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Resposta de hibridos de milho a associagdo com Azospirillum brasilense e

adubacéo nitrogenada

RESUMO

Estudos com a inoculacdo de Azospirillum em espécies de gramineas tém
demonstrado beneficios ao crescimento e desenvolvimento das plantas, por meio da
producdo de hormdnios vegetais e da fixacdo biolégica de nitrogénio que acarretam
em outros efeitos positivos, podendo assim reduzir a necessidade de adubacéo
nitrogenada para as culturas. Contudo, estirpes eficientes e gendtipos promissores,
devem ser associados para que se obtenham beneficios com essa associacao.
Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a resposta de hibridos
de milho a associacdo com A. brasilense e adubacao nitrogenada. O delineamento
experimental empregado foi de blocos ao acaso em esquema fatorial 2 x 2 x 5 com
guatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por dois hibridos de milho (H1-
30F53 e H2-CD386); inoculacdo ou ndo de produto comercial a base de A.
brasilense, e cinco doses de N (0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™). Foram avaliados os
parametros: altura de planta, altura de insercédo de espiga, diametro do colmo,
massa seca de folhas, colmo + bainha, espiga e total de parte aérea, area foliar, teor
de N foliar e os componentes de producdo (comprimento de espiga, diametro de
espiga, numero de fileiras por espiga, niumero de graos por fileira, massa da espiga,
massa de 100 graos e produtividade). Houve interagéo entre inoculacdo e adubacao
nitrogenada no estadio vegetativo para o diametro do colmo e entre hibridos e
adubacdo nitrogenada para a produtividade. Os hibridos responderam de forma
diferenciada para as variaveis analisadas e a aplicacdo de doses crescentes de N
proporcionou incrementos para variaveis biométricas, teor de N foliar e componentes
de producédo. Houve influéncia da inoculacdo com A. brasilense apenas sobre a area
foliar e massa seca total de parte aérea no estadio reprodutivo, que apresentaram
incremento em presenca da inoculacao.

Palavras-chaves: Zea mays L., inoculacdo, bactérias diazotréficas, doses de
nitrogénio.



Response of corn hibrids for association with Azospirillum brasilense and
nitrogen fertilization

ABSTRACT

Studies on the inoculation of Azospirillum on grass species has shown
benefits to growth and development of plants, through the production of plant
hormones and biological nitrogen fixation that lead to other positive effects, and could
thus reduce the need for nitrogen fertilization. However, strains efficient and
promising genotypes should be associated for obtain benefits with this association.
Therefore, the present study aimed to evaluate the response of corn hybrids to its
association with A. brasilense and nitrogen fertilization.The experimental design was
randomized blocks in factorial 2 x 2 x 5 with four replications. The treatments
consisted of two corn hybrids (H1-30F53 and H2-CD386); inoculation of a
commercial product based on A. brasilense, and five nitrogen rates (0, 40, 80, 120
and 160 kg ha™). Were evaluated the parameters: plant height, ear height, diameter
stem, dry mass of leaves, stem, ear and total shoot, leaf area, leaf N content and
yield components (ear length, ear diameter, number of rows per ear, number of
grains per row, weight of ear, weight of 100 grains and productivity). There was
interaction between inoculation and nitrogen in the vegetative stage to the stem
diameter and between hybrids and nitrogen for productivity. Hybrids responded
differently to the variables and the application of increasing doses of N provided
increments for biometric variables, leaf N content and yield components. Effect of
inoculation with A. brasilense was found on leaf area and total dry mass of shoots in
the reproductive stage, which had increased in the presence of inoculation.

Key words: Zea mays L., inoculation, diazotrophs, nitrogen rates.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) possui destacada importancia econémica e
social, visto que seu cultivo gera milhares de empregos nos diversos segmentos da
cadeia agroindustrial. Pode-se destacar a pesquisa, produgcdo de graos,
industrializacdo e comercializacdo, além de ser um alimento amplamente utilizado
na alimentacdo humana e animal.

O suprimento adequado de nutrientes ao solo é imprescindivel na busca de
altas produtividades. Assim, na determinacdo das necessidades nutricionais da
planta devem ser levadas em consideracdo a absorcao e exportacdo de nutrientes
pela cultura durante seu ciclo. Segundo Fornasieri Filho (1992), o nitrogénio (N) é
um dos elementos mais requeridos e limitantes para producdo de milho. Desta
forma, é fundamental o manejo adequado da adubacéo nitrogenada nesta cultura.

O N é constituinte de muitos componentes da célula vegetal, incluindo
aminodcidos, proteinas e acidos nucléicos, sendo, portanto um elemento essencial
ao desenvolvimento das plantas (TAIZ e ZEIGER, 2009). Sua deficiéncia inibe
rapidamente o crescimento vegetal, podendo manifestar-se através de clorose, que
inicialmente ocorre em folhas mais velhas, reduzindo a atividade fotossintética da
planta e, consequentemente, retardando o crescimento da mesma. As plantas
podem obter este nutriente via solo, fixacdo ndo bioldgica, adicdo de fertilizantes
nitrogenados e fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico (FBN) (HUNGRIA, 2001).

Na agricultura moderna, o principal veiculo de adicdo de N sao fertilizantes
inorganicos e sua utilizacdo é essencial para producao de alimentos requisitada pela
populacdo humana nos dias atuais. Considerando o elevado custo econdmico e
ambiental do processo industrial de fixagdo de N, surge o desafio de otimizar o uso
deste elemento para permitir a sustentabilidade do sistema agricola, além de
minimizar 0os impactos negativos sobre os seres vivos e o ambiente.

Uma alternativa ao uso de fertilizantes inorganicos é o aproveitamento do N
atmosférico (N2), pela FBN por organismos fixadores de N ou diazotroficos (LOPES,
2007). Em gramineas, as associac¢Oes de bactérias diazotroficas com as plantas nao
formam nddulos, como ocorre em leguminosas. A bactéria coloniza os tecidos do

vegetal ou se ancora na superficie da raiz (REIS et al., 2000).



Diversas pesquisas com diferentes géneros e espécies de bactérias e nas
mais variadas condi¢cdes tem sido realizadas para um maior conhecimento da
interacdo planta-bactéria e dos beneficios ocasionados por esta associacdo. Dentre
0s géneros de bactérias diazotroficas com potencial de FBN em gramineas, o
Azospirillum € um dos mais estudados.

A maior efetividade fotossintética e o sistema radicular fasciculado das
gramineas sao caracteristicas que permitem maior aproveitamento de agua e
exploracdo do solo por estas plantas, quando comparadas as espécies de
leguminosas. Por estas razfes e também pela alta necessidade de N pelas
gramineas, tem-se um grande interesse na fixacdo bioldgica deste elemento
(DOBEREINER, 1992). Sabe-se que a contribuicdo da FBN associativa a nutricdo
vegetal destas espécies ndo € tdo significativa como das simbioses, que ocorre
entre o grupo rizébio em leguminosas. Entretanto, se for considerada a grande
extensdo de terras cultivadas por gramineas e cereais, esta se torna importante, em
termos globais (NOBREGA et al., 2004) e também nos sistemas de agricultura
sustentavel (BALDANI, 1996). Vale destacar que uma das explicacbes para a
promocao do crescimento vegetal pela inoculacdo com Azospirillum envolve também
a producdo de fitohormbnios pela bactéria (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN,
2000; CASSAN, et al., 2008).

O uso da inoculacdo de bactérias diazotréficas em espécies de gramineas
ainda ndo € uma pratica totalmente consolidada, pois ainda em muitos casos néo é
obtido efeito positivo dessa associacdo. Este fato tem sido atribuido principalmente
ao gendtipo da planta, estirpes com baixo potencial e também a ineficiéncia do
processo de inoculacdo. Contudo, mais estudos sdo necessarios com diferentes
genatipos e condicdes de cultivo, para maior conhecimento dos fatores que podem
influenciar a interagdo bactéria-planta.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a resposta de hibridos de

milho a associacao com A. brasilense e adubacéo nitrogenada.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais e Importancia da Cultura do Milho

O milho (Zea mays L.), originario da Ameérica, mais provavelmente da regido
onde se situa o México (PEIXOTO, 2002), representa um dos principais cereais
cultivados no mundo, em virtude do seu alto potencial produtivo e valor nutritivo. E
caracterizado como planta monocotiledénea pertencente a familia das poaceas,
embora seja comumente mencionado como uma graminea por fazer parte do antigo
grupo Gramineae.

O ciclo fenolégico do milho varia de 90 a 205 dias, dependendo do gendtipo e
das condicfes climaticas. Os estadios de crescimento e desenvolvimento do milho
apresentados no quadro 1 sédo classificados em duas fases: a primeira a vegetativa,
refere-se aos estadios anteriores ao aparecimento das espigas e sao identificados
de acordo com o numero de folhas plenamente expandidas; a segunda fase
chamada de reprodutiva, engloba os estadios posteriores a emissao das espigas e a
definicho destes € baseada no desenvolvimento e consisténcia dos gréos
(FANCELLI, 2010).

Quadro 1. Escala fenoldgica do milho

Estadio Caracterizacdo do estadio

Fase vegetativa

VO Germinacao/emergéncia

V2 Emissdo da segunda folha

V4 Emissao da quarta folha

V6 Emisséo da sexta folha

V8 Emisséo da oitava folha

V12 Emisséo da 122 folha

V14 Emisséo da 142 folha
Fase reprodutiva

VT Emisséo do pendéo e abertura das flores masculinas

R1 Florescimento pleno

R2 Gréos leitosos

R3 Graos pastosos

R4 Graos farinaceos

R5 Graos farinaceos duros

R6 Maturidade fisiol6gica

Fonte: Fancelli (1986)
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O milho € uma planta C4, sendo extremamente eficiente na conversdo de
CO,, apresentando altas taxas de fotossintese liqguida (NORMAM et. al., 1995;
TOLLENAAR e DWYER, 1999). Os graos de milho apresentam em média a
composi¢cdo de 60% de carboidratos, 10% de proteinas, 4% de lipidios, além de
minerais e vitaminas (FANCELLI e LIMA, 1982).

A importancia econdémica do milho é caracterizada pela sua ampla utilizacao
na alimentacdo animal, sendo este o principal insumo para fabricacdo de racoes e
também na alimentacdo humana, consumido seja na forma “in natura” como
processada, constituindo-se como alimento basico em regides de baixa renda. Em
relacdo ao aspecto social, a importancia do milho esta relacionada a geracédo de
milhares de empregos nos diferentes segmentos da cadeia produtiva agroindustrial
(DUARTE, 2004).

No cenario mundial de producdo de milho, o Brasil destaca-se como quarto
maior produtor, superado apenas pelos Estados Unidos, China e pela Unido
Européia. J& em ambito nacional, o milho é o segundo grdo mais importante para a
agricultura brasileira, sendo que no ano agricola de 09/10, sua producéo
correspondeu a 37,5% da producéo total de grados no pais, s6 perdendo para a soja,
gue representou 46% da producao nacional (CONAB, 2011).

Ainda segundo levantamento realizado pela Conab (2011), a area cultivada
com milho no Brasil na safra 10/11 foi de 12,9 milhdes de hectares, sendo
aproximadamente 60% dessa area cultivada na primeira safra e 40% na safrinha. A
produtividade média brasileira atingida nesta safra foi de 4.300 kg ha™. Dentre as
regides do Brasil, a regido Sul, que compreende os estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, foi a maior regido produtora de milho no ano agricola
09/10, com aproximadamente 22,8 milh6es de toneladas em uma éarea de 3,9
milhdes de hectares, atingindo uma produtividade média de 5.700 kg ha™. O grande
impulso na producao brasileira se deu em funcéo dos elevados rendimentos obtidos
com o avango tecnologico de cultivares transgénicas e de hibridos de alta
produtividade (CARVALHO et al., 2011).

Atualmente a maior parcela dos graos produzidos é destinada ao preparo de
racOes para alimentacdo animal, principalmente de aves e suinos, e para a produgéo
de Oleo comestivel. Outra parte da producédo de milho é direcionada a fabricacéo de

produtos para a alimentacdo humana direta, tais como farinhas, cereais, salgadinhos
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e xaropes de dextrose. Além da industria alimenticia, o milho tem participacao
crescente nas industrias de biocombustiveis, embalagens, cosméticos, tintas, dentre
outras (PEIXOTO, 2002; DA ROZ, 2003). Esse amplo mercado para a utilizacdo do
milho e também a consideravel area cultivada com esse cereal no territorio brasileiro

fundamentam a importancia desta cultura para o Brasil.

2.2 Nitrogénio
2.2.1 Dinamica do nitrogénio no sistema solo-planta-atmosfera

Entre os minerais considerados essenciais para o desenvolvimento das
plantas, o N é o nutriente exigido em maior quantidade pelas culturas apresentando
significativa influéncia sobre o crescimento das plantas (SYLVESTER-BRADLEY et
al., 2001). Sua disponibilidade estimula o desenvolvimento e crescimento radicular,
incrementando a absorcdo, ndo somente de N, mas também de outros nutrientes
(YANAI et al., 1996).

A essencialidade do N é constatada pelas suas fun¢cdes no metabolismo das
plantas. Pois esse elemento € integrante da maioria dos componentes organicos das
células, dentre eles, os aminoacidos, muitas enzimas e materiais de transferéncia de
energia, como, por exemplo, a clorofila, ADP e ATP (adenosina di- e tri-fosfato)
(BULL, 1993). Assim uma deficiéncia severa de N fard parar o processo de
crescimento e de reproducdo de uma planta (TROEH e THOMPSON, 2007).

O ciclo do nitrogénio no sistema solo-planta-atmosfera é complexo, em funcao
dos varios processos de transformacdo que esse elemento pode sofrer e das suas
diversas formas presente no ambiente. Do total de N organico terrestre, 96% estéo
na matéria organica morta e apenas 4% nos organismos vivos (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

A atmosfera terrestre € composta por 78% de N,, contudo as plantas néo
podem utilizar diretamente esse reservatorio devido a tripla ligagdo covalente
existente entre os dois atomos de N (MARSCHNER, 1995). Tal N podera ser
utilizado quando for quimicamente combinado com hidrogénio, oxigénio ou carbono
(C), processo este conhecido como fixacdo do N. As reagdes de fixagdo do N podem

ser realizadas por processo industrial e por processo natural. Na natureza, s&o
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realizadas por certos microrganismos, emissao de raios e relampagos e também por
reacbes fotoquimicas, todos esses processos naturais fixam cerca de 190 x 10% g
ano® de N (TAIZ e ZEIGER, 2009). No entanto, essa quantidade fixada é
normalmente menor e raramente na quantidade em que as plantas poderiam usar
(TROEH e THOMPSON, 2007).

O N presente no solo encontra-se nas formas organica (restos culturais e
matéria organica), mineral (solucdo do solo, NOs e NH;") e em formas gasosas
combinadas (NH3*, NoO e NO). De acordo com S& (1996a), geralmente menos de
5% do N total estd em formas inorganicas como ion NH;" e o fon NO3s. Como a
maior parte do N presente no solo estad ligado a cadeia carb6nica da matéria
organica (SCHULTEN; SCHNITZER, 1998), ndo sendo diretamente disponivel as
plantas, a atividade dos microrganismos tem relevante significancia, pois permite a
quebra gradual de materiais organicos complexos em ions inorganicos simples que
podem ser utilizados pelas plantas em crescimento, processo chamado de
mineralizacdo. A taxa na qual o N-organico é convertido a aménio (NH,") e a nitrato
(NO3) é definida como taxa de mineralizacdo, sendo representada pela quantidade
de N-inorganico liberada pela agdo da microbiota em um tempo determinado
(CAMARGO et al.,, 1999). O processo reverso, no qual ions inorganicos sao
convertidos a forma organica, € chamado de imobilizacdo (SIQUEIRA e FRANCO,
1988), tais processos sdo considerados processos-chave do ciclo do N no sistema
solo-planta.

Malavolta (1980) relata que nos solos brasileiros cultivados, o teor de N total
da camada de 0-0,20 m, varia de 0,05 a 0,5% de N, o que equivale de 1.000 a
10.000 kg ha™. O aumento dos estoques totais de N no solo podera ocorrer através
da fixacdo biologica atmosférica, pelas chuvas ou pela adubac¢éo organica e mineral.
Enquanto que as perdas podem ocorrer devido a exportacdo pelas culturas,
lixiviagdo, eroséo, volatilizacdo e desnitrificacdo (SCHULTEN; SCHNITZER, 1998;
LARA CABEZAS et. al. 2000).

Os ions NO3 e NH,4" constituem as formas preferenciais de absorcdo de N
pelas plantas (WILLIAMS e MILLER, 2001). O NOj3 absorvido pode ser reduzido a
NH,", acumulado no vacutolo ou exportado para outras partes da planta; a reducéo
do NOs a NH;" ocorre por meio da agédo sequencial das enzimas nitrato redutase e a
nitrito redutase: a primeira catalisa a reacédo de reducao do NOj3 a nitrito (NO2) no

citossol, posteriormente este ion € rapidamente transportado pelas células para o
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interior dos cloroplastos nas folhas e dos plastidios nas raizes, uma vez, que é
altamente reativo e potencialmente toxico; nessas organelas, a segunda enzima
reduz o NO, a NH,4". Agora o NH;" absorvido ou proveniente da redugdo do NO3 é
incorporado a esqueletos de C, principalmente pela rota que envolve as enzimas
glutamina sintetase e glutamato sintetase (GS-GOGAT) (TAIZ e ZEIGER, 2009).
Para reacédo de reducdo do NO3', assim como para a assimilacdo do NH," é
requerido energia na forma de ATP e poder redutor, como o NADH, o NADPH e a
ferredoxina reduzida, bem como esqueletos de C derivados do ciclo de Krebs.
Portanto, esses processos drenam tanto esqueletos de C quanto energia e doadores
de elétrons, competindo com o0 metabolismo do C (SOUZA e FERNANDES, 2006).

2.2.2 Adubacéo nitrogenada

2.2.2.1 Necessidade de nitrogénio pela cultura do milho

A grande maioria dos nutrientes necessarios para 0 crescimento e
desenvolvimento das culturas é fornecida diretamente por meio da solug¢éo do solo,
sendo as rochas fontes preferenciais de enriquecimento dos seus teores totais, via
processos de intemperizacdo e/ou mineralizagdo de materiais organicos (HAVLIN, et
al., 2005).

Os solos, em sua maioria, ndo possuem quantidade suficiente de N para o
crescimento maximo das plantas, em parte devido a elevada demanda e também,
pelas transformacdes bioquimicas que o N esta sujeito no solo e que podem alterar
significativamente sua disponibilidade (WIETHOLTER,1996). Neste sentido, Hungria
et al. (2001) verificaram que o reservatério de N presente na matéria organica do
solo é limitado, podendo ser esgotado rapidamente apos alguns cultivos. Além disso,
0s processos de decomposicdo da matéria organica e de perdas de N sdéo
acelerados pelas condi¢des de temperatura e umidade predominantes no Brasil.

Em funcéo da destacada importancia do N para o metabolismo das plantas e
também por ser o mineral quantitativamente mais exigido, o suprimento adequado
deste nutriente é fundamental para o crescimento e consequentemente producgéo de

uma determinada cultura.
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Para o milho, o N é o nutriente que proporciona maiores respostas no ganho
de produtividade, visto que este elemento tem um papel direto no acimulo de massa
de matéria seca nos grdos (BULL, 1993; BORTOLINI et al., 2001). Seus efeitos
estdo relacionados ao desenvolvimento do sistema radicular, aumento do
comprimento da espiga e do niumero de espigas por planta (RAO et al., 1992), além
de, afetar as taxas de iniciacdo e expanséo foliar, tamanho final e a intensidade de
senescéncia das folhas (UHART e ANDRADE, 1995).

O N é importante no estadio inicial de desenvolvimento do milho, visto que a
definicdo do potencial de rendimento do milho ocorre entre a emisséo da quarta e
sexta folha. Nesta fase o sistema radicular, ainda em desenvolvimento, ja possui
consideravel porcentagem de pelos absorventes e ramificacbes diferenciadas, a
adicdo de N estimula sua proliferacdo, com consequente desenvolvimento da parte
aérea. Também neste estadio tem inicio o processo de diferenciacéo floral, o qual
origina o numero de évulos nos primérdios da espiga e o numero de espigas por
planta. Assim o suprimento inadequado de N nessa fase afeta negativamente o
rendimento de grdos (FANCELLI, 2002; SCHREIBER et al., 1998).

Ainda de acordo com Fancelli (2002), na fase inicial de desenvolvimento do
milho, a cultura exige a disponibilidade de pelo menos 25 kg ha® de N, sendo
obtidos os melhores resultados com o fornecimento de 30 a 45 kg ha™, que devem
ser fornecidos por ocasido da semeadura. Usualmente esta cultura requer o uso de
adubacdo nitrogenada em cobertura para complementar a quantidade suprida pelo
solo ou pela adubacdo de base e também, quando se objetiva produtividades
elevadas, visto que a exportacdo deste elemento pela cultura € de grandes
guantidades. A aplicacdo da cobertura adicional com o restante da necessidade de
N deve ser realizada no estadio em que a planta encontra-se com quatro a seis
folhnas (YAMADA, 1996). Segundo Cantarella (1993), a necessidade de adubacéo
nitrogenada estimada para producéo de uma tonelada de grdos de milho varia de 20
a 28 kg ha™.

O N, dentre os nutrientes € 0 de manejo e recomendag¢do mais complexos,
em virtude da multiplicidade de reacdes quimicas e biologicas a que esta sujeito e
da grande dependéncia das condicdes edafoclimaticas (ERNANI, 2003;
CANTARELLA e DUARTE, 2004). Normalmente, a recomendacédo de adubacao
nitrogenada para as culturas baseia-se na expectativa de produtividade de gréos e

no teor de matéria organica do solo. Tal recomendacao fundamenta-se na hipotese
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de que a matéria organica libera N em tempo hébil para uso das plantas e que o N
fornecido pelos fertilizantes complementa a necessidade deste mineral pelas
culturas (ARGENTA et al., 2002).

A taxa de crescimento das plantas com deficiéncia de N é praticamente
proporcional a taxa em que o nutriente é fornecido. Na condig&o de insuficiéncia de
N, todas as partes da planta sédo afetadas inclusive raizes, o que ocasiona reducao
do tamanho do sistema radicular que pode, naturalmente, refletir em efeitos
secundarios tais como a reducdo de absorcdo de agua e de outros nutrientes. O
sintoma caracteristico de deficiéncia deste elemento €& o amarelecimento
pronunciado de tecidos mais velhos, especialmente junto as nervuras, em funcéo da
decomposicdo da clorofila nestas areas. A falta de clorofila confere as plantas
coloracado verde palida, além de um crescimento lento, pois a mesma € requerida na
producdo de carboidratos pela fotossintese (FORNASIERI FILHO, 1992).

Diversos experimentos realizados sob diferentes condi¢des de solo, clima e
sistemas de cultivo, demonstram resposta generalizada da cultura a adubacéo
nitrogenada (AMARAL FILHO et al., 2005; FERREIRA et al., 2009; SANTOS et al.,
2010). Em geral, 70 a 90 % dos experimentos de campo realizados no Brasil,
apresentaram respostas positivas a aplicacdo de N na cultura do milho (COELHO,
2003). Por outro lado, Cruz et al. (2005) constataram que existem diferencas na
utilizacdo do N entre os gendétipos de milho, ndo apenas em termos de resposta a
fertilizacdo nitrogenada, mas também em eficiéncia na absorcdo, acumulacédo e

utilizagcéo do N absorvido.

2.2.2.2 Fertilizantes nitrogenados

Os fertilizantes nitrogenados podem ser tanto minerais como organicos. As
formas organicas referem-se normalmente a esterco de animais, outras fontes de N
organico vém sendo amplamente utilizadas como o lodo de esgoto e de efluentes e
0s compostos de residuos, essa utilizacdo ndo se da apenas pelo valor de
fertilizante desses materiais, mas também como uma forma de se dispor do refugo.
A principal desvantagem dos fertilizantes organicos é o baixo teor de N,

apresentando em média cerca de 0,5% de N, exceto para o esterco de galinha que
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apresenta 1,5% a 2%, portanto, para obter efeito significante altas taxas devem ser
aplicadas (TROEH e THOMPSON, 2007).

Os principais fertilizantes nitrogenados inorganicos sao a uréia, o nitrato de
amonia e o sulfato de aménia (CQFS, 2004). Dentre essas fontes, a uréia destaca-
se por apresentar elevada concentracdo de N (aproximadamente 45% de N), alta
solubilidade, baixa corrosividade e menor relacdo custo por unidade de nutriente.
Além disso, por ser um adubo altamente concentrado, torna-se mais barato o
transporte, o armazenamento e a aplicacdo (COSTA et al., 2004). Por isso, Barbosa
Filho e Silva (2001) afirmam que a uréia € uma das fontes de N mais utilizadas na
agricultura brasileira, possivelmente por ser de menor custo e de maior
disponibilidade no mercado.

Do ponto de vista agronédmico, um dos inconvenientes da uréia é a perda do
N, pois esta necessita sofrer hidrélise para ser utilizada pelas plantas e, neste
processo, o N pode ser perdido por volatilizacdo na forma de NHs, principalmente,
guando aplicado na superficie do solo (COSTA et al., 2004). O sulfato de amdnio, no
entanto, ndo sofre volatilizacdo de nitrogénio amoniacal, quando o pH é inferior a 7.
Porém, esse fertilizante tem sua eficiéncia reduzida, basicamente, pela lixiviagdo de
nitrato (TEIXEIRA FILHO et al., 2010).

Um fator que prejudica a recuperagdo do N dos fertilizantes nitrogenados
pelas plantas, em média 72% (POTAFOS, 2010), sdo as perdas gasosas do N
representadas pelos processos de volatilizacdo e desnitrificagdo. Cunha et al. (2010)
relataram indices médios de aproveitamento do N pelas principais culturas
cultivadas no Brasil entre 18% (café) e 109% (arroz), sendo que o milho apresentou
75% de aproveitamento do N. As perdas por desnitrificacdo tém sido estimadas em
menos de 10% na cultura do milho (HILTON et al., 1994), porém a perda de NH3 por
volatilizacdo, quando a uréia ndo € enterrada, ou incorporada ao perfil do solo pela
agua da chuva ou de irrigacdo, pode atingir de 31 a 78 % do total de N aplicado
(LARA CABEZAS et al.,1997).

Lopes e Guilherme (2000), as doses e a forma de aplicacao dos fertilizantes
nitrogenados, associadas as condi¢cdes climaticas (indice pluviométrico e
temperatura), as caracteristicas do solo (umidade, textura, pH, etc) e as condicdes
da cultura (ciclo, variedade, capacidade de proliferacdo das raizes, etc) influenciam
na eficiéncia dos fertilizantes nitrogenados. Os mesmos autores afirmam também

que praticas de manejo como incorporacdo adequada do fertilizante, parcelamento



17

da adubacéao e irrigacao controlada, podem aumentar consideravelmente a eficiéncia
dos fertilizantes nitrogenados.

O processo de fabricacéo de fertilizantes nitrogenados utiliza meios industriais
para fixacdo do gas (N;) através da combinacédo de altas temperaturas e pressao,
processo também conhecido como Haber-Bosch. A aménia anidra (NH3) € um gés
que contém 82% de N e constitui matéria-prima para fabricagdo da maioria dos
fertilizantes nitrogenados. A amoénia é produzida pela reacdo direta do N com o
hidrogénio, em uma mistura na relacdo 1:3 de N proveniente do ar e hidrogénio
proveniente de fontes diversas como o0 gas natural, nafta, 6leo combustivel ou de
outros derivados de petréleo. O gas natural é o mais usado e também a melhor fonte
de hidrogénio para a producao de fertilizantes nitrogenados inorganicos (DIAS e
FERNANDES, 2006; TROEH e THOMPSON, 2007).

A producédo nacional de fertilizantes nitrogenados é insuficiente para atender a
demanda interna, sendo suprida basicamente por importacdes, que respondem por
cerca de 60% do consumo nacional. A volatilidade de precos e a disponibilidade de
gas natural no Pais sao fatores que dificultam a expansao da industria de adubos
nitrogenados e favorecem a importacdo destes. Assim, em razdo da grande
dependéncia externa, os fertilizantes representam um impacto consideravel sobre a

balanga comercial brasileira (LIMA, 2007).

2.3 Fixacédo Biolégica de Nitrogénio

2.3.1 Organismos envolvidos no processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio

A fixacao biologica de N é o processo de reducdo do N gasoso (N2) a ambnia
(NH3), esse processo € realizado por alguns organismos que habitam o solo,
denominados fixadores de N e, ocorre gracas a ac¢do do complexo protéico da
nitrogenase, enzima que catalisa a reagcao rompendo a tripla ligagao existente entre
os dois atomos de N (POSTGATE, 1982).

Os organismos que possuem a capacidade de produzir a enzima nitrogenase
e outros componentes do sistema indispensaveis ao processo de fixacdo incluem
diversos géneros de bactérias, cianobactérias (também conhecidas como algas

verdes-azuladas) e também os actinomicetos do género Franckia (SIQUEIRA e
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FRANCO, 1988). Essas bactérias também denominadas como diazotréficas, se
associam a diversas espécies de plantas em diferentes graus de especificidade,
podendo assim ser classificadas como diazotréficos de vida livre, que fixam o N para
seu proprio uso; diazotréficos associativos, que contribuem para o crescimento da
planta sem a formag&o de estruturas diferenciadas, néo estabelecendo uma relagéo
de simbiose e os diazotréficos simbidticos, que estabelecem uma interacdo muito
estreita com o simbionte, e em alguns casos, sdo formadas estruturas diferenciadas
denominadas nédulos (EVANS e BURRIS, 1992; HUNGRIA et al., 2007).

Na agricultura brasileira um exemplo da importancia da contribuicdo da FBN
para nutricdo de plantas refere-se a simbiose que ocorre entre plantas leguminosas
e bactérias do grupo dos rizébios. A eficiéncia deste processo de FBN para a cultura
da soja corresponde a até 94% do N requerido pelas cultivares mais produtivas
(HUNGRIA et al., 2006), sendo que, para as leguminosas, praticamente todo o N
fixado da atmosfera é disponibilizado ao hospedeiro e aos outros organismos
associados com os fixadores de N (LOPES, 2007).

A maioria das bactérias diazotroficas de vida livre s&o heterotréficas
requerendo ecossistemas capazes de prover uma fonte de C utilizavel necessério
para a fixacdo de N. Encontram-se incluidos nesse grupo os géneros Beijerinkia,
Klebsiella, Enterobacter, Azotobacter e Azomonas (MARIN et al., 1999). Essas
bactérias provavelmente fixam cerca de 11 kg ha™ a cada ano em solos com pouco
N, contanto que haja condicbes adequadas ao processo (TROEH e THOMPSON,
2007).

No caso das bactérias associativas, Baldani et al. (1997) classificam estas em
dois grupos: 1) endofiticos facultativos — colonizam tanto a rizosfera como o interior
das raizes; 2) endofiticos obrigatérios — colonizam apenas o interior das raizes.
Entre os endofiticos facultativos estdo algumas bactérias do género Azospirillum
spp. e entre os endofiticos obrigatérios, estdo incluidas as espécies Herbaspirillum
seropedicae, Gluconacetobacter diazotrophicus e Azoarcus spp.. Ao contrario das
bactérias simbidticas, as associativas excretam somente uma parte do N fixado
diretamente para a planta associada; sendo posteriormente, cedidos aportes
adicionais de N as plantas pela mineralizacao das bactérias (HUNGRIA, 2011).

Bactérias diazotréficas que se associam a gramineas e cereais possuem a
capacidade de colonizar a superficie das raizes, rizosfera, filosfera e tecidos internos
do vegetal, sem causar danos (KLOEPPER, et al., 1989; MONTANEZ et al., 2009).
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Para Perin et al. (2003), o estabelecimento endofitico da bactéria, pode influenciar
mais eficientemente o crescimento das plantas quando comparado ao ambiente
rizosférico, visto que no interior do vegetal a interface de troca de metabdlitos é mais
direta, e também por ter a competicdo microbiana e as flutuacbes ambientais uma
influencia menor na colonizacéo das bactérias.

Os beneficios proporcionados as plantas pela associagdo com o0s
diazotréficos séo obtidos principalmente pela producdo de horménios vegetais, como
auxinas, giberelinas e citocininas, que estimulam o crescimento vegetal,
principalmente de raizes, que se da muitas vezes pela modificacdo de algumas
caracteristicas morfologicas, tais como, comprimento, ramificacdo e incidéncia de
pelos radiculares, permitindo uma maior exploracdo do solo pelas raizes
(DOBBELAERE et al., 1999; MIYAUCHI, et al., 2008). Isto pode implicar em varios
outros efeitos como incrementos na absor¢cdo da agua e minerais, maior tolerancia a
estresses como salinidade e seca, resultando em uma planta mais vigorosa e
produtiva (BASHAN e HOLGUIN, 1997; DOBBELAERE et al., 2001; BASHAN et al.,
2004).

A solubilizacdo de fosfatos ou aceleramento de processos bioldégicos como
mineralizacdo (PERSELLO-CARTINEAUX et al., 2003), assim como a protecao
contra patégenos por meio de varios mecanismos como a producao de sideréforos,
glucanases e antibiose (WHIPPS, 2001), além do fornecimento de N por meio da
fixacdo biol6gica deste elemento, representam outros beneficios relacionados a
associacao dos diazotroficos com gramineas. Acredita-se que esses microrganismos
promovam o0 crescimento das plantas por uma combinacdo de todos esses
mecanismos (DOBBELAERE et al., 2003).

2.3.2 A enzima nitrogenase

Os microrganismos fixadores de N possuem como caracteristica principal a
presenca da enzima nitrogenase, que é responsavel por catalisar o processo de
redugdo do N atmosférico a amonia, forma assimilavel pelas plantas (RUSCHEL,
1985).

O complexo nitrogenase consiste de dois componentes do tipo metalo-

proteina: um que contém o sitio ativo para reducédo do substrato a ferro-molibdénio-
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proteina (FeMo), também chamada de componente I; e aquela que acopla a
hidrélise de ATP para transferéncia de elétrons durante a reacéo, a ferro-proteina
(Fe-proteina) ou componente Il (BALDANI et al., 2009). A FBN é um processo
complexo que requer a expressdao de um conjunto de genes denominados nif
(“nitrogen fixation”), tais genes codificam a FeMo-proteina e a Fe-proteina, bem
como genes acessorios para proteinas de transferéncia de elétrons, e também para
a sintese e regulacdo dos grupos metalicos envolvidos diretamente neste processo
(HALBLEIB e LUDDEN, 2000).

Estudos demonstram a existéncia de sistemas alternativos da nitrogenase
independentes geneticamente: nitrogenase 1, dependente de molibdénio e ferro -
codificada pelos genes nif; nitrogenase 2, dependente de vanadio (V) - codificada
por genes vnf e nitrogenase 3, dependente de Fe - codificada por genes anf (REIS e
TEIXEIRA, 2005; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Estes dois ultimos sistemas da
nitrogenase sdo encontrados somente em um subconjunto limitado de bactérias
diazotréficas e, na maioria dos casos estudados até agora, estdo presentes
secundariamente a nitrogenase FeMo. Estima-se que aproximadamente 5% das
bactérias tenham 0s genes responsaveis pelo processo de fixacdo de N (RAYMOND
et. al., 2004).

Na reducéo do substrato pela nitrogenase FeMo estdo envolvidos em geral,
trés tipos béasicos de transferéncia de elétrons: a) reducdo da Fe-proteina por
carregadores de elétrons (ferredoxina); b) transferéncia de um unico elétron a partir
da Fe-proteina para a MoFe-proteina por meio de um processo dependente de Mg-
ATP e c) transferéncia de elétrons para o substrato ligado ao sitio ativo da MoFe-
proteina (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Huergo et al. (2008) relatam que a fixacdo do N € um processo muito caro em
termos de energia bioldgica, pois requer grandes quantidades de poder redutor e
fosfato de alta energia (ATP). Cerca de 16 mols de ATP e 4 pares de elétrons sdo
necessarios para produzir um mol de amonio pelo sistema enziméatico nitrogenase,
isto é equivalente a 28 mols de ATP por mol de aménia produzida por bactérias
diazotroficas aerdbicas.

A nitrogenase é extremamente sensivel ao oxigénio, podendo ser destruida
irreversivelmente quando em contato com este elemento. Tal fato representa um
problema para a maioria dos microrganismos diazotréficos com excecdo daqueles

gue possuem um metabolismo anaerébico. Os diazotréficos aerobios desenvolveram
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alguns mecanismos para impedir a interferéncia do oxigénio no sitio ativo da
nitrogenase, como por exemplo: protecdo respiratoria, producdo de
exopolissacarideos e heterocistos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Mas nem todos
os diazotroficos aerdbios apresentam estes mecanismos de protecdo contra o
oxigénio.

Bactérias do género Azospirillum apresentam sensibilidade ao O, em funcao
desta caracteristica esses microrganismos dependem de ambientes microaerofilicos
guando fixam Ny, ou seja, s6 podem fazé-lo quando a taxa de dissolucdo de oxigénio
no meio aquoso estiver em equilibrio com sua taxa de consumo pela respiracéo,
permitindo, assim, a expressao e a atividade da enzima nitrogenase (DOBEREINER
et al., 1995). Acredita-se que diazotroficos endofiticos podem apresentar vantagens
em relacdo aos associados as raizes, uma vez que eles se encontram mais bem
localizados para explorar as fontes de C disponibilizadas pelas plantas (JAMES e
OLIVARES, 1997).

2.3.3 Azospirillum: aspectos morfologicos, ecolégicos e fisiologicos

As bactérias do género Azospirillum sdo microrganismos heterotroficos,
aerdbicos, Gram-negativos, em forma de bastonete e usualmente uniflagelados,
podendo ter apenas um flagelo polar ou também flagelos laterais (ROPER e LADHA,
1995; ABDALLA et al.,, 2008). Onze espécies deste género estdo atualmente
descritas: A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferans, A.
irakense, A. largimobile, A.doebereinerae, A. oryzae, A. melinis, A. zeae e A.
canadense (BALDANI, et al., 2009).

O Azospirillum apresenta ampla distribuicdo nos solos de clima tropical e
subtropical, em associacdo com gramineas de grande importancia econdmica, como
o trigo, milho, arroz, diversas forrageiras e também com outras espécies vegetais
(BALDANI et. al., 1996). Inicialmente estas bactérias foram classificadas como de
vida livre, entretanto existem relatos de que estes microrganismos podem crescer
extensivamente na rizosfera de gramineas (KENNEDY e TCHAN, 1992), podendo
também ser encontrados na superficie ou crescendo endofiticamente nos espacos
intercelulares. De acordo com Baldani et al. (1997), este género de bactéria é

classificado atualmente como endofitico facultativo.
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A fisiologia dos microrganismos diazotroficos é marcada pelas propriedades
inerentes da nitrogenase como: presenga de seus componentes estruturais como o
Fe, Mo ou V; ATP para sua atividade e suprimento adequado de poder redutor
(flavodoxina e ferredoxina) (REIS e TEIXEIRA, 2005).

Os metabolismos de C e N apresentados pelas espécies de Azospirillum sao
bastante versateis, 0 que as tornam bem adaptadas para estabelecer um ambiente
competitivo na rizosfera. As fontes preferenciais de C sdo acidos organicos como o
malato, piruvato e succinato e, também frutose e glicose. No caso do N, amonia,
nitrato, nitrito e aminoacidos, além do N atmosférico constituem as fontes deste
elemento utilizadas por estas bactérias (DOBEREINER, 1992). Especificamente para
a espécie A. brasilense, pode-se salientar a incapacidade de utilizacdo da glicose
como fonte de C, devido a auséncia de um transportador especifico na membrana
plasmética e de enzimas glicoliticas (GOEBEL e KRIEG, 1984).

Em condi¢gbes desfavoraveis, tais como seca e limitagdo de nutrientes, tem
sido demonstrado que a bactéria apresenta varios mecanismos fisiolégicos de
protecdo (formacéo de cistos e producdo melanina e poli-hidroxibutirato), que podem
facilitar a sua sobrevivéncia (SADASIVAN e NEYRA, 1987; DELGALLO e
FENDIRIK, 1994).

2.3.4 Azospirillum X gendétipos de milho

Quando se trata de FBN em espécies ndo leguminosas o efeito que o
genadtipo da planta pode exercer sobre a eficiéncia da fixacdo de N, é expressivo,
assim medidas como a identificacdo, a selecdo e o uso de gendétipos de milho
menos exigentes em N e eficientes na aquisicdo deste elemento constituem
estratégias importantes (REIS JUNIOR et al., 2000). Nesse sentido, deve ser
considerada a busca por genétipos que formem associacdes mais eficientes com
bactérias diazotroficas.

Sala et al. (2005) afirmam que uma das variaveis que contribui para a
complexidade das respostas a inoculagdo € a interagcdo do genotipo da planta e a
estirpe inoculada. Diferencas de contribuicdo da FBN, de acordo com o genotipo de
planta, sdo relatadas em diversos trabalhos com gramineas. Oliveira (1994),

aplicando o método de diluicéo isotépica de *°N em 40 cultivares de arroz inundado,
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encontrou diferencas consideraveis entre as variedades no que se refere a
contribuicdo de N, este fato também foi observado para ecotipos de Pannicum
maximum e trigo (MIRANDA et al,, 1990; ZAVALIN et al., 1997).

Em levantamento realizado pela Embrapa em areas de producédo de cana-de-
acucar para verificar a contribuicdo da FBN, observou-se variacdo de 0 a 60%, com
média de 32% de contribuicdo. Este resultado indica que fatores como gendétipo da
variedade cultivada e adubacédo nitrogenada, podem afetar de forma expressiva o
processo de FBN nesta cultura (POLIDORO et al., 2001). Mais especificamente para
a inoculacdo de Azospirillum, Salomone e Ddbereiner (1996) avaliando com
diferentes genoétipos de milho em condicbes de campo obtiveram respostas
diferenciadas quanto a inoculacdo, onde certos genotipos mostraram aumentos de
até 100% na producdo. Demonstrando assim que existem variagdes nas interacdes

entre gendtipos de milho e bactérias diazotroficas.

2.3.5 Contribui¢Bes da inoculacéo de Azospirillum em gramineas

Dentre as bactérias capazes de fixar N em gramineas o género Azospirillum é
0 mais estudado (RADWAN et al., 2004). Em um conjunto de ensaios realizados no
estado do Parana, onde se avaliou a combinacdo de duas estirpes de Azospirillum
(Ab-V5 e Ab-V6) e também o veiculo para aplicacdo da bactéria na semente
(inoculante turfoso e liquido), observaram-se incrementos na producdo de milho na
ordem de 27% e de 31% no trigo, em relacdo aos controles ndo inoculados. Esses
efeitos da inoculacdo foram atribuidos, ao aumento da absor¢cdo de macro e
micronutrientes e ndo especificamente a FBN (HUNGRIA et al., 2010).

Aumentos na producdo de grdos de milho também foram obtidos em outros
experimentos com inoculacdo de Azospirillum spp. (SALOMONE e DOBEREINER,
1996; CAVALLET et al., 2000). Dalla Santa et al. (2008), avaliando a associacdo da
inoculacdo de Azospirilum a diferentes niveis de adubacdo nitrogenada para as
culturas de trigo, cevada e aveia, concluiram que para o trigo e a cevada parte da
fertilizacdo nitrogenada inorganica pode ser substituida pela inoculagéo.
Incrementos de matéria seca de parte aérea e raiz no trigo também sao obtidos com
a inoculacéo desta bactéria (DIAZ-ZORITAA e FERNANDEZ-CANIGIAB, 2009).
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Okon e Vanderleyden (1997) baseando-se em dados acumulados durante
anos de pesquisa com experimentos de inoculacdo a campo, concluem que o
género Azospirillum spp. promove ganhos em rendimento em importantes culturas, e
salientam que o ganho com a inoculagcéo desta bactéria ndo se restringe apenas ao
suprimento de N pela FBN, mas também ao aumento da superficie de absorcéo das
raizes da planta, em funcdo das mudancas morfoldégicas que ocorre no sistema
radicular pela inoculacdo, aumentando consequentemente o volume de solo

explorado.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Localizacéo, Caracterizacao, Implantacdo e Conducédo do Experimento

O experimento foi desenvolvido a campo na Estagdo Experimental “Prof. Dr.
Antbnio Carlos dos Santos Pessoa”, pertencente ao Nucleo de Estacdes
Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de Marechal
Candido Rondon - PR. O municipio esta localizado a uma longitude de 54° 22’ W,
latitude 24° 46’ S e altitude média de 420 metros. O clima da regido, segundo a
classificacdo de Koppen € subtropical imido (Cfa), com temperaturas médias anuais
variando entre 17 e 19°C e precipitacdes totais entre 1.200 e 2.000 mm.

O solo é classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico, de textura
argilosa (EMBRAPA, 2006). Anteriormente a instalacdo do experimento foi realizada
amostragens de solo (0-20 cm) na area experimental para determinacdo das
caracteristicas quimicas do solo, cujos resultados foram os seguintes: pH em CaCl,=
5,30; M.O.= 34,17 g dm™; P= 18,34 mg dm™; K, Ca e Mg, 0,20; 2,92 e 1,52 cmol,
dm3, respectivamente; H+Al= 7,19 cmol, dm™; Al**= 0,27 cmol. dm™®; Cu= 7,26 mg
dm™; Mn= 134,00 mg dm®; Fe= 37,96 mg dm™; Zn= 1,50 mg dm™; SB= 4,64 cmol,
dm™; CTC= 11,84 cmol. dm™; Al= 5,81% , e V= 48,5%. Apesar do pH do solo estar
baixo, optou-se por ndo realizar a calagem do solo em funcéo do curto periodo entre
a colheita da cultura anterior e a semeadura do milho, considerando que a calagem
deve ser feita pelo menos dois meses antes do plantio (FORNASIERI FILHO, 1992)
e também por ndo ter sido verificada deficiéncia de P nem conteudo desfavoravel de
Al trocavel. A precipitacdo pluviométrica acumulada e as temperaturas médias
mensais incidentes durante o periodo de conducdo do experimento Ssao

apresentadas na Figura 1.
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Figura 1: Precipitagdo pluviométrica acumulada e temperatura média mensal no
periodo de agosto/2010 a margo/2011. Estacdo Climatolégica Automética de
Marechal Céandido Rondon, PR.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em esquema
fatorial 2 x 2 x 5, com quatro blocos. O primeiro fator refere-se aos hibridos simples
de milho, 30F53 (A) e CD386 (B), ambos com ciclo produtivo precoce. O segundo
fator é relativo a inoculacdo ou ndo de produto comercial a base de Azospirillum
brasilense (liquido); e o terceiro fator refere-se as diferentes doses de N, sendo elas
0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™* de N.

Cada parcela experimental constou de seis linhas de plantas, com
espacamento de 0,7 m entre linhas e comprimento de 5 m, com espacamento de 0,7
m entre blocos. Assim, cada parcela apresentou uma area de 21 m? e o experimento
uma area total de 1.682,1 m® Como parcela util foram utilizadas as quatro linhas
centrais, desconsiderando-se 1,0 m das extremidades como bordadura.

Para inoculacdo das sementes foi utilizado um produto comercial liquido
(Marterfix Gramineas®) contendo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense na
concentracdo de 2 x 10® UFC mL™. A inoculagdo foi realizada adicionando-se o
inoculante, na proporcdo de 100 mL do produto para 60.000 sementes, com auxilio
de pipetas automaticas, diretamente sobre as sementes, em sacos plasticos.
Posteriormente estes foram agitados por aproximadamente 1 minuto para
uniformizar a distribuicdo do produto nas sementes. A massa de sementes foi
mantida a sombra por aproximadamente uma hora, sendo em seguida efetuada a

semeadura.
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Com base nos resultados da andlise de solo e na recomendacdo de
adubacao para o milho no estado do Parana (IAPAR, 2003), aplicou-se na éarea
experimental, anteriormente ao plantio e no sulco de semeadura 40 kg ha™ de P,Os
e 50 kg ha’ de K,O, utilizando-se como fonte de fésforo (P) e potassio (K) o
superfosfato triplo e o cloreto de potassio, respectivamente. Esta aplicacdo foi
realizada com auxilio de semeadora adubadora. A adubacdo nitrogenada foi
realizada manualmente nas parcelas que receberam N, de acordo com o0s
tratamentos. Foram aplicados 40 kg ha™ de N na semeadura, e o restante das doses
em cobertura em duas aplicagdes, uma no estadio V4 e outra no V6, sendo utilizada
como fonte de N a uréia, aplicada em condic¢des de elevada umidade do solo.

A area em que foi realizado este experimento era manejada sob sistema de
semeadura direta, sendo o milho a cultura antecessora a implantacdo do
experimento.

A semeadura foi realizada no dia 09 de outubro de 2010. Para tanto, foram
semeadas dez sementes por metro linear com o auxilio de matracas. Vinte dias apos
a semeadura (DAS), realizou-se o0 desbaste objetivando manter cinco plantas por
metro linear. As sementes utilizadas no experimento foram previamente tratadas
com uma mistura de fluodixonil (fungicida), lambdacialotrina e deltrametrina
(inseticidas), na proporcdo de 10 mL kg™ de semente.

Durante a conducdo do experimento foram realizadas duas aplicacbes de
herbicidas, uma em pré-plantio, para dessecacdo da area e outra antes do
fechamento da cultura. Também foram feitas duas aplicagbes de inseticida, aos 18 e
30 DAP com produto contendo tiametoxam/lambdacialotrina como ingredientes
ativos (200 mL ha™), para controle de lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) e
percevejo-barriga-verde (Dichelops melacanthus).

3.2 Caracteristicas Avaliadas
3.2.1 Variaveis biométricas
Foram realizadas duas coletas de plantas, uma no estadio vegetativo V12 —

planta com 12 folhas e, outra no reprodutivo, R3 — grdos pastosos. Em cada coleta

foram retiradas de forma aleatoria duas plantas da area util de cada parcela para
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avaliacdo. Previamente a coleta das plantas foi mensurada a altura de plantas (m) e
didmetro de colmo (mm), com auxilio de régua graduada e paquimetro digital,
respectivamente.

As plantas coletadas foram levadas ao laboratério de Agronomia da Estacéo
Experimental, sendo entdo seccionadas em diferentes partes. Em seguida foram
determinadas as variaveis: area foliar, expressa em dm? por planta e, as massas
secas de colmo + bainha (MSCB), folhas (MSF), espigas (MSE), apenas para o
estadio reprodutivo, e massa seca total de planta (MST), valor este calculado. Todas
as massas secas foram expressas em g por planta.

Para a quantificacdo da area foliar utilizou-se o método de amostragens
proposto por Benincasa (2003). Apds separacdo das folhas, retiraram-se dez
medidas de folhas com uma &rea conhecida (cada uma com 15,25 cm?), as quais
foram consideradas como area foliar da amostra (AF amostra). Posteriormente, esta
amostra assim como todo material foliar foi seco em estufa de circulagéo forcada de
ar a 65°C até atingirem massa constante. Em seguida, as massas foram obtidas em
balanca de precisdo, obtendo-se assim a massa de matéria seca de amostra (MS
amostra) e também a massa de matéria seca de folhas (MSF). A &rea foliar entéo foi
calculada de acordo com a formula: AF = [(AF amostra X MSF)/ MS amostra].

3.2.2 Andlise do teor de nitrogénio no tecido foliar

A coleta de material para a andlise do teor de N foliar foi realizada por ocasido
do aparecimento da inflorescéncia feminina conforme metodologia proposta por
Ritchie et al., 2003. Foram coletadas folhas da parte oposta e abaixo da espiga
superior, de cinco plantas escolhidas aleatoriamente dentro da area Util de cada
parcela experimental, sendo estas colocadas em sacos limpos, devidamente
identificados. No laboratério as folhas foram lavadas com detergente e &agua
destilada. Apdés a lavagem retirou-se a nervura central das folhas e estas foram
secadas em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C até atingirem massa
constante. Em seguida as folhas foram moidas em moinho tipo facas, passadas em
peneiras de 2 mm e armazenadas em sacos de papel identificados para posterior

andalise.
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Para a determinagcao do teor de N, as amostras de tecidos foliares secas e
moidas foram submetidas a digestdo sulfurica. O teor de N nos tecidos foi

determinado pelo método Kjeldahl, conforme descrito por Tedesco et al. (1995).

3.2.3 Componentes da producao e produtividade

Ao final do ciclo da cultura foi mensurada a altura de insercdo de espiga (m)
de duas plantas por parcela, com auxilio de régua graduada. Posteriormente,
coletaram-se dez espigas por parcela util, sendo entdo determinados os seguintes
componentes da producdo: comprimento da espiga (cm), diametro da espiga (mm),
massa da espiga (g), numero de fileiras por espiga, niumeros de graos por fileira e
massa de 100 graos (g).

A produtividade foi avaliada a partir da producéo da area util de cada parcela,
sendo expressa em kg ha™, ap6s correcdo da umidade dos grdos para 14% (base

amida).

3.3 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo programa SISVAR
(FERREIRA, 2008) e as médias relativas aos tratamentos foram comparadas pelo
teste Tukey (p < 0,05). Para as variaveis com significancia estatistica (teste F) em
funcdo das doses de N foi utilizado anélise de regressédo, com a utilizacdo do teste t
de Student.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AvaliacGes Biométricas

Para a avaliacao realizada no estéadio vegetativo (V12) foi verificada interacao
significativa apenas entre os fatores inoculacdo x doses de N para a variavel
diametro de colmo, enquanto para os demais parametros houve apenas efeito
isolado de hibrido para altura e area foliar, e de doses de N para altura, massa de
matéria seca de folhas e total (Tabela 1).

Tabela 1. Quadrados médios resultantes da analise de variancia para altura de
plantas (ALT), diametro de colmo (DC), area foliar (AF) e massas de matéria
seca de colmo + bainha (MSCB), folha (MSF) e total de parte aérea
(MSTPA), variaveis avaliadas no estadio vegetativo V12 da cultura do milho.
Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2010/2011

Quadrados médios

Fonte variagao G.L.

ALT DC AF MSCB MSF MSTPA
Hibridos (H) 1 0,170** 2,842 3443,869* 16,209 48,766 121,106
Inoculagéo (1) 1 0,002 15,016 337,308 767,870 137,917 1556,465
Doses N (D) 4 0,098** 68,029 1359,426 967,470 548,271* 2741,776*
HxI 1 0,002 1,568 298,262 83,784 241,651 609,353
HxD 4 0,008 11,810 142,251 217,866 69,743 377,341
IXD 4 0,002 179,897** 347,114 380,761 151,435 749,631
HxIXD 4 0,018 8,315 404,215 288,622 49,641 381,263
Residuo 57 0,015 47,896 689,838 414,582 184,951 806,534
CV (%) 9,44 20,63 25,38 24,15 16,74 17,15

** e *: significativo a p £ 0,01 e a p < 0,05 pelo teste F, respectivamente.

Desdobrando-se a interacéo entre os fatores inoculagéo e doses de N para o
didmetro de colmo verificou-se influéncia das doses de N apenas em presenca da
inoculacéo de A. brasilense. Neste caso, houve ajuste dos dados a um modelo linear
crescente (Figura 2A) sendo observado, de acordo com o modelo obtido, incremento
de 0,07 mm no diametro de colmo para cada kg de N adicionado ao solo. J& o fator
inoculacdo néo influenciou as doses de N avaliadas para o diametro de colmo.
Verona et al. (2010) em estudo sobre os efeitos da aplicagdo de reguladores
vegetais via semente associados a inoculacdo de Azospirillum spp. na cultura do
milho, constataram que a inoculagcéo proporcionou maior diametro de colmo na fase

vegetativa da planta em relacdo ao tratamento testemunha.
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Altura de plantas e area foliar foram influenciadas pelos hibridos avaliados,
sendo o hibrido 30F53 estatisticamente superior ao CD386 para as duas variaveis,
demonstrando influéncia do fator genético para as mesmas (Tabela 2). A auséncia
de resposta da altura de plantas a inoculacdo também foi verificado por Campos et
al. (2000) e Cavallet et al. (2000), em diferentes estudos avaliando a eficiéncia
agrondmica do inoculante comercial “Graminante” a base de Azospirillum spp. e
aplicacoes de N em semeadura e cobertura na cultura do milho. No entanto, para o
acumulo de massa de matéria seca das plantas de milho, estudos tem apresentado
efeito positivo da inoculacdo com Azospirillum spp. Quadros (2009), avaliando o
desempenho agronémico de hibridos de milho em funcdo da inoculacdo com
Azospirillum em associacdo com a adubacao nitrogenada, observou incrementos até
53% no rendimento da massa seca da parte aérea para o tratamento inoculado em
relacdo atestemunha. Verona et al. (2010), mesmo em condi¢do de estresse hidrico,
também verificaram efeito positivo da inoculagéo sobre o incremento da massa seca

da parte aérea do milho.

Tabela 2. Altura de plantas (ALT), diametro de colmo (DC), area foliar (AF), massas
secas de colmo + bainha (MSCB), de folha (MSF) e total de parte aérea
(MSTPA) no estadio vegetativo da cultura do milho em fun¢éo do hibrido de
milho e da inoculacdo ou ndo com A. brasilense. Unioeste, Marechal
Céandido Rondon — PR, 2010/2011

\F/gg;%gg ALT DC AF MSCB MSF MSTPA
HIBRIDOS m mm dm™ g

30F53 1,33a 33,74 a 110,05 a 84,75 a 82,04 a 166,79 a
CD386 1,24 b 33,36 a 96,93 b 83,85 a 80,48 a 164,33 a
INOCULACAO

Controle 1,28 a 33,12 a 101,44 a 81,20 a 79,95 a 161,15 a
A. brasilense 1,29 a 33,99 a 105,54 a 87,40 a 82,57 a 169,97 a
DMS 0,05 3,09 11,76 9,11 6,08 12,71
CV (%) 9,44 20,63 25,38 24,15 16,74 17,15

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F a p < 0,05.

As doses de N influenciaram os parametros altura de plantas (Figura 2B),
massa de matéria seca de folha e total de parte aérea (Figura 3A e 3B). Os demais
parametros ndo foram afetados pela adubacdo nitrogenada, sendo as médias

apresentadas na tabela 3.
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Figura 2. Diametro de colmo (A) e altura de plantas (B) de plantas de milho no
estadio vegetativo em funcdo da aplicacdo isolada de diferentes doses de N ou
associada a inoculacdo ou ndo de A. brasilense. Unioeste, Marechal Candido
Rondon-PR, 2010/2011 (Obs. **: significativo a 1% pelo teste t).

Observou-se ajuste linear crescente dos dados de altura de plantas em
funcdo das doses de N (Figura 2A), com incrementos de 0,0011 m para cada kg de
N adicionado ao solo. Santos et al. (2007) avaliando trés hibridos de milho
associados a dois espacamentos entre fileiras e também a diferentes modos de
aplicacdo de N, sendo eles zero, 120 kg ha™ no plantio e 30 kg ha™* no plantio + 60
kg ha® em cobertura, observaram que a aplicacdo de N parcelado ou todo no
plantio, elevou a altura de plantas dos hibridos estudados independentemente do

espacamento adotado. Resultado este que corrobora com os obtidos neste estudo.

Tabela 3. Médias de didametro de colmo de plantas (DC), area foliar (AF) e massa
seca de colmo + bainha (MSCB) no estadio vegetativo da cultura do milho
em funcgéo da aplicagéo de doses de nitrogénio. Unioeste, Marechal Candido
Rondon - PR, 2010/2011

DOSE N DC AF MSCB
(kg ha™) (mm) (dm?) ©)
0 31,91 89,87 72,95
40 32,96 110,36 89,90
80 32,24 104,55 79,87
120 33,59 113,03 87,13
160 37,05 99,62 91,65
DMS 6,89 26,16 20,28
C.V (%) 20,63 25,38 24,15

Para os dados de massa de matéria seca de folha e total da parte aérea,
houve um ajuste de modelo polinomial cubico (Figura 3A e 3B), sendo obtidos os
maiores rendimentos, de 89,05 g para folhas e de 178,95 g para parte aérea total,

com a dose de 40 kg ha™* de N. Verificou-se um actimulo de massa da matéria seca
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de folhas e de parte aérea total até a dose de 40 kg ha™ de N, seguido de reducéo
no até a dose de 120 kg ha™ de N, havendo a partir de entdo uma retomada no
incremento de biomassa nas plantas até a dose de 160 kg ha™ de N. Nesse sentido,
Deparis et al. (2007), estudando trés espacamentos entrelinhas com a combinagao
de sete doses de N (8, 20, 40, 80, 120, 140 e 152 kg ha™) e sete doses de potassio,
também verificaram efeito positivo para producdo de biomassa seca total quanto a
adubacdao nitrogenada.

Na segunda avaliacdo biométrica, realizada no estadio R3, foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos somente para os fatores isolados (Tabela
4). Portanto, os resultados sao apresentados independentemente para cada hibrido,

inoculacdo de A. brasilense nas sementes e doses de N.
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Figura 3. Massa de matéria seca de folha (A) e massa de matéria seca total de parte
aérea (B) no estadio vegetativo da cultura do milho em funcdo da aplicacdo de
diferentes doses de N. Unioeste — Marechal Candido Rondon, 2010/1011. (Obs. ** e
*: significativo a 1% e a 5% pelo teste t, respectivamente).

Os hibridos de milho estudados apresentaram diferenca estatistica para todas
as caracteristicas avaliadas no estadio reprodutivo (R3), exceto para a massa de
matéria seca de colmo + bainha, de folha e total (Tabela 4). Para altura de plantas,
altura de insercdo de espiga e area foliar o hibrido 30F53 mostrou-se
estatisticamente superior ao CD386, em funcdo do fator genético. Resultados
inversos foram obtidos para as variaveis diametro de colmo e massa de matéria
seca de espiga (Tabela 5).

A inoculacdo de A. brasilense influenciou positivamente a é&rea foliar e a
massa seca total de plantas (Tabela 4). Quanto a area foliar observou-se que a
inoculacdo com A. brasilense proporcionou média de 101,59 dm? enquanto o
tratamento controle apresentou média de 91,26 dm? ou seja, a inoculagéo

proporcionou um incremento de 10,33 dm?ou 11% (Tabela 5).
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Tabela 4. Quadrados médios resultantes da andlise de variancia para altura de
plantas (ALT), altura de insercéo de espiga (ALTE), diametro de colmo (DC),
area foliar (AF) e massas de matéria seca de colmo + bainha (MSCB),
espiga (MSE), folha (MSF) e total (MST), variaveis avaliadas no estadio
reprodutivo da cultura do milho. Unioeste - Marechal Candido Rondon — PR,

2010/2011
Fonte ) oL Quadrados Médios
variagao ALT ALTE DC AF MSCB MSE MSF MST
Hibridos (H) 1 0,605** 0,434** 15,603* 6715,013** 12656,487 28388,489* 4,181 77815,307
Inoculagéo (1) 1 0,009 0,008 8,587 2133,558*  62258,293 3468,583 322,284 106511,391*
Doses N (D) 4 0,045* 0,011*  14,297* 2777,413* 9953,003  14698,902* 1479,659** 47909,324
HxI 1 0,0007 0,007 7,608 1546,512 10509,278 600,005 738,902 2585,083
HxD 4 0,011 0,002 3,721 891,231 15151,499 3647,096 211,826 13139,694
IXD 4 0,008 0,005 1,916 496,473 33837,628 3624,955 218,487 48200,730
HxIXD 4 0,004 0,003 0,392 275,271 24685,350 2626,512 100,467 23736,322
Residuo 57 0,006 0,002 3,402 483,173 15630,782 5491,702 223,658 20965,132
CV (%) 3,65 4,23 7,29 22,80 46,28 26,91 18,09 23,05

** g *: significativo a p < 0,01 e a p < 0,05 pelo teste F, respectivamente.

Para a massa de matéria seca total de parte aérea houve um incremento de
aproximadamente 12% (72,98 g) quando realizada a inoculagdo com A. brasilense
(Tabela 5). Reis Junior et al. (2008) observaram incremento na massa seca de
raizes de milho inoculadas com Azospirillum spp. e consideraram que 0 maior
rendimento em massa seca por plantas inoculadas estava relacionado a producao
de substancias promotoras de crescimento pelas bactérias. Bashan e Holguin (1997)
relataram que fitormoénios, principalmente o acido indol-acético (AlA), excretados por
Azospirillum desempenham papel essencial na promoc¢éo do crescimento de plantas
em geral.

Tabela 5. Altura de plantas (ALT), altura de insercdo de espiga (AE), diametro de
colmo de plantas (DC), area foliar (AF), massas secas de colmo + bainha
(MSCB), de folha (MSF), de espiga (MSE) e total de parte aérea (MST) no
estadio reprodutivo da cultura do milho em funcdo do hibrido de milho e da
inoculacao ou ndo com A. brasilense. Unioeste, Marechal Candido Rondon —
PR, 2010/2011

\F/ggl-;%gg ALT AE DC AF MSCB MSF MSE MST
HIBRIDO m m mm dm? g

30F53 23la 124a 2486b 10559a 25759a 8288a 256,58b 597,05a
CD386 213b 109b 2575a 8727b 282,75a 82,43a 294,25a 659,43a
INOCULACAO

Controle 223a 115a 2563a 91,26b 298,07a 84,66a 28199a 591,75b
A. brasilense 221la 117a 2498a 10159a 24227a 80,64a 268,83a 664,73a
DMS 0,03 0,02 0,82 9,84 55,98 6,69 33,18 64,83
C.V (%) 3,65 4,23 7,29 22,80 46,28 18,09 26,91 23,05

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F a p < 0,05.
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Quanto as doses de N testadas, s6 ndo foi verificado diferenca significativa
para variaveis de massas secas de colmo + bainha e total de parte aérea (Tabela 4).
Em relacdo a altura de plantas verificou-se ajuste polinomial quadratico dos dados
(Figura 4A) em funcédo das doses de N aplicadas, cujo modelo permitiu constatar
que a altura méaxima de planta (2,24 m) é obtida com a dose de 112,5 kg ha* de N.
Em geral, no tratamento sem fornecimento de N, observou-se durante o
desenvolvimento da cultura uma coloracdo de verde menos intenso nas folhas, além
de amarelecimento pronunciado das folhas mais velhas, fato este que certamente
condicionou uma menor altura de plantas. Sa (1996b), avaliando a combinacdo das
doses de 0, 30 e 60 kg ha™ de N na semeadura e 0, 60 e 120 em cobertura, também
verificou reducdo de crescimento das plantas e sintomas de amarelecimento das
folhas no nivel de 0 kg ha™ de N. Arnon (1975) verificou que a caréncia de N resulta
em divisdo retardada das células nos pontos de crescimento, acarretando assim
reducdo no tamanho da planta, com reflexos na produtividade.

As doses de N estudadas também influenciaram significativamente a altura de
insercado de espiga, com ajuste linear crescente (Figura 4B), sendo verificado pelo
modelo obtido incremento de 0,0004 m para cada kg de N adicionado ao solo.
Incrementos proporcionados pela adicdo de doses maiores de N também foram
obtidos na altura de plantas tanto no estadio vegetativo quanto no reprodutivo,
indicando assim uma interdependéncia entre altura de plantas e altura de insercéo
de espiga. No entanto, estas caracteristicas sdo de alta herdabilidade genética e
menos dependentes do meio, a ndo ser em uma condicdo em que a planta passe
por uma deficiéncia nutricional acentuada (SILVA, 2005), o que provavelmente
ocorreu no tratamento em que nao houve o fornecimento de N. Resultado contrario
foi observado por Casagrande e Fornasieri Filho (2002), que avaliaram a resposta
de dois hibridos de milho a duas épocas de aplicacdo de N e quatro doses de
adubac&o nitrogenada (0, 30, 60 e 90 kg ha™ de N), e ndo observaram diferenca
estatistica entre as doses de N para as caracteristicas de altura de plantas e de

insercao de espiga.
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Figura 4. Altura de plantas (A) e altura de insercdo de espiga (B) no estadio
reprodutivo do milho em fungédo da aplicacdo de diferentes doses de N. Unioeste,
Marechal Candido Rondon — PR, 2010/1011. (Obs. ** e *: significativo a 1% e a 5%
pelo teste t, respectivamente).

A andlise de regressdo para diametro de colmo de plantas e area foliar em
funcdo das doses de N aplicadas permitiu um ajuste de equacao linear para ambas
as caracteristicas (Figura 5A e 5B). De acordo com as equac¢des obtidas foi possivel
verificar incrementos de 0,0126 mm no didmetro de colmo e 0,171 dm? na &rea foliar
para cada kg de N adicionado. Sabe-se que a deficiéncia de N induz ao menor
crescimento e desenvolvimento da planta, proporcionando menor indice de area
foliar e duragéo de folhas metabolicamente ativas. Este fato influi diretamente sobre
a quantidade de radiacdo interceptada, producdo de massa de matéria seca e,
consequentemente, na producdo de grdos (BULL, 1993; UHART e ANDRADE,
1995).
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Figura 5. Diametro de colmo (A) e éarea foliar (B) de plantas de milho no estadio
reprodutivo em funcdo da aplicacdo de diferentes doses de N. Unioeste, Marechal
Candido Rondon — PR, 2010/1011. (Obs. **: significativo a 1% pelo teste t).

Para as variaveis massa de matéria seca de espigas e de folhas, observou-se
semelhante tendéncia dos dados, ou seja, com incremento em massa de forma

linear para ambas em funcdo da adubacéo nitrogenada (Figura 6A e 6B). Sendo
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possivel verificar de acordo com os modelos ajustados acréscimos na ordem de
0,434 g na massa seca de espiga e 0,145 g na massa seca de folha para cada kg de
N adicionado ao solo. Embora nao tenha sido significativo o fator dose de N para
massa seca total de parte aérea, foi observado incrementos nesta variavel de acordo
com a aplicacdo de doses crescentes de N, de forma que a dose 160 kg ha™ de N
proporcionou um aumento de 24% na massa seca de parte aérea quando

comparada a testemunha (Tabela 6).
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Figura 6. Massa de matéria seca de espiga (A) e massa de matéria seca total de
parte aérea (B) de plantas de milho no estadio reprodutivo em fung¢éo da aplicagédo
de diferentes doses de N. Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2010/1011.
(Obs. ** e *: significativo a 1% e a 5% pelo teste t, respectivamente).

Tabela 6. Médias de massa de matéria seca de colmo + bainha (MSCB) e massa de
matéria seca total parte aérea (MST) no estadio reprodutivo da cultura do
milho em funcéo da aplicacdo de diferentes doses de nitrogénio. Unioeste,
Marechal Candido Rondon — PR, 2010/2011

DOSE N (kg ha™) MSCB (g por planta) MST (g por planta)

0 254,39 568,19

40 239,30 584,39

80 297,79 638,25

120 266,59 644,05

160 292,77 706,33

DMS 124,55 144,25

C.V (%) 46,28 23,05

4.2 Teor de Nitrogénio Foliar

Na tabela 7, observa-se que o teor de N sofreu influéncia dos fatores isolados

hibridos e doses de N.
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Tabela 7. Quadrados médios resultantes da andlise de varidncia para os teores
foliares de nitrogénio (N). Unioeste - Marechal Candido Rondon — PR,
2010/2011

Quadrado Médio

Fonte de variacéo

N

Hibridos (H) 119,560**
Inoculagéo (1) 4,608
Doses N (D) 104,955**
HxI 40,328
HxD 5,282
IxD 10,857
HxIxD 4,763
Residuo 15,773
CV (%) 10,33

** g *: significativo a p < 0,01 e a p < 0,05 pelo teste F, respectivamente.

Para os hibridos, o CD386 foi estatisticamente superior ao hibrido 30F53,
demonstrando que o CD386 é mais eficiente na absor¢cdo de N do solo (Tabela 8).
Essa diferenca significativa na eficiéncia de utilizacdo de N entre cultivares de milho,
também foi observada por Fernandes et al. (2005). Alfoldi et al. (1992) relatam que a
diferenca entre hibridos de milho quanto a eficiéncia de utilizacdo de N, se deve em
decorréncia das variagfes genéticas que se tem entre os genétipos de milho.

O teor de N foliar ndo foi influenciado pela inoculacdo de A. brasilense
(Tabela 8), resultado este que também foi encontrado em estudo realizado por
Dobbelaere et al. (2002) com milho e trigo inoculados com diferentes concentracdes
de células de duas linhagens de Azospirillum cultivados em substrato com diferentes
concentracbes de matéria organica e de N mineral, os autores observaram que a
inoculacdo nao alterou a concentracdo de N nas plantas ou nos grdos das culturas
avaliadas, no entanto uma diferenca na capacidade destas linhagens para estimular
0 crescimento e absorcdo de N pelo milho e pelo trigo foi observada. Entretanto,
aumento nos teores de N em plantas inoculadas com Azospirillum spp. foi relatado
por Dobbelaere et al. (2001), relacionado segundo os autores, com a fixacao
biolégica de N, e com os mecanismos de promog¢do do crescimento, que podem

incrementar a capacidade das plantas em absorver este nutriente.
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Tabela 8. Teores foliares de nitrogénio (N) em funcdo do hibrido de milho e da
inoculacao ou ndo com A. brasilense. Unioeste, Marechal Candido Rondon —
PR, 2010/2011

FONTE DE VARIACAO N (g kg™)
HIBRIDO
30F53 37,21b
CD386 39,67 a
INOCULACAO
Controle 38,20 a
A. brasilense 38,68 a
DMS 1,78
C.V (%) 10,33

Observa-se na figura 7, que a curva do teor de N nas folhas de milho em
funcdo das doses de N aplicadas ajustou-se a um modelo polinomial quadréatico
sendo que, de acordo com a equac&o obtida, a dose de 87,4 kg ha™ de N permitiria
alcancar teoricamente o maximo teor de N nas folhas (40,41 g kg™). Os teores
foliares de N variaram de 35,92 a 41,53 g kg™ de N. Nota-se que os teores obtidos
apresentaram-se acima do intervalo de 27,5 a 32,5 g kg considerado como
adequado por Malavolta et al. (1997), contudo n&o foi observado durante a

conducado do experimento sintomas de toxidez nas plantas de milho.
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Figura 7. Teor foliar de nitrogénio em funcdo da aplicacdo de diferentes doses de
nitrogénio na cultura do milho. Unioeste, Marechal Céndido Rondon - PR,
2010/1011. (Obs. ** e *: significativo a 1% e a 5% pelo teste t, respectivamente).

Para Below (2002) um importante impacto do metabolismo do N no
crescimento e rendimento do milho refere-se a funcdo deste nutriente em
estabelecer e manter a capacidade fotossintética. Tal autor ainda afirma que para se
alcancar altos rendimentos, ndo basta apenas que as plantas estabelecam a

capacidade fotossintética, mas também que mantenham esta atividade durante a
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formacdo da semente e enchimento de grédos. Com o envelhecimento das folhas, a
capacidade fotossintética diminui, assim como o suprimento de assimilados e o
rendimento de grdos. Este declinio ocorre mais rapidamente para as folhas
deficientes em N. Assim sendo, o menor teor de N foliar (35,92 g kg™) constatado
nas plantas de milho submetidas & dose de 0 kg ha™ de N, justifica o fato da
produtividade de graos obtida pelas plantas submetidas a esta dose, ter sido inferior

as demais (Figura 9B).

4.3 Componentes de Producéo do Milho

Os quadrados médios da analise de variancia referentes aos componentes da
producdo dos hibridos de milho, em resposta a inoculacdo das sementes com A.
brasilense e adubacédo nitrogenada sédo apresentados na Tabela 9. Verifica-se que,
houve interacdo significativa apenas entre os fatores hibridos x dose de N para a
produtividade de grdos. Os demais componentes de producdo apresentaram
significancia para os fatores hibridos e/ou doses de N, e desta forma foram

apresentados e discutidos.

Tabela 9. Quadrados médios resultantes da analise de variancia para comprimento
de espiga (CE), diametro de espiga (DE), numero de fileiras por espiga
(NFE), numero de gréos por fileira (NGF), massa de espiga (ME), massa de
100 grédos (M100) e produtividade (PROD). Unioeste, Marechal Candido
Rondon — PR, 2010/2011

Quadrados Médios

Fonte variagao G.L.

CE DE NFE NGF ME M100 PROD
Hibridos (H) 1 61,548*  170,207**  42,676** 546,744** 3002,965* 436,738** 109691457,8**
Inoculag&o (1) 1 0,165 0,021 1,499 0,125 31,450 0,968 1348632,499
Doses N (D) 4 13,307**  22,891** 0,371 70,039** 14540,596**  45,587** 14335212,649**
HxI 1 0,0009 0,697 0,0003 2,606 236,741 0,585 3646725,181
HxD 4 0,411 0,528 0,259 5,134 204,282 3,093 2948680,336*
IXD 4 0,907 0,233 0,356 2,469 1377,548 3,573 516908,259
HXIXD 4 0,481 2,555 0,096 7,342 1061,982 5,101 787180,347
Residuo 57 0,877 1,191 0,823 9,747 723,150 4,856 914765,691
CV (%) 5,36 2,04 5,64 8,93 10,62 5,75 12,20

** @ *: significativo a p < 0,01 e a p < 0,05 pelo teste F, respectivamente.
Ainda na tabela 9, observa-se que para o fator hibrido houve diferenca
significativa para todos os componentes da producdo avaliados. Observa-se que o

30F53 destacou-se em relagédo ao CD386 para a maioria dos componentes, sendo
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estatisticamente inferior apenas para diametro de espiga e massa de 100 gréos
(Tabela 10).

Os dados obtidos neste estudo demonstram que a inoculagcdo de A.
brasilense nao influenciou significativamente os componentes da producdo
analisados (Tabela 9 e 10). Cavallet et al. (2000), também nao obtiveram efeito
positivo sobre o numero de fileiras de grdo por espiga com a inoculacdo de
sementes de milho com produto comercial a base de Azospirillum spp. Mesmo néo
ocorrendo diferenca significativa para produtividade com a inoculagédo de A.
brasilense, observa-se uma produtividade média de 7.967,01 kg ha™ para o
tratamento inoculado, ou seja, sdo obtidos 259 kg (4 sacas) a mais por hectare em
comparacéo ao tratamento controle, onde foram produzidos 7.707,33 kg ha*(Tabela
9). Efeitos positivos da associacdo da inoculacdo com a adubacédo nitrogenada no
milho também foram obtidos por Machado et al. (1998) que, ao testarem o efeito das
doses de 10 e 100 kg ha™ de N associada & inoculacdo com uma mistura de estirpes
de bactérias diazotroficas (A. amazonense, A. lipoferum e Herbaspirillum
seropedicae), constataram aumento de producéo de 4.830 kg ha™* para 5.790 kg ha™
devido & inoculacdo, quando aplicaram a dose de 100 kg ha™ de N. De modo similar,
Dobbelaere et al. (2002) verificaram que o efeito da inoculacdo de A. brasilense
estirpe Sp 245 e A. irakense estirpe KBC1 foi maior quando associado as doses de
N. Porém nem sempre sdo obtidas respostas positivas de aumento de producao
com a inoculacédo de Azospirillum spp, conforme relatam Campos et al. (1999) para

as culturas de trigo e aveia e Campos et al. (2000) para a cultura do milho.

Tabela 10. Comprimento de espiga (CE), diametro de espiga (DE), nUmero de
fileiras por espiga (NFE), numero de grédos por fileira (NGF), massa de
espiga (ME), massa de 100 grdos (M100) e produtividade (PROD) em
funcdo do hibrido de milho e da inoculacdo ou ndo com A. brasilense.
Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2010/2011

ng;%gg CE DE NFE NGF ME M100 PROD
HIBRIDO cm mm e o E— kg ha™
30F53 18,35a 52,16 b  16,80a 37,58a 259,42a 35,97 b 9008,13 a
CD386 16,59 b 55,07 a 15,34b 32,35b 247,17b 40,64 a 6666,21 b
INOCULACAO

Controle 17,43 a 53,60a 1593a 3500a 252,67a 38,42 a 7707,33 a
A. brasilense 17,52 a 53,63 a 16,21a 34,92a 253,92a 38,20 a 7967,01 a
DMS 0,41 0,48 0,40 1,39 12,04 0,98 428,25
CV (%) 5,36 2,04 5,64 8,93 10,62 5,75 12,20

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F a p < 0,05.
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A variabilidade de respostas da inoculacdo de Azospirilum no milho esta
relacionada a diversos fatores, sendo o gendtipo da planta um fator-chave para
obtencéo dos beneficios oriundos da associacédo da bactéria com a planta (REIS et
al. 2000), visto que existe um certo grau de especificidade de algumas bactérias em
relacdo ao hospedeiro. Dotto et al. (2010) relatam que a selecdo de estirpes
eficientes também € fundamental para se obter efeito positivo da inoculacdo de
bactérias diazotroficas em gramineas.

Fatores ambientais, como temperatura, umidade, aeracdo, pH, salinidade
entre outros podem influenciar a atividade e a sobrevivéncia de bactérias no solo,
além da competicdo com outros microrganismos do solo (BRANDAO, 1992). Ainda
segundo Brandéao (1992), o pH pode prejudicar o crescimento de microrganismos no
solo ndo somente quando a concentracdo de ijons H" e OH" estiver elevada, mas
também pelo seu efeito indireto na disponibilidade de nutrientes e na penetracéo de
compostos toxicos presentes no meio nas células microbianas. Considerando-se o
pH do solo nas condi¢cdes do presente estudo, é possivel inferir que a auséncia de
interacdo entre inoculacdo e adubacao, assim como a auséncia de resposta para a
maior parte das varidveis a inoculacdo, podem estar relacionadas a influéncia do
baixo pH do solo sobre a bactéria, destacando a necessidade de se conduzir,
paralelamente ao experimento, uma avaliacdo da populacdo bacteriana do solo,
visando identificar tal efeito.

Portanto, mais estudos que avaliem a inoculagcdo de Azospirillum spp. em
diferentes condicbes de cultivo associados a genoétipos diferentes de milho
necessitam ser realizados para maior conhecimento da interacao
bactéria/gendtipo/ambiente.

Todos os componentes de produc¢éo avaliados neste estudo, exceto o numero
de fileiras de gréos por espiga, foram influenciados de forma significativa pelas
doses de N aplicadas (Tabela 9).

Para comprimento de espiga, observa-se na figura 8A um ajuste de modelo
polinomial quadréatico em relagéo as doses de N, sendo verificado através do modelo
ajustado o méaximo comprimento de espiga (18,1 cm) com a dose de150 kg ha™ de
N. Para diametro de espiga, nUmero de gréaos por fileira e massa de espiga, houve
uma resposta linear em relagdo as doses de N aplicadas (Figura 8B, 8C e 8D). De
acordo com as funcdes obtidas foi possivel verificar acréscimos de 0,018 mm no

diametro de espiga, 0,031 no numero de graos por fileira e 0,46 g na massa de
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espiga para cada kg de N aplicado no solo. Souza e Soratto (2006), verificaram
incremento linear no niumero de grédos por espiga em funcédo da aplicacdo de N em
cobertura, estes resultados também foram observados por Escosteguy et al. (1997)
e Melgar et al. (1991). O suprimento insuficiente de N, durante o estadio de
diferenciacdo floral, pode reduzir a diferenciagdo do numero de Ovulos nos
primordios da espiga, e consequentemente afetar negativamente a produtividade de
graos (ERNANI et al., 2005).

Para a massa de 100 grédos ocorreu efeito linear crescente em resposta as
doses de N. De acordo com o modelo obtido foi possivel constatar incremento de
0,025 g na massa de 100 gréaos para cada kg de N adicionado (Figura 9A). Efeito
semelhante foi observado Lana et al. (2009), em pesquisa com trés espacamentos
entrelinhas e quatro doses de N em cobertura (0, 30, 60 e 90 kg ha™). Aumentos na
ordem de 0,016 g para cada kg de N utilizado na adubacdo foram obtidos pelos
autores, independentemente do espacamento empregado. Amaral Filho et al. (2005)
e Silva et al. (2005) também obtiveram aumento na massa de grdos com a aplicacao
de N em cobertura na cultura do milho. No entanto, Soratto et al. (2011), estudando
doses e fontes de N para a mesma cultura ndo observaram influéncia dos
tratamentos estudados sobre a massa de 1000 graos. Segundo Fancelli e Dourado
Neto (2000), a massa de mil grdos é considerada um importante componente na
produtividade de grdos, uma vez que, a ocorréncia de qualquer tipo de estresse,
seja de natureza bidtica ou abibtica, apdés o florescimento, podera afeta-la
significativamente. Assim, a toxidez ou deficiéncia por algum elemento podera
interferir reduzindo a massa de mil graos na cultura do milho, fato este que pode ser
confirmado com o tratamento com 0 kg ha™.

A produtividade dos dois hibridos em resposta as diferentes doses de N é
apresentada na figura 9B. Para o hibrido 1 (30F53), houve um ajuste de modelo
polinomial cubico. Observa-se que ocorreu um aumento na produtividade de acordo
com incrementos na dose. Assim, a maior produtividade de graos foi obtida com a
dose de 160 kg ha® de N, um aumento de 36% quando comparado com a
testemunha (0 kg ha® N). Para o hibrido 2 (CD386), ocorreu resposta linear
crescente da produtividade em funcdo das doses de N até a dose de 160 kg ha™,
com um incremento na producdo de 43% em relacdo a testemunha. O efeito linear
das doses de N sobre o rendimento de graos de milho para o hibrido 2 esta em

concordancia com os resultados obtidos por Araujo et al. (2004).
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Figura 8. Comprimento de espiga (A), diametro de espiga (B), nhimero de graos por
fileira (C) e massa de espiga (D) em fungcdo da aplicacdo de diferentes doses de
nitrogénio na cultura do milho. Unioeste, Marechal Céandido Rondon - PR,
2010/1011. (Obs. ** e *: significativo a 1% e a 5% pelo teste t, respectivamente).

A interacao significativa entre genotipos x doses de N também foi relatada por
Ferreira et al. (2009), que ao estudarem o efeito de diferentes doses de N para trés
gendtipos de milho, constataram que o aumento das doses de N proporcionou
reflexo direto na produtividade de grdos. Trabalhos realizados por Da Ros et al.
(2003) e Gomes et al. (2007), com adubacédo nitrogenada confirmam o aumento no
rendimento de grédos com o incremento das doses de N.

O incremento na produtividade proporcionado pela aplicagcdo do N (Figura 9B)
se deu em virtude deste nutriente ter favorecido o crescimento da planta em altura e
diametro de colmo (Figura 4A e 5A). Provavelmente este resultado se deve ao
incremento da area foliar (Figura 5B), condicionando assim maior capacidade de
assimilacdo de CO, e de sintese de carboidratos durante a fotossintese, resultando
em maior rendimento de graos. Isso pode ser atribuido ao fato do N ser constituinte
da molécula de clorofila, atuando nos processos de divisdo e expansao celular
(BULL, 1993; VARVEL et al., 1997). Assim, a adubac&o nitrogenada possivelmente
favoreceu a translocacdo de acucares e de N dos 6rgaos vegetativos para os graos
(KARLEN et al., 1988). Segundo Rao et al. (1992), o N também favorece o
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crescimento do sistema radicular, propiciando a planta condicbes para maior
absorcdo de agua e nutrientes.

Cruz et al. (2005) relata claras evidéncias de que existem diferencas na
utilizacdo do N entre os genotipos de milho, ndo apenas em termos de resposta a
fertilizacdo nitrogenada, mas também no que se refere a eficiéncia de absorcéo,
acumulacao e utilizacdo do N absorvido. Tal fato se deve a expressdo um genotipo

ser resultado de uma série de fatores, como genética, condicbes edafoclimaticas,
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Figura 9. Massa de 100 graos de milho (A) em funcdo da aplicacdo de diferentes
doses de nitrogénio e produtividade de dois hibridos de milho (B) submetidos a
diferentes doses de nitrogénio. Unioeste, Marechal Candido Rondon - PR,
2010/2011. (Obs. ** e *: significativo a 1% e a 5% pelo teste t, respectivamente; HIB
A: 30F53 e HIB B: CD386).
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5 CONCLUSOES

N&o houve interacdo entre hibridos, adubacédo nitrogenada e inoculacdo com
A. brasilense. Foi verificada interacdo entre inoculacdo e adubagéo
nitrogenada no estadio vegetativo para o diametro do colmo, com efeito
positivo da inoculagdo em presenca da adubacdo nitrogenada e, entre
hibridos e adubacao nitrogenada, para a produtividade da cultura do milho;

De um modo geral, os hibridos responderam de forma diferenciada para as
variaveis analisadas; a aplicacdo de doses crescentes de N proporcionou
incrementos para a maior parte das variaveis biométricas, teor de N foliar e
componentes de producao do milho;

Houve influéncia da inoculacdo com A. brasilense apenas sobre a area foliar e
massa seca total de parte aérea no estadio reprodutivo, que apresentaram

incremento na presenca da inoculacao.
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