das variaveis que contribui para a
complexidade das respostas a inoculagéo ¢é a
interag&o do gendtipo da planta e a estirpe inoculada,
como constatado pelos resultados.

Com relagdo ao crescimento da raiz principal,
observou-se que as plantas do genétipo ITD-19, co-
lonizadas por qualquer dos isolados testados, apre-
sentaram comprimento de raizes significativamen-
te maior em relagdo a testemunha (Figura 3a). O
mesmo efeito ndo foi obtido no gendtipo IAC-24, no
qual apenas o isolado IAC-AT4 causou maior com-
primento radicular, enquanto os isolados IAC-HT8
e IAC-AT3 causaram diminui¢cdo no comprimento
da raiz principal (Figura 3a).

Quadro 1. Isolados obtidos em meio JNFb e NFb do
experimento de campo

Genétipo
Dose de N
IAC-24 I1TD-19
kg hat Isolados em meio INFb
0 IAC-HT-1
0 IAC-HT-2
0 IAC-HT-3
0 IAC-HT-4
0 IAC-HT-5
0 IAC-HT-6
60 IAC-HT-7 IAC-HT-10
60 IAC-HT-8 IAC-HT-11
120 IAC-HT-9 IAC-HT-12
Isolados em meio NFb
0 IAC-AT-1
60 IAC-AT-2 IAC-AT-5
60 IAC-AT-3 IAC-AT-6
60 IAC-AT-7
60 IAC-AT-8
120 IAC-AT-4
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Os beneficios causados por essas bactérias podem
ser devidos a producéo de fitormdnios e ndo somente
a fixagéo bioldgica do N, (FBN). J& foram observados
varios efeitos na morfologia das raizes, como
aumento no comprimento, no niimero e na superficie,
aumento na absorcéo de nutrientes, que podem estar
relacionados com substancias promotoras de
crescimento secretadas pela bactéria (Martin et al.,
1989). Dobbelaere et al. (1999) verificaram aumento
nos pélos radiculares de plantas de trigo decorrente
de auxinas secretadas por Azospirillum sp. Além
disso, Bhattarai & Hess (1998) concluiram que, ao
lado da FBN, o efeito de estimulac&o do crescimento
pela bactéria no desenvolvimento das raizes, nos
primeiros estadios de crescimento da planta, pode
ser responsavel pelo impacto positivo da inoculacéo
em trigo.

Quando se avaliou a massa da matéria seca da
parte aérea, ndo foram obtidas diferencas
significativas entre os isolados utilizados e a
testemunha, em ambos os gendtipos (Figura 3).

Na andalise do teor e da quantidade acumulada
de N na parte aérea da planta, somente o isolado
IAC-HT12, testado no gendtipo 1TD-19, diferiu
significativamente da testemunha, apresentando
maior quantidade acumulada de N (Figura 4a).
Baldani et al. (2000), utilizando as mesmas condic¢des
gnobidticas, obtiveram aumentos de até 54 % no
acumulo de N em plantas de arroz associado a
Herbaspirillum spp.

Gendtipo - ITD 19

ELONGAMENTO DA RAIZ
PRINCIPAL, cm

MATERIA SECA DA
PARTE AEREA, mg

HT10 HT11l HT12 AT5 AT6 AT7 AT8 test

Z-67 SP-59b

Valéria Marino Rodrigues Sala et al.

Os resultados obtidos mostram que dos isolados
testados poucos foram os que propiciaram algum
beneficio ao trigo, como também demonstrado por
Baldani et al. (2000) em estudo de selegéo de
Herbaspirillum seropedicae em plantas de arroz.
Realmente, um dos pontos cruciais para sele¢éo e
manejo desses diazotroficos é a especificidade planta-
bactéria, como também constataram Salomone &
Débereiner (1996) e Scholoter & Hartmann (1998).

Reis et al. (2000) indicaram, como estratégia para
intensificacdo da selegdo de bactérias diazotroficas
associativas, 0 uso de experimentos em condicdes
gnobidticas com varias bactérias e um gendtipo.
Aumentos moderados, em torno de 20 %, atribuidos
a inoculacdo com diazotroficos endofiticos, seriam
considerados comercialmente significativos na
agricultura moderna (Bashan & Levanony, 1990).
A inoculacéo de bactérias diazotroficas associativas
tem-se mostrado eficiente em aumentar a atividade
da nitrogenase e propiciar ganhos, principalmente
no acumulo de matéria seca, producédo de gréos,
concentracdo de N e outras caracteristicas
agrondmicas na maioria dos estudos, mas também
sem efeitos ou com efeitos prejudiciais em outros.
Em geral, o efeito da inoculacdo sobre a producéo
situa-se em torno de 10 a 30 % e, em alguns casos,
valores mais elevados de 50 a 250 % tém sido
mencionados (Boddey & Ddébereiner, 1988).

Ja foi demonstrado que estirpes e genotipos
obtidos da mesma localidade sdo mais eficientes em

Gendtipo - IAC 24

HT1 HT2 HT3 HT4 HTS5 HT6 HT7 HT8 HT9 ATl AT2 AT3 AT4 test Z-67 SP-5%

ISOLADO

Figura 3. Comprimento da raiz principal, massa da matéria seca da parte aérea dos gendtipos de trigo
ITD-19 e IAC-24 submetidos a diferentes isolados de bactérias diazotroéficas endofiticas em relagao a
testemunha. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5 %. Z-67: estirpe tipo de
Herbaspirillum seropedicae e SP-59b: estirpe tipo de Azospirillum lipoferum.
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Gen6tipo - ITD 19

TEOR DE N,
g kgt

DE N, ug planta®

QUANTIDADE ACUMULADA

HT10 HT11 HT12 AT5 AT6 AT7 AT8  test

Z-67  SP-59

Gendtipo - IAC 24

HT1 HT2 HT3 HT4 HT5 HT6 HT7 HT8 HT9 AT1 AT2 AT3 AT4 test Z-67 SP-59b

ISOLADO

Figura 4. Teor de N na parte aérea, quantidade acumulada de N dos gendétipos de trigo ITD-19 e IAC-24
submetidos a diferentes isolados de bactérias diazotroficas endofiticas em relagao a testemunha.
Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5 %. Z-67: estirpe tipo de Herbaspirillum
seropedicae e SP-59b: estirpe tipo de Azospirillum lipoferum.

proporcionar beneficios (Batharai & Hess, 1993). Em
trigo, Baldani & Ddbereiner (1980) e Baldani et al.
(1986) testaram diferentes estirpes de origens
diversas e concluiram que estirpes isoladas da
propria espécie vegetal (homologas) foram mais
eficientes do que as isoladas de plantas de outras
espécies.

Muitas vezes, as respostas positivas a inoculacéo
sdo atribuidas a localizagdo das bactérias
diazotréficas associativas, pois, ao contrario dos
microrganismos diazotroficos rizosféricos que
competem com o0s microrganismos do solo por fontes
de C e liberam o N, fixado apenas ap6s sua morte,
os diazotréficos endofiticos podem colonizar o
interior da planta, em um habitat mais uniforme e
protegido, explicando os beneficios propiciados por
estas bactérias as gramineas. Isso se aplica ao
presente trabalho, visto que as bactérias foram
isoladas do interior da raiz.

Resta ainda conhecer os efeitos propiciados pelos
isolados eficientes obtidos neste trabalho em
condigbes né&o-axénicas, verificando sua
competitividade em campo, uma vez que a
colonizagdo e o estabelecimento das bactérias
diazotroficas associativas sdo influenciadas de
maneiras diferentes, dependendo das populagdes
naturais do solo (Baldani et al., 1986). Em solos
com pequena ou ausente comunidade nativa de
diazotroficos, as respostas a inoculagédo sdo mais
consistentes e a recomendacédo de inoculagdo pode
fazer parte do manejo da cultura (Okon, 1985).

CONCLUSOES

1. Alinteracao do genétipo da planta e a adubacéo
nitrogenada influenciou a quantidade de
microrganismos diazotroéficos endofiticos nas raizes
da cultura do trigo.

2. Nenhum isolado com caracteristicas de
Glucanoacetobacter diazotrophicus foi obtido das
raizes de trigo desinfestadas superficialmente em
meio LGI-P.

3. Bactérias diazotroficas endofiticas promoveram
o crescimento e o acimulo de N em plantas de trigo.
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