UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — UNIOESTE
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS — CAMPUS CASCAVEL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA AGRICOLA

DESENVOLVIMENTO E COMPONENTES DE RENDIMENTO DE MILHO INOCULADO
COM AZOSPIRILLUM BRASILENSE E FERTILIZADO COM AGUA RESIDUARIA DE

SUINOCULTURA E FERTILIZANTE MINERAL

FABIO PALCZEWSKI PACHECO

CASCAVEL - PARANA - BRASIL
2016



FABIO PALCZEWSKI PACHECO

DESENVOLVIMENTO E COMPONENTES DE RENDIMENTO DE MILHO INOCULADO
COM AZOSPIRILLUM BRASILENSE E FERTILIZADO COM AGUA RESIDUARIA DE

SUINOCULTURA E FERTILIZANTE MINERAL

Tese apresentada ao Programa de Pos
Graduagcdo em Engenharia Agricola em
cumprimento aos requisitos para obtencao do
titulo de Doutor em Engenharia Agricola, area
de concentracdo Sistemas Bioldgicos e
Agroindustriais — SBA.

Orientadora: Dra. Lucia Helena Pereira
Nobrega

CASCAVEL - PARANA - BRASIL
2016



Dados Intemacionais de Catalogacio-na-Publicac o (CIP)

F1158d
Pacheco, Fabio Palczewski
Deservalvimento e componentes de rendimenta de milho inoculado com
Azasgiriiivm brasiiense e fertilizado com agua residuaria de suinocultura e
fertilizante mineral ./ ahio Palczewski Pacheco. Cascavel, 2016,

50 p.

Orentadora: Prof®. Dr? . Licia Helena Pereira Nobrega
Fevisao de Mormas, Lingua portuguesa, Lingua inglesa: Prof. José Cados
da Costa

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus
de Cascavel, 2016

Programa de Pos-Graduagio Sticto Sensu em Engenharia de Energia na
Agricultura

1. Fixacio hinldgica de nitrogénio. 2. Solo — Aplicagin de residuos. 3. Zea
mays (L) 1. Mdbrega, Licia Helena Pereira. Il .Costa, José Carlos da, rev Il
Universidade Estadual do Oeste do Parana. Y. Titulo.

oD 21.ed. 631.86
633.15
CIP-NBR 128593

Ficha catalografica elaborada por Helena Soterio Bejio — CRE /965

Revisor de Portugués, Inglés e normas: Prof. Dr. José Carlos da Costa, em
11/05/2016.



FABIO PALCZEWSKI PACHECO

DESENVOLVIMENTO E COMPONENTES DE RENDIMENTO DE MILHO INOCULADO
COM Azospirillum brasilense E FERTILIZADO COM AGUA RESIDUARIA DE
SUINOCULTURA E FERTILIZANTE MINERAL

Tese apresentada ao Programa de Pdés - Graduagdo em Engenharia Agricola em
cumprimento parcial aos requisitos para obtencéo do titulo de Doutor em Engenharia
Agricola, Area de concentracdo Sistemas Biologicos e Agroindustriais — SBA, aprovado pela
seguinte banca examinadora:

Orientadora: Profi Dra. Ldcia Helena Pereira ega
Universidade Estadual do Qe

ug Behetoli da Silva
e Maringa — UEM - Campus de Umuarama

Prof. Dr. Tiago R
Universidade Estadual

S k& | o
of.2 Dra. Clair Aparebida%w

Pontificia Universidade Catélica — PUC/Toledo

o
Prof.aT{;ra. Maritane Prior
Universidade Estadual do Oeste do Parana — Campus de Cascavel

ian¥Johann

iversidade Estadual do Oeste do Parana — Campus de Cascavel

Cascavel, 16 de fevereiro de 2016.



BIOGRAFIA

Fabio Palczewski Pacheco nasceu na cidade de Cascavel — PR, em 26 de Janeiro de
1986. Em 2004, iniciou o curso de graduacdo em Engenharia Agricola na Universidade
Estadual do Oeste do Parana, Cascavel — PR, concluido em 2009. Em 2007, foi voluntario
de iniciacdo cientifica, sob orientacdo da Professora Lucia Helena Pereira Nobrega. Nos
anos de 2008 e 2009, continuou como bolsista de iniciacdo cientifica, até a conclusdo do
curso de graduacdo em 2009. Em 2010, iniciou no Programa de PoOs-Graduagdo em
Engenharia Agricola - Area de Engenharia de Sistemas Agroindustriais pela Universidade do
Oeste do Parana — UNIOESTE, sendo bolsista da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — CAPES. Atualmente é aluno de doutorado do PGEAGRI -
Unioeste, atuando principalmente nos seguintes temas: qualidade de sementes,

armazenamento, nutricao vegetal, agua residuaria de suinocultura e fisica do solo.
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DESENVOLVIMENTO E COMPONENTES DE RENDIMENTO DE MILHO INOCULADO
COM Azospirillum brasilense E FERTILIZADO COM AGUA RESIDUARIA DE
SUINOCULTURA E FERTILIZANTE MINERAL

RESUMO GERAL

No intuito de aumentar a produtividade agricola e a absorcdo de nutrientes pelas plantas,
estdo sendo utilizadas bactérias diazotréficas que fixam N do ar atmosférico e favorecem o
crescimento vegetal, como inoculante no tratamento de sementes. No entanto, os beneficios
do uso dessas bactérias na agricultura dependem de complexas interacdes, incluindo a
natureza do fertilizante utilizado. Os dejetos suinos e seus derivados sao utilizados como
biofertilizantes para reduzir custos de producdo e utilizar o solo como meio de reciclagem
deste material. N&o foram encontrados estudos que avaliassem a interacdo entre a fonte de
nutrientes utilizada e a inoculagdo com bactérias diazotréficas no cultivo do milho. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do in6culo de Azospirillum
brasilense, associado ao uso da agua residuaria de suinocultura e aplicado como
biofertilizante, sobre o desenvolvimento inicial, componentes de rendimento e qualidade de
sementes de milho, nos anos de 2013/2014 e 2014/2015. Trés taxas de aplicacdo de
biofertilizante foram utilizadas (correspondentes as doses de 0; 30 e 60 kg ha™ de
nitrogénio, respectivamente) e a fertilizacdo mineral seguindo as mesmas doses, com e sem
inoculo, totalizando dez tratamentos, com quatro repeticdes cada. Em casa de vegetacéo,
observou-se que a inoculagdo com Azospirillum brasilense promoveu redugéo do tempo de
germinacdo, aumento da velocidade de emergéncia, crescimento das raizes laterais e
encurtamento das raizes principais das plantulas de milho. Em campo, observou-se que a
interagdo entre o biofertilizante e A. brasilense aumentou os componentes de rendimento,
produtividade e foi benéfica para a germinagéo e o vigor das sementes de milho produzidas.
Os resultados mais expressivos foram obtidos com a dose de 60 kg ha™ de nitrogénio, tanto
para o fertilizante mineral quanto para o biofertilizante de suinocultura, nas duas safras
estudadas. Assim, o uso de biofertilizante de suinocultura associado ao uso de A. brasilense
se apresenta como alternativa para reducao dos custos de producdo de milho em relacdo a
adubacéo nitrogenada.

Palavras-chave: fixacdo biologica de nitrogénio, aplicagéo de residuos no solo, Zea mays L.
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DEVELOPMENT AND YIELD COMPONENTS OF CORN INOCULATED WITH
AZOSPIRILLUM BRASILENSE AND SWINE WASTEWATER AS BIOFERTILIZER

ABSTRACT

In order to increase agricultural yield and nutrient uptake by plants, diazotrophs as fixing N
bacteria from atmospheric air have been used as inoculum for seed treatment since they
also promote plant growth. However, the beneficial uses of diazotrophs in agriculture rely on
complex interactions, including the sort of fertilizer used. Swine wastewater has been used
as biofertilizer to reduce production costs and to be applied on soil in order to recycle
nutrients. There are not studies which evaluate the interaction between nutrient source and
diazotrophs inoculation concerning maize cropping. In this context, the aim of this study was
to evaluate the effects of inoculum Azospirillum brasilense associated with swine wastewater
applied as biofertilizer on the initial development, yield components and corn seeds quality in
2013/2014 and 2014/2015 cropping years. Three bio-fertilizer application rates were used
(corresponding to 0, 30 and 60 kg ha™ nitrogen doses, respectively) and mineral fertilization
at the same doses, with and without inoculum, totaling ten treatments, with four replications
each. In the greenhouse, it was observed that there was a decrease when Azospirillum
brasilense was inoculated at germination term, but an increase on emergence speed, lateral
root growth and some shortening of main roots in maize seedlings. In the field, it was
observed that the interaction between the biofertilizer and A. brasilense increased yield
components, productivity, and it was beneficial to seed germination and vigor of the
produced maize seeds. The most significant results were shown at 60 kg ha™ nitrogen dose
for both mineral fertilizer and swine wastewater, in both studied seasons. Thus, the use of
biofertilizers from swine wastewater associated with A. brasilense use was an alternative to
reduce corn production costs in relation to nitrogen fertilization.

Keywords: biological nitrogen fixation, sustainability, Zea mays L.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € o grdo mais cultivado no mundo e o segundo com maior
volume em produgédo agricola. Como alimento, ele é extensamente consumido e apresenta
aumento na taxa de consumo de 0,9% ao ano. Essa taxa serd aumentada pela demanda
para a producao de biocombustivel, nos EUA, de 150 milhdes de toneladas de milho para a
producdo de etanol. A producdo de milho, ainda, tem impacto direto na producéo de aves,
suinos e bovinos (USDA, 2016).

Investimentos no aumento da eficiéncia das plantas de milho no uso da agua e de
nutrientes por meio da engenharia genética representam importantes contribuicbes ao
abastecimento mundial de milho. Por isso, investimentos em tecnologias de nutricdo das
plantas, a exemplo da melhoria na eficiéncia dos fertilizantes nitrogenados e do uso de
residuos agricolas, industriais e urbanos, serdo decisivos a produgdo de milho no futuro
(CONTINI; TALAMINI; VIEIRA, 2013).

A determinagdo das necessidades nutricionais de qualquer planta € dada pela
guantidade de nutrientes que esta extrai durante seu ciclo, dependendo do rendimento
obtido e da concentracdo de nutrientes nos graos e na matéria seca. O milho é uma das
culturas mais exigentes em fertilizantes, especialmente os nitrogenados. Tanto na producéo
de sementes, como na silagem, é necessario aplicar quantidades suficientes de nutrientes
para que figuem disponiveis as plantas. O suprimento inadequado de nitrogénio é
considerado um dos principais fatores limitantes ao rendimento de gréos, pois exerce
importante fungdo nos processos bioquimicos da planta, influenciando o crescimento mais
do que qualquer outro nutriente (RAMBO et al., 2011).

Com a finalidade de auxiliar a demanda das plantas por nitrogénio, as bactérias
diazotroficas estdo sendo utilizadas na agricultura. Elas sdo microrganismos que fazem a
fixacdo do nitrogénio gasoso presente no ar atmosférico, através de uma enzima,
denominada dinitrogenase, que é capaz de romper a tripla ligacdo do N, e reduzi-lo a
amonia. Tais bactérias se associam a diversas espécies de plantas, dentre elas o milho. No
entanto, somente com a inocula¢cdo com bactérias diazotréficas, ndo é possivel assegurar e
suprir totalmente a demanda das plantas por nutrientes, necessitando assim, de
suplementag&do conjunta com outras fontes de fertilizantes (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2007).

O uso de &gua residuaria de suinocultura (ARS) no solo é outra forma de

disponibilizar nutrientes para as plantas. A ARS é um residuo agroindustrial abundante, seu



emprego reduz o uso de fertilizantes minerais, adquiridos com alto custo, é rica em
nutrientes e matéria organica, necessarios para o desenvolvimento das plantas. Entretanto,
para que essa pratica seja feita de maneira correta, varios fatores devem ser considerados,
como a composi¢do do residuo, tipo de solo, clima, manejo, histérico da area, necessidades
da cultura, local de aplicacao (foliar ou solo) e época de aplicacédo do residuo.

Nesse contexto, a utilizagdo do in6culo com bactérias diazotréficas no milho para
atender a necessidade parcial do nitrogénio, somada a fertilizagdo com agua residuaria de
suinocultura, podem suprir a demanda do milho por nutrientes e melhorar o desenvolvimento
da planta e, consequentemente, o potencial produtivo. Assim, pesquisas sobre o assunto se
fazem necessérias, para que boas praticas de manejo possam ser recomendadas.

Visando dar suporte ao assunto e gerar informacdes que possam auxiliar outras
pesquisas, este trabalho foi dividido em trés artigos. O primeiro se refere ao
desenvolvimento inicial das plantulas de milho com fertilizag&o inicial de fonte mineral e
agua residuéaria de suinocultura, realizado em casa de vegetacdo. O segundo artigo se
refere ao experimento em campo, com avaliagcdo dos componentes de rendimento das
plantas de milho inoculadas com Azospirillum brasilense e utilizadas as mesmas doses e
fontes de nitrogénio do primeiro experimento. O terceiro artigo se refere a produtividade e

gualidade das sementes produzidas na mesma condi¢cdo do experimento anterior.



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do in6culo de Azospirillum brasilense
associado ao uso da agua residuéria de suinocultura, aplicada como biofertilizante, sobre o
desenvolvimento inicial, componentes de rendimento e qualidade de sementes de milho, em

dois anos consecutivos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o desenvolvimento inicial de milho variedade, com inoculacdo de
Azospirillum brasilense e aplicacdo de taxas de agua residudria de suinocultura, tratada em
biodigestor e lagoa de sedimentacao.

- Avaliar a emergéncia, crescimento da raiz e parte aérea, formacédo de biomassa de
milho sob biofertilizagdo com &gua residuéria de suinocultura e fertilizagdo mineral
associadas com Azospirillum brasilense em casa de vegetagéo;

- Verificar durante o desenvolvimento vegetal, alteragbes nos componentes de
rendimento, indice de clorofila em fungdo da inoculacdo de Azospirillum brasilense e
aplicacdo de biofertilizante de agua residuaria de suinocultura e fertilizacdo mineral no solo
nas mesmas dosagens de N, do milho cultivado no campo;

- Avaliar a germinacéo, vigor, grau de umidade e nutrientes das sementes produzidas
sob fertilizacdo com &gua residuéaria de suinocultura associada com Azospirillum brasilense.

- Comparar e determinar a melhor taxa de aplicacdo de agua residuéria associada

com Azospirillum brasilense para o desenvolvimento do milho.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Aspectos da producéo e crescimento do milho

O milho desempenha papel fundamental na agricultura brasileira, tanto do ponto de
vista econdmico, em funcdo da extensa cadeia produtiva e por ser commodity em acessao
no mercado internacional, como do ponto de vista agronémico, compondo o sistema de
rotacdo de cultura (BONO et al., 2008).

O Brasil é o terceiro pais em éarea plantada de milho; iniciou as atividades de
exportacdo em 2001, ano que exportou aproximadamente seis milhdes de toneladas,
localizando-se entre os quatro maiores exportadores mundiais. Em 2012, as exportacdes de
milho geraram receita da ordem de US$ 5,4 bilhes; em 2013, a receita foi US$ 6,3 bilhdes
e, em 2014, de US$ 3,9 bilhdes. A area ocupada pelo cultivo de milho no Brasil oscila ano a
ano, mantendo-se entre 12 a 13 milhdes de hectares. A média de produtividade ainda é
baixa, em torno de 3500 kg ha™ (BARROS; ALVES, 2015).

No Parand, o sudoeste € a terceira regido produtora estadual de milho, respondendo
por mais de 9% da producéo estadual total, no ano de 2008, e mais de 14% da producgédo na
primeira safra, nesse mesmo ano (IBGE, 2012). Na safra 2014/2015, o Parana foi o segundo
maior produtor de milho com 15,9 milhdes de toneladas (SOLOGUREN, 2015). Ainda, ha
que se considerar que, dos 711.317 ton. de milho em graos produzidos nessa regido, no ano
de 2006, mais de 75% foram produzidos pela agricultura familiar (500.370 ton. ) (MARTIN et
al., 2011).

O milho é uma planta de ciclo vegetativo muito variavel, sendo que no Brasil, a
cultura apresenta ciclo entre 110 e 180 dias, variando em funcdo da caracterizacdo do
material genético (superprecoce, precoce e ciclo normal) (FANCELLI; DOURADO NETO,
2000). Segundo os mesmos autores, a cultura compreende 0s seguintes estadios de
desenvolvimento:

() Da semeadura a emergéncia, periodo que vai desde a semeadura até o
aparecimento efetivo da plantula (duas folhas completamente desenvolvidas), o que pode
ocorrer de cinco a doze dias de duracdo, dependendo da temperatura e umidade do
substrato;

(i) Fase vegetativa, periodo entre a emissdo da segunda folha e o inicio do

florescimento, periodo que varia em funcao do hibrido escolhido;



(iii) Fase reprodutiva, periodo entre o inicio da polinizacdo e o ponto de maturidade
fisiol6gica, em que ocorre o enchimento completo dos graos, tem duragao entre cinquenta e
oitenta dias;

(iv) O ponto de maturidade fisiologica é determinado pelo aparecimento da camada
negra no ponto de inser¢cdo do grdo com o raquis. Esse é um indicativo do final do ciclo de

vida da planta.

3.2 Adubacéo do milho

Um dos insumos mais utilizados no sistema convencional é o fertilizante quimico,
derivado do petréleo, que gera, por causa de seus precos, grande evasdo de recursos
financeiros da propriedade rural. Assim, grande parte dos agricultores utiliza quantidades de
fertilizantes aquém das necessidades nutricionais do milho. Portanto, devem ser buscadas
fontes alternativas de adubos destinados ao cultivo de milho, principalmente adubos
organicos, promovendo a recuperacdo e conservacdo do solo, melhorando as condigcbes
socioecondmicas do produtor e, também, promovendo a sustentabilidade da propriedade. A
adubacéo orgénica é base da agricultura organica capaz de manté-la produtiva, sustentavel
e lucrativa, sendo uma das alternativas a &gua residuaria de suinocultura como
biofertilizante (LOPES et al., 2004).

Dentre os nutrientes necessarios para o pleno desenvolvimento do milho, o fosforo
propicia maior massa seca da parte aérea de plantulas de milho em relagdo ao potassio
(BEVILAQUA; BROCH; POSSENTI, 1996). O fosforo é um importante macronutriente,
componente estrutural de macromoléculas, como &cidos nucleicos e fosfolipideos e,
também, da adenosina trifosfato (ATP), sendo elemento chave de varias vias metabdlicas e
reacOes bioguimicas. Embora a quantidade total de fésforo no solo possa ser relativamente
alta, na maioria das vezes este ndo se encontra em sua forma labil ou ao alcance da
rizosfera (TIRITAN et al., 2010).

A fonte mineral utilizada afeta o teor de nitrogénio (N), potassio (K) e enxofre (S) na
folha do milho, mas néo interfere nos componentes da produgcdo e na produtividade. A
aplicacdo de N na forma de Entec 26 (inibidor de nitrificacdo) proporciona maiores teores de
N, K e S na folha do milho, em relacédo a ureia. A aplicacdo de N, em cobertura, aumenta o
namero de espigas por planta, 0 nimero de gréos por espiga e a produtividade de gréos da
cultura do milho cultivada sob sistema plantio direto, em solo arenoso (SORATTO et al.,
2011).



Em seus estudos, Santos et al. (2010) relataram que, quando o fertilizante € aplicado
em pré-semeadura, com quinze dias de antecedéncia, a recuperacdo média de nitrogénio
na planta, proveniente do fertilizante, é de apenas 6 %.

Em estudos realizados por Silva et al. (2009), a aplicacdo de nitrogénio em cobertura
nao interferiu no crescimento e produtividade da cultura do milho safrinha e a adubac¢ao com
zinco, via foliar, aumentou a altura de plantas, altura de insercdo da espiga e diametro do
colmo, contudo, ndo ocorreu aumento na produtividade da cultura.

Evans, Gmur e Costa (1977) estudaram o cultivo do milho submetido a aplicacao de
esterco liquido de suino na dosagem de 636tha™ (massa fresca). Por dois anos
sucessivos, observaram que a producdo média de gréos foi 7,10 t ha®, enquanto que para
os tratamentos fertilizados com adubacéo mineral este valor foi 6,88t ha™. A composicéo
quimica de N, P, K, Ca e Mg nas folhas foi, em média, 3,39; 0,39; 2,51; 0,72 e 0,32% da
massa seca nos tratamentos com esterco e 2,88; 0,31; 1,93; 0,72 e 0,55% de massa seca
com a adubacao mineral, respectivamente.

Freitas et al. (2005) avaliaram o efeito de aplicacdo de quatro laminas de agua
residudria de suinocultura (Agua de lagoa, bruta e peneirada), sobre a producéo da cultura
do milho para silagem. Constataram que o uso das &guas residudrias aumentou em,
aproximadamente, 58% a produtividade em relagéo a testemunha, altura de plantas, indice
de espigas, altura e massa das espigas.

Estudos realizados por Melo, Cora e Cardoso (2011), com fertilizagdo nitrogenada,
densidade de plantas e rendimento de milho cultivado no sistema plantio direto, mostraram
gue os componentes de produgdo, nimero e massa de gréos por espiga e massa de graos
por planta aumentaram com o acréscimo da dose de N e com o decréscimo da densidade
de plantas. Os maiores rendimentos de grdos foram obtidos com acréscimos
concomitantemente nas doses de N e nas densidades de plantas. O maximo rendimento de
grdos de milho foi obtido com 120 kg ha* de N e densidade de 83.000 plantas ha™,
apresentado no mesmo estudo. Calonego et al. (2011) relataram como densidade ideal para
aumento de produtividade 75.000 plantas ha™.

A aplicacdo de dejetos de suinos (nao tratado, resultante de lagoa de estabilizacdo
por 120 dias ou como efluente de biodigestor) promoveu aumento na producdo de biomassa
seca e na concentracdo de nutrientes no milho, menos para o célcio (FEY et al., 2010).

Quando o milho é fertilizado com dejeto suino, adicionado com adubag&o mineral de
fésforo e potassio, excede a necessidade da cultura e ocorre a acumulagdo no solo (CELA
et al., 2010).

Prior et al. (2013) avaliaram o efeito da &gua residuaria de suinocultura no solo e

milho e também encontraram valores para N abaixo do nivel considerado ideal para o



desenvolvimento da cultura, atingindo, em média, 15,02 g kg; para K obtiveram teores em
média de 20,80 g kg™.

Fernandes et al. (2008), estudando doses de dejeto bovino diluido (10, 20, 30 e
40%), observaram aumento no comprimento do caule do milho, nimero de folhas, massa
seca da parte aérea e sistema radicular, massa seca total, relacdo da massa seca da parte
aérealraiz, altura total da plantula, massa fresca da parte aérea e do sistema radicular até a
dose de 30%. Acima dessa percentagem, houve reducdo nos valores das variaveis
analisadas.

Costa et al. (2009) avaliaram os componentes de producédo do milho irrigado com
lodo de esgoto e verificaram efeito residual dos biossolidos apenas na altura de plantas,
enquanto a irrigacdo com &gua residuaria apresentou efeito residual em todos os
parametros de crescimento estudados (altura, area foliar e diametro do caule), com valores
superiores aos dos tratamentos utilizando agua de abastecimento e fertilizacdo mineral.
Costa et al. (2011) encontraram maior absorgcédo de N, quando utilizada adubacdo mineral, e
maior produtividade de milho, em comparagdo com as adubag¢des organica e organomineral
com dejetos de suinos.

O rendimento de gréos de milho apresenta trés componentes essenciais: numero de
espigas por planta, nimero de gréos por espiga e massa de gréos. A definicdo destes
componentes € determinada pelas condi¢cbes de desenvolvimento da planta de milho em
cada estadio de diferenciacdo. A avaliagdo dos componentes do rendimento de gréos de
milho permite obter um indicativo da disponibilidade de N, durante o seu ciclo de
desenvolvimento (BEYRANVAND et al., 2013).

3.3 Bactérias diazotréficas

As bactérias diazotréficas correspondem a um grupo de microrganismos benéficos
as plantas, devido a capacidade de colonizar a superficie das raizes, rizosfera, filosfera e
tecidos internos das plantas (KLOEPPER et al., 1989).

Com o intuito de aumentar a eficiéncia na utilizacdo de fertilizantes nos sistemas
agricolas, mantendo o equilibrio ecol6gico, aumentou recentemente, 0 interesse pela
manipulacdo de rizobactérias promotoras do crescimento de planta (RPCPs), as quais
apresentam grande potencialidade e praticabilidade de uso. Essas bactérias exercem efeitos
benéficos ao promoverem o crescimento vegetal, cuja ocorréncia se deve ao aumento da

disponibilidade de nutrientes para as plantas, seja pela solubilizacdo de fosfato inorganico



(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999) ou pelo maior crescimento das raizes, favorecendo a
absorcéo de agua e nutrientes (OLIVEIRA et al., 2012).

As bactérias diazotréficas do género Azospirillum sdo organismos fixadores de
nitrogénio, 0s quais podem viver em associacdo com a rizosfera das plantas, podendo
alojar-se dentro dos tecidos das raizes. O principal efeito do Azospirillum parece estar no
aumento do crescimento radicular que, em condicbes favoraveis, beneficia a absorcdo de
nutrientes e agua, consequentemente, influencia na produtividade (LIN et al., 1983).

Tais organismos apresentam potencial como biofertilizante, contribuem para o
desenvolvimento das plantas por meio da fixagdo bioldégica do nitrogénio e producédo de
substancias reguladoras do crescimento vegetal (BASHAN et al., 2006).

O uso de Azospirillum spp. tem sido atribuido, principalmente, ao efeito geral no
crescimento das raizes e consequente melhora na capacidade de assimilacdo de nutrientes
pela planta. A teoria mais aceita € de que o efeito benéfico da associacdo com Azospirillum
ocorra devido a soma de multiplos mecanismos. As bactérias do género Azospirillum podem
produzir varios fitormoénios (tais como giberilinas, acido indolacético e etileno) e fixam
nitrogénio em associacdo com plantas. Por apresentarem metabolismo de nitrogénio séo
muito verséteis, podendo ser utilizadas como fonte de nitrogénio: amdnio, nitrato, nitrito,
aminoacidos e nitrogénio atmosférico. Porém, a transferéncia de nitrogénio fixado para a
planta associada parece ser limitada e nem sempre é detectada. As fontes de carbono
preferencialmente utilizadas por Azospirillum spp. sdo acidos organicos como malato,
lactato, succinato e piruvato. (HUERGO, 2006).

A aplicagdo de bactérias promove o crescimento das plantas. Na agricultura,
dependera, em grande parte, de interacdes complexas entre varios fatores, incluindo a
natureza dos fertilizantes selecionados (LAl et al., 2008).

A inoculagdo com Azospirillum é feita com a aplicagdo do produto sélido (como turfa)
ou liquido, nas sementes. Por se tratar de um processo que envolve organismos vivos, é
necessario respeitar as temperaturas adequadas (entre 15 e 35° C) e evitar a exposi¢do ao
sol. Também nédo se deve realizar a inoculacdo juntamente com a aplicacdo de agrotoxicos
(ROBERTO; SILVA; LOBATO, 2010).

O crescimento e 0 aumento nos componentes de producdo, promovido pelas
bactérias, ja foi verificado nas culturas de milho (COUILLEROT et al., 2010; MEHNAZ et al.,
2010), gengibre (DASH et al., 2008), soja (COTE et al., 2010), arroz (IKEDA et al., 2010),
trigo (ZORITA; CANIGIA, 2009), tomate (FAVERO et al., 2008), girassol (AKBARI et al.,
2011), alface (LAl et al., 2008), cevada (ZAWOZNIK et al., 2011), aveia (SANTA et al.,
2008), feijao (SANNATHIMMAPPA et al., 2011) e gergelim (SHAKERI et al., 2016).



Lai et al. (2008) testaram, em casa de vegetacdo, a interacdo entre Azospirillum
rugosum, dejetos suinos (doses de 0, 25, 45 e 50 kg de N ha™) e fertilizantes quimicos, em
alface. Os autores observaram maior crescimento da planta, aumento na producédo de
massa e acumulacdo de nutrientes conforme aumentaram a dose de dejetos. Nos
tratamentos em que adicionaram esterco suino, o rendimento da producéo e a absorcéo de
nutrientes foram potencializados. Destacaram, ainda, que o0 uso de bactérias diazotréficas é
benéfico e a interacao: fertilizante x bactéria deve ser mais estudada.

Em experimento realizado com girassol, no Ird, foi observado que a utilizacdo de
bactérias diazotréficas associadas a taxas de nitrogénio (50% de inoculagdo + 50%
recomendacao de N) aumentaram os teores de 6leo e &cido linoleico em 53,3%, proteina
bruta em 16%, producéo de 9918 kg ha™ e melhor qualidade tecnoldgica das sementes de
girassol (AKBARI et al., 2011).

A inoculacdo de Azospirillum sp. em trigo aumentou a producdo de graos em 29% e
0s graos continham cerca de 23% a mais de nitrogénio, 60% de fésforo e 34% de potassio,
guando comparados ao controle (ASKARY et al., 2009).

Tratamentos com o inéculo de Azospirillum sp. aumentaram a tolerancia da cevada
ao estresse salino, nitrato e aménia, prevenindo assim, efeitos toxicos da acumulacao de
nitrato na célula vegetal. As plantas em que se utilizou Azospirillum apresentaram maiores
teores de sacarose e menores teores de frutose (BAGHERI, 2011). Resultados semelhantes
foram observados para o milho por Salazar et al. (2009).

Em estudos realizados com milho, por Biari, Gholami e Rahmani (2008), os
tratamentos com Azospirillum apresentaram aumento na altura, massa seca da parte aérea,
das sementes e espiga, nimero de sementes por fileira, comprimento da espiga, aumento
nos teores de N, P, K, Fe, Zn, Mg e Cu, indicando que o uso do inoculante tem potencial de
aumento na produtividade, desenvolvimento e nutrientes em milho.

O Azospirillum apresenta capacidade de promover a germinacdo das sementes,
formacdo de ndédulos e desenvolvimento inicial de milho e soja, estimulando o crescimento
pela excrecdo de acido indol-acético, giberelinas e zearaleronas no meio da cultura, em
concentracdo suficiente para produzir alteracdes morfolégicas e fisiologicas em tecidos de
sementes pequenas (CASSAN et al., 2009).

Ao avaliar duas linhagens de Azospirillum, Cote et al. (2010) encontraram dois
aspectos julgados relevantes relacionados com A. lipoferum: produz quantidades elevadas
de citocininas e promove o crescimento das plantas. Assim, o A. lipoferum € util para
aumentar a absor¢cdo de N em solos deficientes, pela producdo de citocininas e da
promocédo da atividade da enzima ACC deaminase, que favorece a expanséo da folha e

maior teor de N na folha, sendo vantajoso para cultura do tomate.



10

Em experimento realizado com feijdo, foi relatada maior absorcdo de
nitrogénio (139 kg ha), foésforo (58 kg ha') e potassio (131 kgha'). Os tratamentos
utilizados foram interacées entre doses de 75 kg ha™* N por meio de fertilizantes inorganicos,
25 kg ha™ N de composto organico e Azospirillum. Apds a colheita do feijdo, observou-se
gue o uso de composto+Azospirillum apresentou maior eficiéncia de uso de fertilizantes,
levando a maior absorcdo de nutrientes e maiores rendimentos de gréos e palha de milho
(4,689 kg ha™ e 6,68 kg ha™, respectivamente). Maiores teores de potassio no solo apos o
manejo (12,48 kg ha™) foram observados, conforme se aumentou a proporcdo de fontes
organicas na dosagem do tratamento (SANNATHIMMAPPA et al., 2011).

Os efeitos da inoculagdo com Azospirilum em milho promovem aumento geral na
absorcdo de macro e micronutrientes e ndo especificamente a fixacdo bioldgica de
nitrogénio. Quando se aplica uma taxa inicial baixa de nitrogénio (24 kg ha™), o rendimento
pode ser considerado baixo (por exemplo, no Chile, 18.000 kg ha™), entretanto, foram
compativeis com a média de rendimentos do Brasil (3.972 kg ha™) (HUNGRIA et al., 2010).

Dentre os efeitos da inoculagéo, ocorre a formacao de 87 proteinas na raiz do milho,
sendo elas diferentes das do milho nédo inoculado. Dentre as 87 proteinas encontradas,
foram identificadas seis proteinas com funcdo de aumentar a capacidade simbidtica da
planta, aumentando em duas vezes a quantidade de proteina bruta na raiz do milho
(CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2013).

Segundo Lai et al. (2008), determinar o melhor ajuste entre as bactérias inoculadas,
diferentes fertilizantes e seus efeitos sobre a resposta da planta é importante para avaliar a
eficiéncia das bactérias diazotréficas e recomendar sua utilizagdo mais viavel.

Couillerot et al. (2013) estudaram a associagédo de Azospirillum com Pseudomonas
no cultivo do milho. Os autores observaram a ocorréncia de estimulacdo do crescimento

inicial do milho nos tratamentos em que a estirpe Azospirillum foi utilizada.

3.4 Sementes e o desenvolvimento inicial

Embora as plantas de milho sigam o mesmo padrdo de desenvolvimento, Varios
fatores, como a variedade utilizada, solo, adubacdo, clima, praticas culturais, pragas,
doencas, ano agricola e época de plantio, sdo capazes de interferir nos estadios
fenolégicos, no nimero total de folhas desenvolvidas, na produtividade e na qualidade de
sementes de milho (OKUMURA: MARIANO; ZACCHEO, 2011).

Sementes de melhor qualidade apresentam desempenho superior em todos o0s

aspectos do cultivo (ANDREOLI et al., 2002). Dentre esses, pode-se citar a uniformidade da
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populacdo, maior vigor de plantulas e plantas, menor indice de patégenos oriundos de
sementes e, consequentemente, maior produtividade (DIAS; MONDO; CICERO, 2010).
Portanto, avaliagdes que permitam a obtencdo de informacdes seguras sobre o potencial
fisiologico das sementes sdo de importancia fundamental para as decisbes a serem
tomadas durante o processo produtivo e de comercializacdo das mesmas (BITTENCOURT
et al., 2012).

O vigor das sementes exerce efeitos diretos no crescimento inicial de plantas de
milho, o que reflete na habilidade competitiva da cultura com plantas invasoras, as quais tém
menor crescimento. Além disso, quando em competicAo maximizada por recursos, 0 vigor
das sementes influencia diretamente na produtividade de gréos e sementes (DIAS; MONDO;
CICERO, 2010). As informacbes fornecidas apenas pelo teste de germinacdo s&o
consideradas insuficientes para, isoladamente, estimar o potencial de desempenho das
sementes em condi¢cdes de campo (OHLSON et al., 2010).

A andlise de sementes é ferramenta importante no controle de qualidade,
principalmente, a partir do final do periodo de maturacdo, quando as sementes atingem a
maturidade fisiolégica. Portanto, a selecdo de testes de vigor deve atender a objetivos
especificos, sendo importante a identificagdo das caracteristicas avaliadas pelo teste e sua
relacdo com o comportamento das sementes diante de situagbes especificas como, por
exemplo, o desempenho ap6s a secagem, o potencial de armazenamento, a resposta a
injurias mecéanicas e as condic¢des climaticas (BAALBAKI et al., 2009).

Dentre os testes avaliados (primeira contagem, precocidade de emissdo de raiz
primaria, teste de frio, condutividade elétrica e envelhecimento acelerado), a condutividade
elétrica (6, 8 e 24 horas) foi o Unico eficiente na diferenciacdo do vigor de lotes de sementes
de milho-doce (COIMBRA et al., 2009).

As sementes podem sofrer prejuizos e terem a germinagdo inibida quando o
fertilizante fica muito préximo, sendo ideal que o fertilizante fique entre 4,5 a 6,0 cm de
distancia da semente, ao lado ou abaixo. O efeito que o fertilizante acarretaria sobre a
semente, traduz-se mais intensamente sobre o sistema radicular das plantulas e o efeito é
dependente da dose e posicdo do fertilizante no solo. O fertilizante potassico apresentou
efeito mais prejudicial as plantulas de milho, principalmente quando a posicdo é mais
proxima da semente, em estudos realizados por Bevilaqua, Broch e Possenti (1996).

A presenca de sais na germinacdo prejudica a absorcao de agua pela semente de
cevada e, consequentemente, impede o inicio do processo germinativo (UHVITS, 1946).
Como a &gua residuéria de suinocultura é rica em sais de sédio, fosforo e aluminio, este é

um efeito que deve ser levado em consideracao, quando aplicada logo ap6s a semeadura.
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Outras fontes de nutrientes podem também trazer beneficios ao desenvolvimento
das plantas. Por exemplo, no desenvolvimento inicial do milho submetido a teores de
esterco bovino, observou-se que houve resposta positiva quanto as doses crescentes
aplicadas de biofertilizante de esterco. Reina et al. (2010) afirmaram que o aumento das
doses de esterco bovino tende a aumentar a produtividade de espigas e de grédos, quando
comparada com a testemunha. Em funcdo disso, é que a utilizacdo de biofertilizante é
recomendada tanto para agricultores familiares como para grandes produtores, desde que,
tenha disponibilidade de esterco e m&o de obra para sua aplicacéo. E interessante observar
que, o ideal é promover o uso equilibrado do fertilizante organico, que sera especifico para
cada situacdo e para cada cultura. Pois, é indiscutivel que, doses muito elevadas,
dependendo da condicdo do ambiente em questdo, podem favorecer a redugdo nas
caracteristicas avaliadas, pois isso acarreta diminuicdo no suprimento de oxigénio, estresse
hidrico, e presenca de quantidades tdxicas de amobnia, de nitrito e de sais, principalmente os
de potassio (MOHAMMADI et al., 2012).

Em experimentos realizados por Tonini et al. (2008), em que avaliaram a qualidade
de sementes e de plantas de soja irrigada com agua residuaria de suinocultura, verificou-se
que a agua residuaria reduziu a germinacao e o vigor das sementes colhidas. A reducao foi
tanto maior quanto maior a taxa de ARS aplicada.

A aplicacéo de ureia, concomitante com a semeadura do milho pode trazer prejuizos
a germinagdo, como observado por Sangoi et al. (2009). Assim, a execucdo de
experimentos em vasos, muitas vezes encontra duavidas quanto a forma de calcular as
doses utilizadas, que podem ser obtidas considerando-se o volume do solo, a area de solo
exposta, 0 nimero de plantas, dentre outros. O possivel estresse gerado sobre as plantas,
devido a dose de fertilizante utilizado, pode comprometer a resposta do experimento.

De acordo com Sangoi et al. (2011), dentre os cereais de importancia econdmica, 0
milho apresenta a menor capacidade de perfilhamento. Portanto, fatores que possam intervir

na populacgéo inicial da lavoura, terado interferéncia sobre o seu rendimento.

35 Producdo e uso agricola da 4gua residuéaria de suinocultura

A demanda por carne suina brasileira tem aumentado nos mercados interno e
externo, exigindo-se aumento de producdo. Consequentemente, implicando um aumento de
residuos gerados pela agroindustria suinicola. O dejeto suino pode servir como fertilizante

para plantas de grandes culturas, utilizando o solo como meio de descarte para os dejetos e
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de reciclagem de nutrientes para as plantas, se feito de maneira adequada (PRIOR et al.,
2013).

A suinocultura é uma das atividades agropecuéarias de maior importancia para o
estado do Parana, produzindo mais de 4,8 milhdes de cabecas em 2014 (IBGE, 2015).
Conforme a SEAB (2013), existem, aproximadamente, 130.000 propriedades que possuem
suinos, contudo, estima-se que apenas 31.000 tém producao regular e de carater comercial.
Existem, ainda, negociacfes para exportacdo de carne suina para varios paises, inclusive a
China, maior consumidor mundial do produto. Em 2015, o Brasil exportou 9,8 milhdes de
toneladas, principalmente para Hong Kong, o maior comprador, com US$ 323,7 milhdes em
2011, mas também para a Ucrania (US$ 182,9 milhdes), Argentina (US$ 129,3 milhdes) e
Angola (US$ 76,9 milhdes) (BRASIL, 2015).

Trabalhos tém avaliado a aplicacdo de efluentes, neste caso, da suinocultura, nas
mais diversas condigdes do solo: em culturas anuais, como milho (OLIVEIRA et al., 2004,
FREITAS et al., 2005; CERETTA et al.,, 2005; BERENGUER et al., 2008), a soja (DAL
BOSCO et al., 2008; MAGGI et al., 2011) e o feijao (DOBLINSKI et al., 2010); culturas
perenes, como salgueiro (CAVANAGH; GASSER; LABRECQUE, 2011); na fruticultura e em
hortalicas, como é o caso do maracuja (CRUZ et al., 2008) e da alface (BAUMGARTNER et
al., 2007); em condicdes de pastagem natural (DURIGON et al., 2002; GATIBONI et al.,
2008); com forrageiras (QUEIROZ et al., 2004; SMITH et al., 2007); dentre outros. Em
alguns desses estudos, objetivou-se analisar a influéncia da ARS sobre o rendimento
agrondémico da planta e, em outros casos, analisar os impactos ambientais causados pelo
excesso de nutrientes liberados no meio ambiente. Esses estudos ja relataram que a
aplicacdo de agua residuaria, como alternativa aos fertilizantes, apresenta efeitos no solo
muito semelhantes aos de fertilizantes quimicos. Entretanto, a aplicagdo é feita antes da
semeadura da cultura principal, perdendo grande parte do nitrogénio aplicado por
volatilizagdo e/ou lixiviagdo (SAMPAIO et al., 2010).

A utilizacdo de aguas residuarias de suinocultura em lavouras, como fertilizante ou
forma de descarte, é pratica rotineira e, as vezes, a Unica fonte de nutrientes a planta, sendo
uma forma de amenizar os custos de producéo, visando ao aumento do lucro das pequenas
propriedades (MAGGI et al., 2011).

A aplicacdo de residuos orgéanicos no solo pode ser uma forma de repor elementos
extraidos pelas plantas, complementando ou substituindo fertilizantes minerais
recomendados nos programas de adubacdo. Nesse sentido, pesquisas séo realizadas para
avaliar modificagbes quimicas, tanto em termos de disponibilidade de nutrientes (JUNIO et
al., 2011), quanto em sua mobilidade no solo (SMANHOTTO et al., 2010) e ambiente



14

(CABRAL et al., 2011). Essas alterac6es dependem de condi¢cBes edaficas, manejo do solo
e culturas, doses e frequéncia de aplicacdo do dejeto (JOKELA et al., 2009).

As taxas de aplicacdo de aguas residuarias usadas na producao agricola devem ser
suficientes para suprir a demanda das plantas por nutrientes (FREITAS et al., 2005). Para
tanto, seu uso agricola deve ser monitorado para que o0s atributos que caracterizam valor
fertilizante para as plantas ndo acarretem contaminacdo ambiental (CAVALLET et al., 2006).
Cada metro cubico de esterco suino liquido contém, em média, 2,8 kg de N, 2,4 kg de P,Os,
1,5 kg de KOs, 2,0 kg de Ca, 0,8 Mg e 3% de matéria seca (SBCS, 2004).

O dejeto liquido dos suinos contém matéria organica: N, P, K, Ca, Na, Mg, Fe, Zn e
Cu, além de outros elementos incluidos nas dietas dos animais (PERDOMO, 2003).
Segundo Oliveira (2001), os suinos excretam, na urina e nas fezes, de 40 a 60% do
nitrogénio consumido e o nitrogénio excretado corresponde a parte do nitrogénio alimentar
que nao foi retirada pelo animal na forma de proteina corporal (suinos em crescimento).

A aplicacdo de &guas residuéarias de suinocultura pode ser utilizada na cultura do
milho para silagem promovendo incrementos no crescimento das plantas sem ocasionar
alteracao no teor de nitrogénio e fosforo na matéria seca das plantas (CANGANI, 2011).

A utilizacdo de &guas residuarias de suinocultura na agricultura € alternativa para o
controle da poluicdo das aguas superficiais e subterraneas, disponibilizacdo de agua e
fertilizantes para as culturas, reciclagem de nutrientes e aumento da producdo agricola,
além de concorrer para a preservagdo do ambiente (BATISTA et al., 2008; MEDEIROS et al.,
2008). O uso de agua residuaria de suinocultura, ndo é um conceito novo, tem sido
praticado em todo o mundo e vem ganhando importéncia pela reducéo da disponibilidade de
recursos hidricos e por apresentar boa qualidade como fertilizante (CAOVILLA et al., 2010).

A aplicacdo de dejeto suino pode ter efeitos sobre o solo, nas doses de 50 e 100 m®
ha®, reduz a estabilidade de agregados do solo, em relagdo a tratamentos sem adubacgéo.
Os atributos fisicos do solo e o teor de C organico néo foram modificados pelos tratamentos,
indicando que o uso agricola do dejeto suino, mantém a qualidade fisica do solo, quando
cultivado com milho e aveia preta (ARRUDA et al., 2010). Quando cultivado com soja ocorre
a reducdo da macroporosidade do solo, o que pode, a longo prazo, causar perdas de solo e
aumento da suscetibilidade a erosédo (PACHECO et al., 2009).

Segundo Laslowski (2004), como o biofertilizante € o resultado da fermentacdo dos
dejetos no biodigestor, ndo tem custo adicional no sistema para sua obtencdo e pode ser
usado como adubo orgénico.

Na urina de suinos, a quantidade de nitrogénio excretada sera tanto maior quanto
mais elevado for o nivel na dieta (LUDKE et al., 2003; PERDOMO,2003).
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As quantidades e as frequéncias com que as dejecdes animais podem ser aplicadas
ao solo variam com o tipo de solo, com a natureza e composicdo dos residuos, com as
condicBes climéticas e com a espécie vegetal cultivada. De acordo com Matos (1997), a
dose de aplicacdo do residuo pode ser determinada com base na concentracédo do nutriente
presente em maior concentragdo, o qual, geralmente, € o nitrogénio.

Em experimento com duracdo de 17 anos, Scherer et al. (2012) relataram que
sucessivas aplicacdes de esterco liquido de suinos para suprimento de nitrogénio as plantas
nao influenciam a acidez do solo, enquanto que o nitrato de aménio, nas mesmas
condi¢cdes, aumenta a acidez do solo, os teores de aluminio trocavel e a acidez potencial,
até 30 cm de profundidade. A aplicacdo superficial de nitrato de amonio no sistema plantio
direto proporciona a formagéo de uma frente acidificante no perfil do solo, o que diminui os
valores de saturacdo com bases e aumenta os valores de saturacdo com aluminio em
profundidade, sendo estes, proporcionais as doses aplicadas. O esterco liquido de suinos,
nas doses de 0, 60, 120 e 180 kg ha™, para suprimento de nitrogénio as plantas, mantém os
teores de Ca”* e de Mg?* em niveis adequados no solo, enquanto o nitrato de aménio causa
reducdo da disponibilidade desses nutrientes no solo, sendo essa reducdo proporcional as
doses aplicadas. O ambiente para o desenvolvimento das plantas pode ser melhorado com
a utilizacdo do esterco liquido de suinos como fonte de nitrogénio, em substituicdo a
adubacéo nitrogenada amoniacal, de carater acidificante.

Nesse contexto, tornam-se necessarias as opg¢des que contribuam na solugdo dos
problemas ambientais ocasionados por esse setor, propondo alternativas que sejam técnica
e economicamente viadveis e ambientalmente aceitas pela sociedade. A utilizagdo de
efluente de suinocultura €é recomendavel, porquanto estudos demonstram que a
produtividade agricola aumenta significativamente em areas fertirrigadas com Aaguas

residuarias, quando manejadas adequadamente (BOLZANI et al. 2012).
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ARTIGO 1: DESENVOLVIMENTO INICIAL DE MILHO INOCULADO COM AZOSPIRILLUM
BRASILENSE E FERTILIZADO COM AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA E
FERTILIZANTE MINERAL

RESUMO

Préaticas de manejo agricola tém sido estudadas, visando aumentar o vigor e o crescimento
das plantas com baixo custo de producdo. As bactérias fixadoras de nitrogénio juntamente
com uso de biofertilizante podem ser alternativas para diminuir o custo de producdo de
milho, porém ndo h& estudos que avaliem a interacdo entre a fonte de nutrientes utilizada e
a inoculacdo com bactérias diazotroficas no cultivo do milho. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o uso da é&gua residuaria de suinocultura como biofertilizante no
desenvolvimento inicial do milho inoculado com bactérias diazotréficas. O experimento foi
realizado no estado do Mississipi — EUA, em casa de vegetagdo. Trés taxas de aplicacao
biofertilizante foram utilizadas (correspondentes as doses de 0; 30 e 60 kg ha™ de
nitrogénio, respectivamente) e a fertilizagdo mineral nas mesmas doses, com e sem indculo,
totalizando dez tratamentos, com quatro repeticdes cada. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste SNK, a 5% de probabilidade. A
inoculagdo com Azospirillum brasilense promoveu crescimento das raizes laterais e
encurtamento das raizes principais das plantulas de milho. A interacdo entre a agua
residuéria de suinocultura e a bactéria A. brasilense foi benéfica e pode ser uma alternativa
de baixo custo ao uso de fertilizantes minerais.

Palavras-chave: emergéncia de plantulas, fixacao biol6gica de nitrogénio, Zea mays L.



26

PAPER 1: INITIAL DEVELOPMENT OF MAIZE INOCULATED WITH AZOSPIRILLUM
BRASILENSE AND FERTILIZED WITH SWINE WASTEWATER

ABSTRACT

Management practices have been studied and are aimed at increasing vigor and plant
growth with low production cost. The nitrogen fixing bacteria associated to the use of bio-
fertilizers can be an alternative to reduce costs of maize crop production. On the other hand,
there are no studies concerning the interaction between nutrient source and inoculation with
diazotrophs in order to evaluate maize growth. Thus, this study aimed at evaluating the use
of swine wastewater as biofertilizer in the initial development of maize inoculated with
diazotrophs bacteria. The experiment was carried out in Mississippi State in a greenhouse.
Three bio-fertilizer application rates were used (corresponding to 0, 30 and 60 kg ha™
nitrogen doses, respectively) and mineral fertilization at the same doses, with and without
inoculum, totalizing ten treatments and four replications each. Data were submitted to
ANAVA and averages were compared by SNK test at 5% probability. The use of Azospirillum
brasilense increased secondary roots growth and shortening of the main roots in maize
seedlings. The interaction between swine wastewater and A. brasilense was beneficial and
can be a low-cost alternative to the use of mineral fertilizers.

Keywords: biological nitrogen fixation, seedling emergence, Zea mays L.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma cultura importante no mundo em virtude de sua
diversidade de utilizac@o, extensdo da &rea cultivada e elevada capacidade produtiva. Os
maiores produtores mundiais sdo os Estados Unidos, a China e o Brasil. Porém, o manejo
inadequado da adubacdo ainda € um dos principais fatores que contribuem para que néo
ocorra aumento da produtividade (USDA, 2016).

Os fertilizantes, em sua grande maioria, sdo sais cuja aplicacdo pode prejudicar a
germinacdo das sementes e o desenvolvimento inicial das plantulas, caso sejam colocados
no solo proximo a elas (TAVARES et al., 2013). Quando a concentra¢cdo de sais da solucéo
do solo for maior que a da semente, ocorre o efeito negativo sobre a germinagéo (DESAI;
KOTECHA; SALUNKE, 2004).

O efeito do fertilizante sobre a germinag@o acontece pela alta concentracéo de sais e
dificulta a absorcdo de agua pelas plantulas, devido ao aumento da pressdo osmotica
externa as células (MARSCHNER, 1995). O excesso de sais na solu¢cao do solo pode
comprometer o desenvolvimento radicular e vegetativo das plantas (SOUZA; FARINELLI;
ROSOLEM, 2007), sendo mais evidentes, principalmente, em adubacdes mal realizadas do
ponto de vista da localizagdo dos adubos e também de quantidades acima da
recomendacdo (TAVARES et al.,, 2013). Com a finalidade de se aprimorar o manejo da
adubacdo, novas tecnologias precisam ser estudadas e propostas com finalidade de
maximizar os rendimentos nos cultivos de cereais, como o milho.

As quantidades de nitrogénio utilizadas pelos produtores variam entre 100 e 180 kg
de N por hectare (FANCELI; DOURADO NETO, 2000). Em 1995, foram descobertas as
potencialidades das bactérias diazotréficas microaerdbias, do género Azospirillum, fixadoras
de nitrogénio atmosférico, quando em vida livre (BODDEY; DOBEREINER, 1995) e, quando
associadas a rizosfera das plantas, podem, possivelmente, contribuir com a nutricdo
nitrogenada dessas plantas.

A otimizacdo da simbiose Azospirillum spp com milho pode resultar em incrementos
de produtividade e em diminuicdo dos custos de producao, principalmente da aquisi¢cdo de
adubos nitrogenados (OKON; VANDERLEYDEN, 1997) que sdo usados intensamente na
cultura do milho.

A aplicacao de bactérias que promovem o crescimento das plantas na agricultura
dependera de interagbes complexas entre varios fatores, incluindo a natureza dos
fertilizantes selecionados (LAl et al., 2008). No entanto, devido aos custos econdémicos e

ambientais elevados do processo de fixacdo de nitrogénio para a producao de fertilizantes
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nitrogenados, a agricultura enfrenta o desafio de aumentar o rendimento do milho e, ao
mesmo tempo reduzir a utilizacdo de fertilizantes para tornar o sistema agricola mais
sustentavel (MARINI et al., 2015)

A principal dificuldade da utilizacdo do Azospirillum na cultura do milho tem sido a
inconsisténcia dos resultados de experimentos, que podem variar de acordo com a cultivar,
condicbes edafoclimaticas e metodologia de conducéo da pesquisa (BARTCHECHEN et al.,
2010). A capacidade da populacdo de microrganismos em promover o crescimento de
plantas envolve mecanismos como a fixagdo biolégica de nitrogénio, a producdo de fito-
horménios, solubilizac&do de fosfato, 0 aumento na formacédo de pelos radiculares, formagéo
de raizes laterais, inibicdo do crescimento de fungos e a inducéo de resisténcia sistémica no
hospedeiro (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; HAN et al., 2005; DOTO et al., 2010; ARAUJO et
al., 2014).

Outra alternativa ao uso de fertilizantes minerais € a agua residuaria de suinocultura,
a qual é um biofertilizante produzido em grandes quantidades e empregado no cultivo do
milho. Ela contém N, P, K, Na, Mg, Ca, Cu, Fe, Zn, Mn e &cidos organicos (PENHA et al.,
2015). A presenca de &cidos organicos pode aumentar a eficiéncia da infec¢cdo das
bactérias nas plantas e estimulam o aumento de raizes laterais e sitios mitoticos,
aumentando os pontos de infeccdo para as bactérias diazotréficas endofiticas, como o
Azospirillum brasilense (MARQUES JUNIOR, 2008).

A interagdo do uso do biofertilizante oriundo de suinocultura com bactérias
diazotréficas ainda ndo foi testada, mas pode ser boa alternativa ao uso de fertilizantes
minerais. Mantendo o controle sobre a agua, solo, luz e temperatura do ambiente para se
obter dados consistentes, justificando os experimentos em casa de vegetagao.

Considerando esse contexto, estabeleceu-se como objetivo deste estudo avaliar a
influéncia do uso da agua residuaria como biofertilizante no desenvolvimento inicial do milho

inoculado com bactérias diazotroficas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo do experimento

O experimento foi conduzido no ano agricola de 2015, em condi¢cbes de casa de

vegetacdo, no municipio de Starkville - Mississippi, pertencente a Mississippi State
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University, departamento de agricultura da USDA/ARS, com coordenadas geograficas
33027'01” de latitude norte e 88°49’10” de longitude oeste, altitude média de 106 m.

A casa de vegetacdo permaneceu em temperatura média de 25 °C, com 12 h de luz
e irrigacdo automatica para manter o solo na capacidade de campo durante os ensaios.As
sementes foram inoculadas com cepas de Azospirillum brasilense, fornecidas pela empresa
Nitro1000, com 1,5 cm?® de in6culo por quilo de sementes, estimando a quantidade minima
de 10° células cm™ de inoculante. A inoculacdo das sementes (sem tratamento com
agroquimicos) foi realizada em recipiente desinfetado, duas horas antes da semeadura. As
estirpes de Azospirillum brasilense utilizadas foram AbV-5 e AbV-6, cedidas pela Nitro1000°,
na dose de 100 mL para 60.000 sementes, na concentracéo de 2,0 x 10° ufc mL™. O indculo
foi preparado segundo Kuppusamy et al. (2011).

Os vasos de plasticos com capacidade de 3,5 dm® (18 cm de diametro, 20 cm de
profundidade) foram completados com 2,7 kg de solo homogeneizado (Tabela 1), coletado
na profundidade de 0 a 15 cm de cultivo experimental de algoddo, o qual ndo recebeu
aplicacdo de &gua residuaria de suinocultura ou fertilizantes. Em cada recipiente, dez
sementes de milho foram semeadas em 17 de agosto de 2015. Cada vaso foi identificado e,
em seguida, aplicado o respectivo tratamento, com quatro repeticbes cada, em dois
periodos (segunda quinzena de agosto, primeira quinzena de setembro de 2015), com 40

vasos cada.

Tabelal Caracterizagcdo quimica do solo e da agua residuaria de suinocultura utilizados
no experimento

N Total Pisponivel K" ca™ Mg®* Na** C 1otal
(mgdm?® e (Gdm>) - - o e
0,249 4,1 0,0689 2,436 0,0315 0,0073 6,962
Cu Fe Mn Zn pH Argila
—————————————————— (Mg kg™ -----cmemaaaaon H,O %
0,3357 36,22 15,84 0,4432 7,1 50
Agua residuéria de suinocultura
P tota K Na Ca Mg Amonia Nitrato
---------------------- (GKg) -mmmmm e cee--(mgLYy-----
42,92 406,1 168,6 34,25 46,38 13,307 0,036
Cu Zn Fe Mn pH
—————————————————— (Mg kg ----mememaa -
0,0586 0,1194 0,187 0,1121 7,9

Trés taxas de aplicagcao do biofertilizante foram utilizadas (correspondentes as doses
de 0; 30 e 60 kg ha™ de nitrogénio, respectivamente) e a fertilizacdo mineral nas mesmas

doses, com e sem indculo, totalizando dez tratamentos, com quatro repeticdes cada.
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A fonte de N utilizada para os tratamentos com adubacdo mineral foi fertilizante
33-0-0, resultante da mistura de ureia e sulfato de amoénio. Os tratamentos foram de 30 e
60 kg ha™ de nitrogénio na semeadura. Estas sdo as doses médias utilizadas no Brasil
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2000; AMARAL FILHO et al., 2005; CANTARELLA et al.,
1997; COELHO, 2007; FARINELLI; LEMOS, 2012. PAVINATO et al., 2008, SOUZA et al.,
2003;).

O biofertilizante foi proveniente de suinocultura, de um produtor proximo da regido da
area experimental do United States Department of Agriculture - USDA, na cidade de
Okolona — Mississippi. Os teores de nutrientes do biofertilizante se encontram na Tabela 1

Tanto a agua residuaria de suinocultura quanto a ureia foram aplicadas entre as

linhas de semeadura do vaso, segundo recomendacdes de Coelho e Franca (1995).

2.2 indice de velocidade de emergéncia e velocidade de emergéncia

A primeira contagem do numero de plantulas normais (%) foi realizada a partir do
quarto dia apos a semeadura, ou seja, quando as mesmas apresentavam o epicotilo sobre a
superficie do solo. O indice de velocidade de emergéncia das plantulas foi conduzido
anotando-se o numero de plantulas que emergiram do quarto ao décimo quinto dias, em
intervalos de 24 horas, segundo metodologia empregada por Maguire (1962). Essas
avaliacdes foram feitas sempre no mesmo horério, até a estabilizagdo dos dados, de acordo
com Nakagawa (1999).

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi calculado conforme Maguire (1962),

pela Equacéo 1:

IVE = ¥°_, (Ei/ni) 1)

Em que:

IVE = indice de velocidade de emergéncia;

Ei = nimero de plantulas normais computadas diariamente na primeira contagem, até
a Ultima contagem;

n; = numero de dias da semeadura até a primeira, até a segunda, até a ultima
contagem.

A velocidade de emergéncia (VE) foi calculada segundo Edmond e Drapala (1958),

apud Nakagawa (1999), Equacéao 2:
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_ (Eini)
VE = S Ei

)

Em que:

VE = velocidade de emergéncia,;

E; = numero de plantulas normais computadas na contagem diéria, na segunda
contagem (...) até a Ultima contagem;

N; = numero de dias da semeadura até a primeira, até a segunda (...) até a Ultima

contagem.

2.3  Comprimento de plantulas e massa seca

O comprimento das plantulas normais foi medido ao final do décimo quinto dia apés
a semeadura, com auxilio de régua graduada em milimetros. Uma lamina foi utilizada para
separar a parte aérea das raizes e estas foram medidas separadamente. Os valores obtidos
para cada repeticdo foram somados e divididos pelo numero de plantulas normais
mensuradas (NAKAGAWA, 1999).

Conjuntamente com o teste de comprimento de plantulas foi determinada a massa da
matéria seca do epicétilo e raizes, colocados em sacos de papel e levados para secagem
em estufa com circulagdo de ar forcada a 65 °C, durante 72 h. Apés a secagem, as
amostras foram pesadas, utilizando-se uma balanca analitica de precisdo 0,001 g. A massa
obtida para cada repeticdo foi dividida pelo nimero de plantulas normais mensuradas,
resultando na massa média por plantula.

Para avaliar a variabilidade dos dados, foi realizada, inicialmente, a verificacdo da

normalidade dos dados e homogeneidade das variancias.

2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 2, com quatro repeticdes totalizando 40 ensaios, realizados em dois periodos
sequenciais. Os fatores de estudo da pesquisa foram: doses de &gua residuaria de

suinocultura equivalentes a 0; 30 e 60 kg N ha™* e doses de 30 e 60 kg N ha™ de fertilizante
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mineral, com e sem inoculacdo com A. brasilense Para comparacdo entre testemunha e

tratamentos foi realizado o teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) das sementes de milho variou entre
0,156 e 0,340, sem apresentar diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
(p>0,05), nos dois periodos estudados (Tabela 2).

Tabela 2 indice de velocidade de germinacdo e indice de velocidade de emergéncia de
milho com biofertilizacdo de agua residuéria de suinocultura (ARS), fertilizante
mineral (F.M.), sem e com inoculacéo de Azospirillum brasilense

Dose de nitrogénio Periodo 1 Periodo 2
(kg ha™) Sem inoculag&o A. brasilense Sem inoculagéo A. brasilense
indice de velocidade de emergéncia (IVE)

0 0,210 aA 0,185 aA 0,250 aA 0,290 aA
30 via F.M. 0,210 aA 0,218 aA 0,206 aA 0,260 aA
60 via F.M. 0,213 aA 0,203 aA 0,200 aA 0,230 aA
30 via ARS 0,200 aA 0,213 aA 0,156 aA 0,260 aA
60 via ARS 0,208 aA 0,218 aA 0,156 aA 0,290 aA
Media 0,208 0,246

CV (%) 9,21 13,92

Velocidade de emergéncia (VE)

0 4,57 aA 4,78 aA 5,22 aA 5,47 aA
30 via F.M. 4,68 aA 4,82 aA 4,15 bA 4,85 bA
60 via F.M. 4,67 aA 4,89 aA 3,97 bA 4,63 bA
30 via ARS 4,25 aA 4,65 aB 5,20 aA 5,40 aA
60 via ARS 4,72 aA 4,60 aA 5,40 aA 5,00 aA
Média 4,66 4,93

CV (%) 5,33 6,65

Notas: Médias seguidas de letras minUsculas diferentes nas colunas e letras mailsculas diferentes
nas linhas apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de
probabilidade. ns: N&o significativo.

O indice de velocidade de emergéncia representa o0 numero plantulas emergidas por
dia e quanto maior esse numero, possivelmente, maior vigor das plantulas (MAGUIRE,
1962). Nesse caso, a auséncia de diferenca estatistica entre os tratamentos é positiva, pois
indica que o uso do fertilizante mineral e da 4gua residuaria de suinocultura apresentam o

mesmo efeito sobre o numero de plantas emergidas por dia.
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A velocidade de emergéncia (VE) das plantulas de milho foi maior em todos os
tratamentos quando se utilizou o indéculo com A. brasilense, com diferenca estatistica
(p<0,05) no Periodo 2 (Tabela 2). Os tratamentos com adubac¢&o mineral, nas doses de 30 e
60 kg ha® apresentaram menor VE e diferiram estatisticamente do controle e dos
tratamentos com agua residuéria de suinocultura. A dose de 60 kg ha™ aplicada via ARS
também apresentou reducdo na VE, quando as sementes foram inoculadas.

A velocidade de emergéncia representa o nimero de dias médio necessario para
atingir a emergéncia maxima (EDMOND; DRAPALA, 1958). Quanto maior o tempo para
emergéncia, possivelmente menor vigor das plantulas. Resultados que mostram maior vigor
inicial das plantulas de milho indicam que elas séo positivamente afetadas pelo tratamento
de sementes com o inéculo e o fertilizante mineral.

Em situagéo de desuniformidade na velocidade de emergéncia, o desenvolvimento
do estande de plantas sera afetado negativamente, sendo que as plantulas que emergem
primeiro sombreardo as plantulas com emergéncia mais tardia (MONDO et al., 2012). As
plantulas com emergéncia atrasada podem apresentar menor capacidade de competicédo
por agua, luz e nutrientes devido ao menor crescimento da parte aérea e sistema radicular
(MEROTTO-JUNIOR et al., 1999). Nesse caso, o uso de fertilizante mineral apresentou
vantagem pelo aumento da velocidade de emergéncia das plantulas reduzindo, assim, 0s
problemas discutidos anteriormente.

Os tratamentos com A. brasilense apresentaram menor comprimento da parte aérea,
em relacdo aos n&o inoculados (Tabela 3). O tratamento com 60 kg ha™ aplicado via
adubacdo mineral apresentou reducdo de 16% no comprimento da parte aérea, quando
utilizado o inéculo, diferindo estatisticamente (p < 0,05) dos demais tratamentos.

O comprimento da raiz também foi menor nos tratamentos em que se utilizou o
A. brasilense, diferindo estatisticamente dos tratamentos sem inéculo (p < 0,05). Entre os
tratamentos, dentro do fator inoculagdo, ndo houve diferenca estatistica entre o
comprimento da raiz em ambos os periodos estudados.

Segundo Arnon (1975), a deficiéncia de N retarda a divisdo celular nos pontos de
crescimento do milho, resultando em reducgéo na éarea foliar e no tamanho da planta, com
reflexos negativos sobre a producdo. No entanto, ndo se observou deficiéncia de N nos
tratamentos empregados neste estudo. O que se verificou foi alteragdo no crescimento das
raizes do milho, quando do uso do inécuo. Assim, enquanto os tratamentos sem o inéculo
apresentaram crescimento longitudinal, os tratamentos com A. brasilense apresentaram
crescimento das raizes laterais e aumento do didmetro das mesmas, 0 que pode ser

confirmado pela néo diferenca entre as massas secas das raizes (Tabela 4).
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Tabela3 Comprimento da parte aérea e raiz de plantas de milho produzidas com
biofertilizagdo de agua residuaria de suinocultura (ARS), fertilizante mineral
(F.M.), sem e com inoculacdo de Azospirillum brasilense aos quinze dias ap0és a

semeadura
Dose de nitrogénio Periodo 1 Periodo 2
(kg ha'l) Sem inoculacéo A. brasilense Sem inoculacéo A. brasilense
Comprimento da parte aérea (mm)
0 373 aA 348 aB 366 aA 331 aA
30 via F.M. 358 aA 350 aA 321 aA 326 aA
60 via F.M. 388 aA 325 aB 301 aA 315 aA
30 via ARS 390 aA 347 aB 366 aA 328 aA
60 via ARS 388 aA 368 bB 351 aA 332 aA
Média 363 333
CV (%) 4,41 11,12
Comprimento da raiz (mm)
0 251 aA 176 aB 286 Aa 229 aB
30 via F.M. 247 aA 177 aB 243 aA 208 aB
60 via F.M. 282 aA 188 aB 257 aA 204 aB
30 via ARS 274 aA 170 aB 300 aA 225 aB
60 via ARS 281 aA 170 aB 263 aA 219 aB
Média 221 243
CV (%) 17,45 16,86

Notas: Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas e letras mailsculas diferentes
nas linhas apresentaram diferenc¢a estatistica pelo teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de
probabilidade.

Os tratamentos com adubacdo mineral apresentaram menores valores de massa
seca da parte aérea e raiz, diferindo estatisticamente do controle e dos tratamentos com
agua residudria de suinocultura.

O uso de A. brasilense apresenta efeito no crescimento das raizes com consequente
melhora na capacidade de assimilacdo de nutrientes pela planta. O efeito benéfico da
associacdo com A. brasilense ocorre devido & soma de mdltiplos mecanismos, pois as
bactérias do género Azospirillum podem produzir fitormdnios (tais como giberelinas, acido
indolacético e etileno). Além disso, fixam nitrogénio em associacdo com plantas, por
apresentarem metabolismo de nitrogénio bastante versatil. JA que as bactérias podem se
multiplicar em diversas fontes de N tais como: amdnio, nitrato, nitrito, aminoacidos e
nitrogénio atmosférico. Porém, a transferéncia de nitrogénio fixado para a planta associada
parece ser limitada e nem sempre é detectada (HUERGO, 2006). Nesse experimento, no
desenvolvimento inicial até quinze dias apd6s a semeadura, nao foi possivel detectar

aumento no crescimento radicular promovido pelo A. brasilense, como seria esperado.
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Tabela4 Massa seca da parte aérea e raiz de plantas de milho produzidas a com
biofertilizagdo de agua residuaria de suinocultura (ARS), fertilizante mineral
(F.M.), sem e com inoculacdo de Azospirillum brasilense aos quinze dias ap0és a

semeadura
Dose de nitrogénio Periodo 1 Periodo 2
(kg ha'l) Sem inoculacéo A, brasilense Sem inoculacéo A, brasilense
Massa seca da parte aérea (g)

0 1,74 bA 1,32 aA 1,84 aA 1,54 aA
30 via F.M. 1,70 bA 1,62 aA 1,48 abA 1,24 aA
60 via F.M. 1,28 aA 1,37 aA 1,26 aA 1,46 aA
30 via ARS 1,98 cA 1,73 aA 2,02 aA 1,58 aB
60 via ARS 1,40 bA 1,68 aA 1,56 aA 1,42 aA
Média 1,58 1,56

CV (%) 20,51 15,66

Massa seca da raiz (g)

0 1,72 bA 1,31 aB 1,22 bA 1,36 aA
30 via F.M. 1,51 aA 1,51 aA 1,52 bA 1,28 aA
60 via F.M. 1,89 bA 1,35 aB 1,05 aA 1,18 aA
30 via ARS 1,65 abA 1,68 bA 1,50 bA 1,22 aA
60 via ARS 1,62 abA 1,70 bA 1,74 cA 1,44 aA
Média 1,59 1,44

CV (%) 11,37 21,27

Notas: Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas e letras mailsculas diferentes
nas linhas apresentaram diferenc¢a estatistica pelo teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de
probabilidade.

7

De acordo com Mondo et al. (2012), o aumento na matéria seca é refletida na
produtividade da planta. Assim, plantas com maior crescimento inicial e acimulo de massa
seca podem utilizar melhor a radiacdo solar, logo no inicio do ciclo, o0 que pode aumentar a
disponibilidade de hidratos de carbono para melhor vigor das plantas. Essa afirmacédo é
apoiada no fato de que o milho é uma espécie com metabolismo C4, o que tende a
expressar melhor seu potencial genético pelo uso eficiente da radiacdo solar. Portanto,
aumentar e/ou estimular o crescimento de plantas resulta em melhor eficiéncia
fotossintética. Do mesmo modo, o bom desenvolvimento inicial da raiz melhora o rendimento
do sistema devido ao maior volume de solo que elas exploram. Isso permite que as plantas
tolerem melhor o estresse hidrico e facilita o aumento da capacidade de absorcdo de
nutrientes. O aumento direto desse mecanismo faz com que ocorra maior absor¢cdo de
nutrientes pela interceptacdo da raiz, fluxo de massa e difusdo (MELO; BALDOTTO;
BALDOTTO, 2015).

Okon e Vanderleyden (1997), baseando-se em dados acumulados durante 22 anos
de pesquisa com experimentos de inoculacdo a campo, concluiram que o0 género

Azospirillum spp. promove ganhos em rendimento, em importantes culturas e nas mais
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variadas condi¢Bes de clima e solo. Contudo, os autores salientaram que 0 ganho com
Azospirillum spp. vai mais além do que simples auxiliar na fixacdo biolégica do nitrogénio,
auxiliando também no aumento da superficie de absorcdo das raizes da planta e,
consequentemente, no aumento do volume de substrato do solo explorado. Tal constatacédo
€ justificada pelo fato de a inoculacdo modificar a morfologia do sistema radicular,
aumentando ndo apenas o numero de radicelas, mas, também, o didmetro da raizes laterais
e adventicias. Pelo menos parte, ou talvez muitos desses efeitos de Azospirillum spp. nas
plantas, possam ser atribuidos a producdo, pela bactéria, de substancias promotoras de
crescimento, entre elas as auxinas, giberelinas e citocininas e ndo somente a fixagédo
biol6gica de nitrogénio.

Outras pesquisas utilizando A. brasilense poderiam incidir sobre o esclarecimento
das complexas interacdes entre a rizosfera e os diferentes sistemas de cultivo, visando
ampliar as opg¢Oes para sustentabilidade. Esse conhecimento pode contribuir com novas
ideias a respeito dos parametros que poderiam ser melhorados para tornar mais eficiente a
promocao de crescimento de plantas e os inoculantes serem mais utilizados em beneficio da
agricultura (FIBACH-PALDI; BURDMAN; OKON, 2012).

Os resultados deste estudo indicam que novas praticas de manejo tecnoldgicas
podem ser desenvolvidas com base no estimular do crescimento das plantas e,

possivelmente, no aumento da produtividade do milho.

4 CONCLUSAO

Nas condicbes em que o experimento foi realizado, pode-se concluir que a
inoculagdo com Azospirillum brasilense promoveu o crescimento das raizes laterais e

encurtamento das raizes principais das plantulas de milho.
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ARTIGO 2 - COMPONENTES DE RENDIMENTO DE MILHO INOCULADO COM
AZOSPIRILLUM BRASILENSE E FERTILIZADO COM AGUA RESIDUARIA DE
SUINOCULTURA

RESUMO

O rendimento de milho pode ser afetado pela fonte de nitrogénio utilizada durante o cultivo,
que podem ser bactérias diazotroficas e agua residuéria de suinocultura. O estudo foi
desenvolvido em campo experimental durante dois anos consecutivos, com o objetivo de
avaliar os efeitos do in6culo de Azospirillum brasilense associado a taxas de agua residuéria
de suinocultura sobre os componentes de rendimento do milho de segunda safra. Trés taxas
de aplicacdo de biofertilizante foram utilizadas (correspondentes a 0; 30 e 60 kg ha™ de
nitrogénio, respectivamente) e a fertilizagdo mineral nas mesmas doses, com e sem inéculo,
totalizando dez tratamentos, com quatro repeticbes cada. O estande inicial e final de
plantas, indice de clorofila (SPAD), espigas por metro, nUmero de grdos por espiga,
comprimento e massa da raquis, e a eficiéncia agronémica do uso de N foram avaliados. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Duncan, a 0,05 de probabilidade. A interacdo entre o biofertilizante e A. brasilense
aumentou todos os componentes de rendimento avaliados, exceto o nUmero de espigas por
planta e a populacdo de plantas. No entanto, os resultados mais expressivos foram com a
dose de 60 kg ha™ de nitrogénio, tanto para o fertilizante mineral quanto o biofertilizante de
suinocultura, nas duas safras estudadas. Assim, o uso de biofertilizante de suinocultura
associado ao uso de A. brasilense surge como alternativa como reducdo dos custos de
producédo de milho.

Palavras-chave: fontes alternativas de N, fixac@o biol6gica de nitrogénio, Zea mays (L.)
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PAPER 2: YIELD COMPONENTS OF MAIZE CROP INOCULATED WITH AZOSPIRILLUM
BRASILENSE AND SWINE WASTEWATER AS BIOFERTILIZER

ABSTRACT

The corn yield can be affected by nitrogen source used during cropping. As nitrogen source
can be used by nitrogen-fixing bacteria (diazotrophic) and swine wastewater. The experiment
was carried out in an experimental area for two consecutive years, in order to evaluate the
effects of A. brasilense inoculum associated with swine wastewater rates on the yield
components of corn. Three bio-fertilizer application rates were used (corresponding to 0, 30
and 60 kg ha™ nitrogen doses, respectively) and mineral fertilization at the same doses, with
and without inoculum, resulting on ten treatments with four replications each. The initial and
final plant population, chlorophyll content (SPAD), grain weight per ear, ears per meter and
number of grains per ear, length and weight of rachis and agronomic efficiency of N use were
evaluated. Data were submitted to analysis of variance and averages were compared by
Duncan test at 0.05 probability. The interaction between bio-fertilizer and A. brasilense
increased all yield components evaluated, except ear number per plant and plant population.
However, the most significant results were with 60-kg ha™ dose of nitrogen for both mineral
fertilizer and swine biofertilizer in both studied cropping seasons. Thus, the use of swine
biofertilizers associated with A. brasilense use is an alternative to reduce corn production
costs.

Keywords: alternative sources of N, biological nitrogen fixation, Zea mays (L.).
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma das plantas cultivadas de maior importancia para o
mundo, sendo objeto de estudos que tém permitido seu cultivo em todos os continentes. Na
agricultura brasileira, apresenta extensa cadeia produtiva tanto do ponto de vista econémico
como agrondmico, compondo o sistema de rotacdo de cultura (BONO et al., 2008).

Assim, a identificacdo dos atributos da planta, que sdo os responsaveis pelo seu
maior rendimento é essencial; a producdo de grdos por planta € o mais importante e
complexo desses atributos. Por isso, as melhores técnicas de manejos devem ser
disponibilizadas para aumentar a produtividade e melhorar a situagdo econdmica do
produtor de milho (YADAV; YADAV; SHING, 2011).

Outra atividade agricola que possui grande demanda € a suinocultura, que tem
aumentado nos mercados interno e externo exigindo-se aumento de producao. Isso acarreta
um aumento de residuos gerados pela agroindustria suinicola. O dejeto suino tratado pode
servir como fertilizante para plantas de culturas anuais, usando o solo como meio de
reciclagem de nutrientes, desde que feito de maneira adequada (PRIOR et al., 2013).

Para suprir a demanda das plantas por nutrientes, as taxas de aplicacdo de aguas
residuérias devem ser determinadas, seguindo-se os mesmos niveis da fertilizagdo mineral
para boa producdo agricola, de acordo com as respectivas recomendacdes nutricionais
(BUCKLEY; MOHR; THERRIEN, 2010). O uso agricola da agua residuaria de suinocultura
deve ser monitorado para que os atributos que caracterizam o seu valor fertilizante para as
plantas ndo acarretem contaminagdo ambiental (CAVALLET et al., 2006). A concentragédo de
nutrientes na agua residuaria de suinocultura é variavel, conforme a condi¢cdo do local de
coleta, e deve ser determinada antes da aplicacdo no solo para se dimensionar a taxa de
aplicacdo. Em média, cada metro cubico de esterco suino liquido contém 2,8 kg de N, 2,4 kg
de P,0Os, 1,5 kg de K,O5 e 3% de matéria organica (SBCS, 2004).

A aplicacdo de dejetos de suinos (nao tratado, resultante de lagoa de estabilizacdo
por 120 dias ou como efluente de biodigestor) promoveu aumento na producao de biomassa
seca e na concentracdo de nutrientes no milho, menos para o célcio (FEY et al., 2010). No
entanto, quando o milho é fertilizado com dejeto suino € complementado com adubacéo
mineral de fésforo e potassio, excede as necessidades das plantas e ocorre a acumulacéo
no solo (CELA et al., 2010).

O uso da agua residuaria é justificado pela economia com o uso de fertilizantes

minerais, pois em cultivos como trigo, milho e arroz, a adubacéo nitrogenada representa a
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parte dos custos mais elevada do processo produtivo e consomem, aproximadamente, 60%
do total de fertilizantes nitrogenados do mundo (ESPINDULA et al., 2014).

O aumento do custo dos adubos nitrogenados e a preocupacado cada vez maior com
possiveis efeitos negativos do excesso de nitrato nos mananciais séo fatores que devem ser
considerados para o incentivo ao estudo do processo natural de fixacdo biolégica do
nitrogénio (FBN) (CANTARELLA; DUARTE, 2004). Esse processo € realizado por
microrganismos chamados diazotroficos (bactérias e cianobactérias fixadoras de nitrogénio).

As bactérias diazotréficas correspondem a um grupo de microrganismos benéficos
as plantas, devido a capacidade de colonizar a superficie das raizes, rizosfera, filosfera e
tecidos internos das plantas (DAVISON, 1988; KLOEPPER et al., 1989).

Segundo Lai et al. (2008), determinar o melhor ajuste entre as bactérias inoculadas,
diferentes fertilizantes e seus efeitos sobre a resposta da planta é importante para avaliar a
eficiéncia das bactérias diazotréficas e recomendar sua utilizacdo mais viavel.

A fixacdo de nitrogénio na planta, durante a associacdo planta-bactérias, € um
processo em que as bactérias apenas fornecem o nitrogénio fixado se fontes de carbono e
energia estdo suficientemente disponiveis (CHUBATSU et al., 2012).

A presenca de acidos humicos (AH), gerados pela decomposicdo de matéria
organica pode aumentar a eficiéncia da infeccdo das bactérias nas plantas. Assim, em
sistema plantio direto ou quando se utilizam aguas residudrias que contém matéria organica,
esse processo é facilitado pela grande quantidade de himus no solo. Segundo Marques
Janior (2006), os AH estimulam o aumento de raizes laterais e sitios mitéticos, aumentando
0s pontos de infeccdo para as bactérias diazotréficas endofiticas.

Os ganhos com a utilizacdo do A. brasilense vdo além da fixacdo de nitrogénio
atmosférico e aumento do indice de clorofila, proporcionam, também, aumento da superficie
de absorcao das raizes da planta e, consequentemente, aumento do volume de exploracao
de nutrientes no solo, o que torna o uso dos nutrientes pela planta mais eficiente (NUNES et
al., 2016).

A inoculagéo de A. brasilense em milho pode estimular o desenvolvimento de plantas
no periodo vegetativo, aumentando a probabilidade de se obter populacdo de plantas
uniforme, maior resisténcia ao estresse hidrico e maior indice de clorofila nas folhas.
Quadros et al. (2014) estudaram trés hibridos de milho e verificaram que todos responderam
de forma diferente a inoculacdo de A. brasilense, sugerindo que o gendétipo da planta
desempenha papel importante na colonizagéo pelas bactérias, o que deve estar relacionado
com a relagdo rizosfera/bactéria. A atividade benéfica dessas bactérias é muito estudada;

porém, sua interacdo com praticas de manejo ainda necessita de mais pesquisa, em
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diferentes regifes edafoclimaticas, visto que, alterando-se o tipo de solo ou o clima, alteram-
se também os fatores que afetam a relacdo planta/bactéria.

A dose de nitrogénio aplicada deve ser criteriosa pois a eficiéncia da fixacéo
bioldégica em bactérias diazotroficas, como o A. brasilense, é rapidamente reduzida ou até
mesmo inibida na presenca de niveis elevados de aménia no solo, o que pode causar a
inibicdo rapida da atividade de nitrogenase, responsavel pela conversdo do N atmosférico
(N2), uma forma mais aceita de nitrogénio pela planta (PANKIEVCZ et al., 2016).

O rendimento de graos de milho apresenta trés componentes que mais interferem na
produtividade: nimero de espigas por planta, nUmero de grados por espiga e massa de
graos. A definicdo desses componentes € determinada pelas condicfes em cada estadio de
desenvolvimento da planta de milho (YOSEFI et al., 2011). A avaliacdo dos componentes do
rendimento de gréos de milho permite obter um indicativo da disponibilidade de N durante o
seu ciclo de desenvolvimento (BEYRANVAND et al., 2013).

Nesse sentido, estabeleceu-se como objetivo deste trabalho avaliar o efeito da
inoculagdo com Azospirillum brasilense e fertilizagdo com agua residuéria de suinocultura e
adubacdo mineral nas doses de 0, 30 e 60 kg ha™ de nitrogénio, sobre os seguintes
componentes de rendimento do milho: populacao de plantas, indice de clorofila, nUmero de
espigas, niumero de graos por espiga, massa da raquis, comprimento da espiga, e eficiéncia

agrondmica de uso do nitrogénio pelo milho, nos anos agricolas de 2014 e 2015.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo do experimento

O experimento foi conduzido nos anos agricolas 2014 e 2015, em condi¢cdes de
campo, em area experimental localizada no municipio de Cascavel, Estado do Paran4,
pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana, apresentando como coordenadas
geograficas 24°48' de latitude sul e 53°26' de longitude oeste, altitude média de 760 m.

O clima da regido, de acordo com a classificacdo de Koppen, € do tipo Cfc,
subtropical, mesotérmico e superimido, com precipitacdo média anual de 1800 mm, verdes

guentes, com tendéncia de concentracdes de chuvas, sem estacdo seca definida e geadas
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pouco frequentes. A temperatura média anual é em torno de 25°C e a umidade relativa do ar
média é de 75% (IAPAR, 1998).

O solo da area experimental é classificado como LATOSSOLO VERMELHO
Distroférrico tipico (EMBRAPA, 2013), substrato basalto e relevo suave ondulado. Antes da
instalacdo do experimento, amostras de solo foram coletadas para andlise quimica de rotina,
na profundidade de 0 a 0,20 m, segundo Raij (1997). A andlise do solo, realizada em
dezembro de 2013, apresentou 655 g kg™ de argila; 44,12 g dm™ de matéria organica; pH
(H20) 5,8; 7,83 mg dm™ de P disponivel; 0,33 cmol. kg™ de K*; 6,06 cmol, kg* de Ca?*;
3,74 cmol, kg* de Mg®; 4,85 cmol. kg* de H"*At** e CTC de 14,18 cmol, kg™. A éarea
experimental é cultivada em sistema de semeadura direta ha mais de 20 anos, utilizando
cultivos com soja (Glycine max L.), milho (Zea mays L.), aveia-preta (Avena strigosa), nabo
forrageiro (Raphanus sativus L.) e azevém (Lolium multiflorum L.).

As médias mensais de temperatura maxima e minima (°C) e precipitagdo

pluviométrica acumulada (mm) durante o periodo experimental estdo apresentadas na
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Figura 1 Médias mensais de temperatura maxima e minima (°C) e precipitacdo

pluviométrica acumulada (mm) durante o periodo experimental. Fonte: Simepar
(2015).

O delineamento estatistico foi realizado em parcelas subdivididas com a subparcela
disposta em faixas, com quatro repeticdes cada. Trés taxas de aplicacdo do biofertilizante

foram utilizadas (correspondentes as doses de 0; 30 e 60 kg ha™ de nitrogénio,
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respectivamente) e a fertilizacdo mineral nas mesmas doses, com e sem inéculo, totalizando
dez tratamentos, com quatro repeticbes cada. Os dados foram submetidos a testes de
normalidade e analise de variancia, utilizando-se o software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011).
As médias foram comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. O teste de
Duncan foi escolhido por que faz 0 agrupamento de dados semelhantes entre si e, assim,

consegue-se verificar a igualdade/diferenca entre as doses e fontes de nitrogénio testadas.

2.2 Inoculacéao e aplicacdo dos tratamentos

A inoculacdo das sementes (sem tratamento com agroquimicos) foi realizada em um
recipiente desinfetado, duas horas antes da semeadura. As estirpes de Azospirillum
brasilense utilizadas foram AbV-5 e AbV-6, cedidas pela Nitrol000®, na dose de
100 mL para 60.000 sementes, na concentracéo de 2,0 x 10% ufc mL™.

A variedade de milho utilizada nos dois anos de experimento foi a IPR 114, cedida
pelo Instituto Agronémico do Parand - IAPAR. As semeaduras foram realizadas nos dias
08/01/2014 e 26/11/2014, com auxilio de semeadora manual, primeiramente com as
sementes sem indculo nas linhas demarcadas, sob sistema plantio direto, com espacamento
entre as linhas de semeadura de 0,8 m, cinco plantas por metro, com estande final de
62.500 plantas ha®. As parcelas de quatro linhas de 3,0 m foram demarcadas com
espacamento de 2,0 m entre parcelas.

A agua residuéria de suinocultura foi tratada em biodigestor, seguido de tanque de
sedimentacgdo (decantador) e lagoa facultativa, no municipio de Toledo - PR, nos dois anos
de cultivo.

Cada parcela teve seu respectivo tratamento, com quatro repeticfes, totalizando
40 parcelas em faixas. A agua residuéaria foi coletada para caracterizacdo quimica 24 h
antes da aplicacdo (Tabela 1).

O equivalente em N total de Kjeldhal foi aplicado via agua residuaria de suinocultura,
para perfazer as quantidades de 30 e 60 kg ha™ de N, conforme recomendado para
adubacédo de semeadura para o milho com alto rendimento por Fancelli e Dourado Neto
(2000).

Na adubacdo de semeadura foram aplicados 60 kg ha™ de P,Os via superfosfato
triplo (42% de P,Os) e 50 kg ha™ de K,O via cloreto de potassio (58% de K,O). Nos
tratamentos com adubacdo mineral nas doses de 30 e 60 kg ha™ de N, foi utilizada ureia
(45% de N).



47

Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas da 4gua residuéria de suinocultura, obtidas antes
de cada aplicacdo, em janeiro e novembro de 2014

Parametro (mg L™ Janeiro Novembro Determinacéo
N total 1.867,2 1.386,4 Micro-KjeIdahIl
Fosforo total 125,4 119,8 Espectrofotdmetro visivel
Potassio 575,4 484,7 EAA
Sadio 153,6 163,0 EAA
Célcio 51,4 39,2 EAA
Magnésio 31,6 28,2 EAA
Cobre 0,91 0,69 EAA
Zinco 4,13 3,15 EAA
Ferro 4,09 2,79 EAA
Manganés 0,38 0,24 EAA
Cond. elétrica (uS cm™) 1963,9 1682,7 Condutivimetro
pH 8,1 7,8 pHmetro
Densidade (g cm'3) 1,003 1,004 Gravimetria

Notas: 'Bremner e Mulvaney (1965); ’EAA = Espectrofotdbmetro de absor¢éo atémica.

A fonte de N utilizada para os tratamentos com adubacdo mineral foi fertilizante
33-0-0, resultante da mistura de ureia e sulfato de amoénio. Os tratamentos foram de 30 e
60 kg ha™ de nitrogénio na semeadura. Estas sdo as doses médias utilizadas no Brasil
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2000; AMARAL FILHO et al., 2005; CANTARELLA et al.,
1997; COELHO, 2007; FARINELLI; LEMOS, 2012. PAVINATO et al., 2008, SOUZA et al.,
2007).

2.3 Determinacdo dos componentes de rendimento

A populacgéo inicial foi determinada contando-se o nimero total de plantas presentes,
aos 14 dias apés a semeadura, quando as plantas estavam entre os estadios V1 e V2
(RITCHIE; HANWAY; BENSON, 1993), em trés linhas de trés metros cada. Na véspera de
colheita, a populacédo final de plantas foi determinada da mesma maneira que a inicial. Os
resultados foram expressos em plantas por metro.

O indice de clorofila (SPAD) foi determinado utilizando-se o clorofildmetro Minolta-
502 da Konica®. As leituras de SPAD foram realizadas em dez plantas aleatérias de cada
parcela, na folha oposta e abaixo a espiga, quando as plantas apresentaram a inflorescéncia
feminina.

A colheita foi realizada manualmente aos 188 e 181 dias apds a semeadura,

respectivamente nos anos de 2014 e 2015. No momento da colheita, o teor de agua das
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sementes estava entre 18 e 25%. Todas as espigas de todas as plantas de cada parcela
foram colhidas e colocadas em sacos de papel identificados.

As espigas com palha foram colocadas em estufa a 40 °C por 24 h para secagem. As
sementes de milho de dez espigas de cada parcela foram contadas para determinacdo do
namero de sementes por espiga.

O numero de espigas por metro foi determinado dividindo-se a quantidade de
espigas de cada parcela por 9,9 m (total das trés linhas de 3,3 m de cada parcela).

A debulha e limpeza foram realizadas manualmente. Posteriormente, as espigas
foram contadas, pesadas e o comprimento foi medido com paquimetro digital de preciséo
0,01 cm. Ap6s a debulha, as raquis foram pesadas para a determinacdo da massa da
raquis.

A eficiéncia agronémica de uso do N foi determinada, segundo Fageria e Baligar
(2005), pela Equacéo 1:

__ PGcf-PGsf

EA e (kg kg™ 1)

Em que:
EA = eficiéncia agrondmica;
PGcf = producéo de gréos com fertilizante nitrogenado;
PGsf, = producéo de gréos sem fertilizante nitrogenado; e
QNa = quantidade em kg de N aplicado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A populacdo inicial de plantas, verificada aos 14 dias apds a semeadura, nao
apresentou diferenga estatistica entre os tratamentos, nos dois anos de cultivo analisados
(Tabela 2). O mesmo foi verificado na véspera da colheita, em que a populagéo final de
plantas ndo apresentou diferenca estatistica significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste
de Duncan. Entretanto, observa-se que a populacdo de plantas foi reduzida ao final do ciclo,
fato atribuido ao acamamento das plantas decorrente dos ventos e chuvas na éarea

experimental nos meses que antecedeu a colheita (julho de 2014 e maio de 2015).
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Tabela 2 Populagdo inicial e final de plantas de milho de segunda safra (plantas m™)
produzidas com biofertilizacdo de agua residuaria de suinocultura (ARS),
fertilizante mineral (F.M.), sem e com inoculacao de Azospirillum brasilense

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculacao A. brasilense Sem inoculacao A. brasilense
Populacao inicial (plantas m™)
0 3,6 aA 4,5 aA 4,4 aA 4,5 aA
30 via F.M. 3,6 aA 4,5 aA 4,2 aA 4,4 aA
60 via F.M. 4,3 aA 4,5 aA 4,6 aA 4,3 aA
30 via ARS 4,1 aA 4,3 aA 4,1 aA 4,6 aA
60 via ARS 3,6 aA 4,3 aA 4,5 aA 4,9 aA
Média 3,8 4,4 4,4 4,5
CV (%) @ 13,49 @ 4,08 @ 11,87 @ 4,66
Populagao final (plantas m™)
0 2,8 aA 2,9 aA 2,8 aA 3,6 aA
30 via F.M. 2,9 aA 3,2 aA 2,6 aA 3,0aA
60 via F.M. 3,3aA 2,8 aA 3,3aA 3,2aA
30 via ARS 2,4 aA 3,3aA 3,0aA 3,3aA
60 via ARS 3,2aA 3,3aA 3,5aA 3,3aA
Média 2,9 3,1 3.0 3,3
CV (%) W17,74 © 13,39 15,63 © 11,86

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, minlsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) ) corresponde ao coeficiente de variagéo total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculacéo.

Quando o estudo é conduzido dentro de uma populagéo de plantas, esse passa a ser
diferente da analise de plantas de forma isolada, em vasos, onde as plantas estao livres do
efeito de competicdo (ALMEIDA; MUNDSTOCK, 2001). De acordo com Harper (1977), um
individuo em uma populagdo sofre efeitos de restricdo sobre a taxa de crescimento em
funcdo da presenca e arranjo dos vizinhos na populacdo de plantas. Esse efeito ndo foi
observado neste estudo, justificado pela semelhanca estatistica que os tratamentos
apresentaram na populacdo inicial de plantas, ou seja, houve redugdo da populagcédo de
plantas mas de forma geral em toda a area experimental.

A inoculacdo via foliar da bactéria A. brasilense em milho proporcionou maior
populacéo final de plantas, em estudos realizados por Portugal et al. (2012). Os dados
obtidos discordam dos valores encontrados por Novakowiski et al. (2011), que obtiveram
populagdo de plantas de milho inferiores, quando se fez a inoculagdo com A. brasilense,
tanto em aplicagéo foliar quanto na inoculacédo das sementes. No presente estudo, referente
a inoculacdo das sementes, as doses de N aplicadas, tanto com fertilizante mineral quanto
com &gua residuaria de suinocultura ndo apresentaram influéncia sobre a populagéo final de

plantas.
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As médias de leitura de clorofila (SPAD) apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos com e sem o inéculo com A. brasilense nos dois periodos avaliados (Tabela 3).
As maiores médias foram observadas nos tratamentos com inoculacdo. No entanto, 0s
tratamentos com agua residuéria de suinocultura na dose de 60 kg ha™ ndo apresentaram
diferenca significativa entre o uso ou ndo do inéculo. O maior aporte de nitrogénio aplicado
no solo somado ao N fixado pelas bactérias pode ter colaborado com o maior indice de

clorofila observado.

Tabela 3 indice de clorofila (SPAD) das folhas de milho com biofertilizacdo de agua
residuaria de suinocultura (ARS) ou fertilizante mineral (F.M.), sem e com
inoculag&o de Azospirillum brasilense em dois anos de observacgéao

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculac&o A. brasilense Sem inoculag&o A. brasilense

0 27,74 aA 33,76 aB 34,92 aA 41,93 aB
30 via F.M. 26,56 aA 32,94 aB 29,58 aA 36,91 aB
60 via F.M. 29,42 aA 37,39 aB 35,99 aA 34,50 aA
30 via ARS 22,98 aA 30,95 aB 30,02 aA 33,43 aB
60 via ARS 29,74 aA 30,49 aA 37,01 aA 36,02 aA
Média 27,08 33,21 33,50 36,56
CV (%) W 24,29 @ 16,48 w769 @573

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacio total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculagéo.

No cultivo do milho, conforme se aumentam as doses de nitrogénio, ocorre o
aumento do indice de clorofila, comportamento observado por Argenta (2003), Jakelaitis et
al. (2005) e Jordao et al. (2010). Os autores explicam que a relacdo entre o teor de
nitrogénio e a leitura do indice SPAD ¢ atribuida ao fato de mais de 50% do nitrogénio total
da folhas serem integrantes de compostos do cloroplasto e da clorofila das folhas
(CHAPMAN; BARRETO, 1997). A clorofila é importante parametro de absorcdo de
nitrogénio, pois a sua molécula apresenta quatro atomos de nitrogénio no nucleo central,
onde ocorre a absorcdo de radiacdo solar (TAIZ; ZEIGER, 2013). Plantas com nutricdo
adequada de nitrogénio nas folhas tém maior capacidade de assimilar o CO, atmosférico e
sintetizar carboidratos durante a fotossintese (FERREIRA, 1997), resultando em maior
actimulo de biomassa e rendimento de grdos (JORDAO et al., 2010).

Quadros et al. (2014) também observaram efeito positivo do indice SPAD na
inoculacédo das sementes com Azospirillum brasilense. Os autores descrevem que a média

da leitura do indice SPAD nos tratamentos com a presenca da bactéria foi maior que a



51

média dos tratamentos onde ndo houve inoculacdo, comprovando a eficiéncia desse
micro-organismo em fixar nitrogénio.

O indice SPAD considerado ideal € de 58 no clorofildmetro durante o espigamento,
para que o rendimento do milho seja elevado (ARGENTA et al., 2003). Nenhum dos
tratamentos, em nenhum dos periodos avaliados, neste estudo, apresentou o indice SPAD
considerado ideal pelos autores acima. Esse efeito também foi verificado por Mota et al.
(2015), os quais explicaram que a auséncia de efeito da fonte de nitrogénio utilizada sobre o
indice de clorofila no milho indica que as quantidades de N absorvidas pela planta, até o
espigamento, foram semelhantes para as fontes testadas.

O numero de espigas de milho foi estatisticamente semelhante entre os tratamentos
nos dois anos de cultivo avaliados (Tabela 4). A relacdo entre o numero de espigas
produzidas e a populacao final de plantas apresentou média de 1,7 espigas por planta, ou
seja, este valor (> 1) seria aceitavel para o milho, no minimo, quando destinado para
silagem e fins mais nobres (LENTZ et al., 2015).

O numero de grdos por espiga foi maior quanto maior a quantidade de nitrogénio
aplicada (Tabela 5). Os tratamentos com a dose de 60 kg ha™ de N apresentaram maior
namero de grdos por espiga nos dois anos de cultivo avaliados, tanto para a adubacao
mineral quanto via agua residuéaria de suinocultura, sem inoculagdo com A. brasilense. Para
os tratamentos com inoculagéo, houve diferenca estatistica com destaque da maior dose no
ano de 2014. No ano de 2015, o maior nimero de gréos por espigas foi apresentado pelo
tratamento controle com inoculagdo. Em ambos os anos de cultivo avaliados os tratamentos
com inoculacdo apresentaram maior numero de grdos por espiga, com aumento medio de

48 e 38%, respectivamente, para 0s anos de 2014 e 2015.

Tabela 4 Numero de espigas de milho (espigas m™) produzidas com biofertilizacdo de
agua residuéaria de suinocultura (ARS), fertilizante mineral (F.M.), sem e com
inoculagéo de Azospirillum brasilense em dois anos de observagéo

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculacéo A. brasilense Sem inoculacéo A. brasilense

0 5,7 aA 5,6 aA 5,0 aA 5,1 aA
30 via F.M. 5,2 aA 4.3 aA 5,1aA 5,3aA
60 via F.M. 54 aA 5,4 aA 5,4 aA 5,0 aA
30 via ARS 4,7 aA 5,1 aA 4,6 aA 5,4 aA
60 via ARS 4.6 aA 5,0 aA 5,3aA 5,4 aA
Média 53 51 5,1 5,2

CV (%) W) 26,37 @ 14,68 19,60 @ 16,58

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) W corresponde ao coeficiente de variagdo total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculacgéo.



52

Tabela 5 Numero de gréos por espiga de milho com biofertilizacdo de agua residuaria de
suinocultura (ARS) ou fertilizante mineral (F.M.), sem e com inoculacdo de
Azospirillum brasilense em dois anos de observacéo

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculacéo A. brasilense Sem inoculacéo A. brasilense

0 59 aA 146 aB 129 aA 214 aB
30 via F.M. 62 aA 108 aB 126 aA 193 aB
60 via F.M. 161 cA 184 bA 171 aA 178 aA
30 via ARS 69 aA 79 aA 129 aA 187 aB
60 via ARS 115 bA 171 bB 156 aA 207 aB
Média 93 138 142 196

CV (%) M 46,33 @ 22,92 25,18 @ 15,26

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacio total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculagéo.

O aumento do numero de grdos por espiga, conforme se aumentou a dose de
nitrogénio em milho, também, foi observado por Soratto et al. (2011) e Caires e Milla (2016).
O rendimento de graos de milho esta diretamente relacionado a disponibilidade de N no solo
e a sua absorcao pela planta (MUZILLI, 1982). Por eliminar a deficiéncia de N no inicio de
desenvolvimento das plantas, a aplicagdo de adubo nitrogenado em semeadura do milho
proporcionaria maior rendimento de grdos do que em cobertura. Assim, maiores
produtividades de grédos de milho em resposta a adubacdo nitrogenada podem ser
decorrentes do aumento no nimero de gréos por espiga (NOVAKOWISKI et al., 2011).

A massa da raquis de milho foi superior nos tratamentos com 60 kg ha™ de N
aplicados via fertilizagdo mineral e via agua residuéria de suinocultura no ano de 2014
(Tabela 6). Nos dois anos de -cultivo observados, os tratamentos com inoculagéo
apresentaram maiores massas de raquis.

A dose de 30 kg ha™ de N, aplicados via ARS, apresentou massa da raquis maior
que na adubacédo mineral na mesma dose, nos dois anos avaliados. A determinacédo da
massa da raquis de milho produzida é importante, pois existem estudos que visam utilizar a
biomassa da planta de milho, principalmente a raquis, para uso na producdo de etanol
(MOURTZINIS et al., 2015).

O comprimento da espiga apresentou maiores valores para 0s tratamentos com
maiores doses de N (Tabela 7). O tratamento com a dose de 60 kg ha™ apresentou maiores
valores de comprimento de espiga, tanto com fertilizante mineral quanto agua residuaria de
suinocultura. O uso de A. brasilense apresentou aumento de até 23% no comprimento da
espiga, quando comparado ao mesmo tratamento sem inoculacdo, nos anos de 2014 e
2015.
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Tabela 6 Massa (g) da raquis de milho com biofertilizagcdo de &gua residuaria de
suinocultura (ARS) ou fertilizante mineral (F.M.), sem e com inoculacdo de
Azospirillum brasilense em dois anos consecutivos

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculagéo A. brasilense Sem inoculagéo A. brasilense

0 12,02 aA 12,23 aA 43,25 bA 48,87 aA
30 via F.M. 15,62 aA 25,48 bB 37,93 aA 52,75 aB
60 via F.M. 52,11 bA 61,71 cB 45,50 bA 54,41 cB
30 via ARS 30,87 aA 32,76 bA 35,42 aA 50,88 aB
60 via ARS 46,44 bA 66,58 cB 40,92 bA 52,94 bB
Média 31,41 40,55 40,60 51,97
CV (%) @) 36,26 @ 16,52 @ 19,86 @11,42

Médias seguidas de letras diferentes, minlsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em cada ano,
apresentaram diferencga estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade, para cada
ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacéo total. CV (%) © corresponde
ao coeficiente de variacéo da inoculagéo.

Tabela 7 Comprimento de espiga (cm) de milho produzida com biofertilizacdo de agua
residudria de suinocultura (ARS), fertilizante mineral, sem e com inoculagéo de
Azospirillum brasilense em dois anos de observacao

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculagéo A. brasilense Sem inoculagéo A. brasilense

0 8,76 aA 8,79 aA 13,78 aA 14,68 aB
30 via F.M. 9,34 aA 10,92 aA 12,92 aA 15,30 aB
60 via F.M. 15,20 bA 16,74 bA 14,14 bB 15,57 bA
30 via ARS 11,79 aA 12,09 aB 12,52 aA 15,00 aA
60 via ARS 14,29 bA 17,52 cB 13,40 bA 15,33 bB
Média 11,87 13,21 13,35 15,18
CV (%) @) 36,26 @ 16,52 ®19,86 @11,42

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacio total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculacgéo.

Os tratamentos com dose de 60 kg ha™* apresentaram maior eficiéncia agronémica
do uso do nitrogénio aplicado nas plantas de milho, nos dois anos de cultivo avaliados
(Tabela 8). A importancia da avaliagdo da eficiéncia agronémica do uso de algum nutriente
estd em determinar a dose aceitdvel para alcancar a maxima eficiéncia em termos de
produtividade de gréos. O uso do A. brasilense aumentou a eficiéncia agrondmica do uso do
N pelas plantas de milho. Esse fato também é decorrente do aumento da superficie de
absorcdo das raizes da planta e, consequentemente, no aumento do volume de solo

explorado, o que torna o uso dos nutrientes pela planta mais eficiente (NUNES et al., 2016).
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Tabela 8 Eficiéncia agrondmica de uso do nitrogénio pelas plantas de milho em razdo da
biofertilizagdo com agua residuaria de suinocultura (ARS), fertilizante mineral
(F.M.), sem e com inoculacdo de Azospirillum brasilense em dois anos de

observacdo
Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculag&o A. brasilense Sem inoculagéo A. brasilense

0 - - - -

30 via F.M. 3,18 1,75 2,78 2,54

60 via F.M. 10,76 11,95 15,10 14,77

30 via ARS 2,69 6,90 6,87 2,35

60 via ARS 4,64 8,92 7,97 12,47
Média 4,253 5,904 6,544 6,425

Apesar de baixos valores de eficiéncia agrondmica do uso de N, esses resultados
séo expressivos. Viana et al. (2011) encontraram valores de recuperacdo de 41% para
aplicacdes de N de 300 kg ha™. Os autores consideraram baixa eficiéncia de recuperacéo
de N. Esse valor corresponde a, aproximadamente, 8% de recuperacdo, quando comparado
aos 60 kg ha™ aplicados neste experimento.

Estudos realizados por Fernandes et al. (2008), com aplicagbes de nitrogénio em
cobertura em milho, registraram valores de eficiéncia agronémica do uso de N de 1,97 e
3,72% com adubacdes de cobertura de 90 e 60 kg ha®, respectivamente, sendo esses
valores inferiores aos encontrados com N proveniente de ARS.

A auséncia de resposta mais expressiva ao fator fontes de adubacgdo nitrogenada
pode ser explicada pelas condicbes ambientais desfavoraveis para perdas acentuadas de N
por lixiviagdo do NO7; e volatilizacdo da amobnia (MOTA et al., 2015). A intensidade do
processo de lixiviacao € inversamente proporcional ao numero de sitios de adsorgdo. Por
isso, para uma mesma quantidade de adubo aplicado, a lixiviagdo sera diretamente
proporcional ao teor de areia do solo e inversamente proporcional aos teores de argila e de
matéria organica (ERNANI, 2008). O LATOSSOLO VERMELHO da area onde o
experimento foi desenvolvido possui 66,5% de argila, ou seja, textura muito argilosa com
grande quantidade de matéria organica, assim, € pouco propicio a perdas de N por lixiviacdo
de NO; (DAL BOSCO et al, 2013). No entanto, pelo excesso de precipitacdes
pluviométricas registrado no ano de 2014, e o fato do experimento ter sido iniciado no
periodo de maiores chuvas, chegando a 500 mm, nos meses de dezembro, janeiro e
fevereiro (Figura 1), é possivel que tenha ocorrido lixiviagdo de NO; e, consequentemente,
menor aproveitamento do N aplicado, o que explicaria a diferenca da eficiéncia agronémica
do N entre os dois anos de cultivo.

Assim como o Rhizobium, as bactérias do género Azospirillum sdo capazes de fixar o

nitrogénio atmosférico e podem contribuir diretamente para a nutricdo nitrogenada de varias
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espécies de poaceas, promovendo seu crescimento e diminuicdo do uso de fertilizantes
nitrogenados sem reduc¢des no rendimento (HUNGRIA et al., 2010; FERREIRA et al., 2013;
SPOLAOR et al., 2016). No entanto, o uso de fertilizantes é necessario, independente da
fonte, em uma dose que néo seja inferior a necessidade inicial do milho, até que ocorra a
simbiose, e que a dose ndo seja tdo superior a ponto de prejudicar a simbiose do
Azospirillum brasilense com a planta.

Os resultados avaliados permitem afirmar que o0 sucesso da inoculacdo com
Azospirillum brasilense na fixacao do nitrogénio no sistema solo-planta e a eficiéncia de uso
do nitrogénio pelo milho € dependente do sistema de cultivo, da quantidade e época de
aplicacdo do fertilizante como também das condi¢des edafoclimaticas.

A aplicacdo da bactéria diazotrofica Azospirillum brasilense via solugdo nas
sementes associadas as fontes de nitrogénio testadas, ndo interfere na populagédo de
plantas e no numero de espigas por plantas.

A adocao dessa pratica com a dose de 30 kg ha™ nao foi suficiente para producéo de
milho esperada. Assim, o uso de fertilizantes nitrogenados (mineral ou agua residuaria de
suinocultura) é necesséario e ndo permite a reducdo de 60 para 30 kg ha® da dose na
adubacdo de semeadura. O uso do inoculante associado a adicdo de fertilizantes
nitrogenados na dose de 60 kg ha™ de N promove maior indice de clorofila, nmero de gréos
e comprimento da espiga, massa da raquis e a eficiéncia agrondmica do uso de N pelo

milho.

4 CONCLUSAO

Nas condigbes em que o experimento foi realizado, pode-se concluir que o uso da
agua residuaria de suinocultura na dose de 60 kg ha®, associada a inoculacdo com

Azospirillum brasilense, permite a produgdo de milho semelhante a do fertilizante mineral.
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ARTIGO 3 - QUALIDADE DE SEMENTES DE MILHO EM RESPOSTA A
BIOFERTILIZACAO COM AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA E A INOCULAGCAO
COM BACTERIAS DIAZOTROFICAS

RESUMO

A fonte de nitrogénio utilizada no manejo nutricional do milho pode influenciar o rendimento
e a qualidade das sementes produzidas, sendo um fator importante para o0 sucesso da
producdo. No entanto, a investigacdo sobre o uso associado de bactérias fixadoras de
nitrogénio e agua residuaria de suinocultura € limitada. Sendo assim, este experimento foi
conduzido, em campo, durante dois anos consecutivos com o objetivo de avaliar os efeitos
do in6culo de Azospirillum brasilense, associado a taxas de 4gua residuaria de suinocultura,
sobre a producéo e qualidade fisioldgica das sementes de milho. Trés taxas de aplicagéo do
biofertilizante foram utilizadas (correspondentes a 0; 30 e 60 kg ha™ de nitrogénio,
respectivamente), com fertilizagdo mineral nas mesmas doses, com e sem inéculo,
totalizando dez tratamentos, com quatro repeticdes cada. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
A interacdo entre o biofertilizante e A. brasilense foi benéfica para a germinacdo e o vigor
das sementes de milho e seu uso pode auxiliar significativamente o aumento da
produtividade.

Palavras-chave: fixacdo biolégica de nitrogénio, germinacéo, Zea mays L.
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PAPER 3: CORN SEEDS QUALITY IN RESPONSE TO SWINE WASTEWATER AND
INOCULATION WITH DIAZOTROPHIC BACTERIA

ABSTRACT

The nitrogen source used in the nutritional management of corn can influence the yield and
seed quality, being an important factor for the success of yield. However, research on
combined use of nitrogen-fixing bacteria and swine wastewater is limited. Thus, a trial was
carried out on field during two consecutive years in order to evaluate the effects of A.
brasilense inoculum associated with swine wastewater rates on yield and physiological
quality of corn seeds. Three bio-fertilizer application rates were used (corresponding to
doses of 0, 30 and 60 kg ha™ of nitrogen, respectively) and mineral fertilization at the same
doses, with and without inoculum, totaling ten treatments with four replications each. Data
were subjected to analysis of variance and means compared by Duncan test at 0.05
probability. The interaction between the bio-fertilizer and A. brasilense was beneficial for
germination and vigor of corn seeds and its can greatly help increase corn yield.

Keywords: biological nitrogen fixation, germination, Zea mays L.
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1 INTRODUCAO

As fontes de nutrientes mais usadas para o milho séo os fertilizantes minerais. O
comércio brasileiro de fertilizantes, no entanto, € fragil e altamente dependente de
importacfes, as quais sdo responsaveis pelo fornecimento de 73% de N, 49% de P e 90%
de K utilizados (HUNGRIA et al., 2010). O nitrogénio (N) € o mais importante entre
nutrientes minerais para o crescimento do milho e limitante para a produtividade, sua
aplicacdo é necesséaria em grandes quantidades, a fim de atender & demanda das culturas
(DOTTO et al., 2010).

Os baixos niveis de rendimento obtidos em muitos locais tém como causa principal a
baixa disponibilidade de nutrientes no solo, especialmente N (OLIVEIRA et al., 2009). Como
alternativa, a planta pode beneficiar-se do processo de fixagdo biolégica de nitrogénio e,
assim, reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados, reduzindo o custo de producéo
(HUNGRIA et al., 2010). Outra fonte de baixo custo de nutrientes, utilizada no Brasil, € a
agua residuaria de suinocultura (ARS), produto de digestdo anaerdbia de estrume suino. Ela
€ produzida em grandes quantidades e contém em sua composi¢ao: nitrogénio (N), fosforo
(P), potéssio (K), sédio (Na), magnésio (Mg), calcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe), zinco (Zn) e
manganés (Mn) (PENHA et al., 2015).

Segundo Bashan e Bashan (2010), é necessario determinar o melhor ajuste entre as
bactérias inoculadas, diferentes fertilizantes, e seus efeitos sobre a resposta da planta. I1sso
€ importante para avaliar a eficiéncia das bactérias diazotréficas e recomendar sua
utilizacdo mais viavel. Com o intuito de se avaliar o ajuste na nutricdo da planta mée, a
avaliacdo da qualidade de sementes permitem a obtencdo de informagdes seguras sobre o
potencial fisiolégico e tem significativa importancia para decisdes sobre o processo produtivo
e a comercializagdo das sementes (BITTENCOURT et al., 2012).

Porém, estudos referentes a essas bactérias no Brasil se restringem a laboratérios,
no isolamento e no estudo bioquimico. Assim, sdo necessarios estudos praticos, em campo,
para maior compreensdo da interacdo planta-micro-organismo-ambiente de forma mais
aprofundada, em funcdo do desenvolvimento da cultura, que possibilitem calcular o efeito da
acao dessas bactérias no rendimento final de forma direta e precisa (CUNHA et al., 2014).

O beneficio da boa nutricdo das plantas, desde a fase inicial de crescimento, é que
estas, por sua vez, tém todo o aporte para producdo de maior nUmero de sementes por
planta. A boa formacdo do embrido e tecidos de reserva e sua composicao quimica,
dependem da disponibilidade adequada de nutrientes no substrato de crescimento das

plantas, o que certamente ira influenciar positivamente no metabolismo e vigor da semente
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(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Sementes de melhor qualidade apresentam
desempenho superior em todos os aspectos do cultivo (ANDREOLI et al., 2002), dentre
eles, pode-se citar: a uniformidade da populacdo, maior vigor de plantulas e plantas, menor
indice de patégenos oriundos de sementes e, consequentemente, maior produtividade
(DIAS; MONDO; CICERO, 2010). Portanto, avaliagdes que permitam a obtencdo de
informacfes seguras sobre o potencial fisiologico das sementes sdo de importancia
fundamental para as decisdes a serem tomadas durante o processo produtivo e na
comercializacdo das sementes (BITTENCOURT et al., 2012).

Plantulas vigorosas podem competir mais eficientemente, sobretudo em condi¢des
de estresse por luz, nutrientes e 4gua, influenciando o estabelecimento da populagéo e a
producdo de graos (FAROOQ; BARSA; WAHID, 2006). Sendo assim, a aplicacdo de
bactérias diazotréficas, com o objetivo de favorecer a germinacao e o estabelecimento das
plantas de milho, pode se traduzir em tecnologia de baixo custo e facil ado¢do (ARAUJO et
al., 2014).

Nesse contexto, a utilizagcao de in6culos com bactérias diazotréficas em sementes de
milho junto as taxas de aplicacdo de dejetos no solo, para suprir a demanda das plantas por
nutrientes, pode ser alternativa para aumentar a absorcdo de nutrientes pela planta-mae,
gerando sementes mais vigorosas com diminui¢do do custo de produgéo.

Com base no exposto, estabeleceu-se como objetivo deste trabalho avaliar a
qualidade fisiologica e a produtividade de sementes de milho, em resposta a adubacdo
nitrogenada com fertilizante mineral e &agua residuaria de suinocultura, associados a

inoculag&o com A. brasilense.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Caracterizagdo da area experimental

O experimento foi conduzido no Nucleo Experimental de Engenharia Agricola da
UNIOESTE, na cidade de Cascavel, Parana, Brasil, durante os anos agricolas de 2013/2014
e 2014/2015. As coordenadas geograficas do local sdo 24°48' de latitude sul e 53°26' de
longitude oeste, altitude média de 760 m. O clima da regido, de acordo com a classificacédo

de Kdppen, é do tipo Cfc, subtropical, mesotérmico e superimido, com precipitacdo média
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anual de 1800 mm, verbes quentes, com tendéncia de concentracdes de chuvas, sem
estacao seca definida e geadas pouco frequentes. A temperatura média anual é em torno de
20 °C e a umidade relativa do ar média é de 75% (IAPAR, 1998).

O solo da area experimental é classificado como LATOSSOLO VERMELHO
Distroférrico tipico (EMBRAPA, 2013), substrato basalto e relevo suave ondulado. A analise
do solo, realizada em dezembro de 2013, apresentou 655 g kg™ de argila; 44,12 g dm™ de
matéria organica; pH (H,O) 5,8; 7,83 mg dm® de P disponivel; 0,33 cmol, kg* de K*;
6,06 cmol. kg® de Ca?®'; 3,74 cmol, kg* de Mg?*; 4,85 cmol. kg* de H"A** e CTC de
14,1 cmol. kg™. A area experimental é cultivada em sistema de semeadura direta ha mais de
20 anos, com soja (Glycine max L.), milho (Zea mays L.), aveia-preta (Avena strigosa), nabo
forrageiro (Raphanus sativus L.) e azevém (Lolium multiflorum L.).

As médias mensais de temperatura maxima e minima (°C) e precipitacdo

pluviométrica acumulada (mm) durante o periodo experimental estdo apresentadas na
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Figura 1 Médias mensais de temperatura maxima e minima (°C) e precipitacdo

pluviométrica acumulada (mm) durante o periodo experimental. Fonte: Simepar
(2015).
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2.2 Inoculacéo e aplicacédo dos tratamentos

A inoculacdo das sementes (sem tratamento com agroquimicos) foi realizada em um
recipiente desinfetado, duas horas antes da semeadura. As estirpes de A. brasilense
utilizadas foram AbV-5 e AbV-6, cedidas pela Nitro1000®, na dose de 100 mL para
60.000 sementes, na concentragdo de 2,0 x 108 ufc mL™.

A variedade de milho foi a IPR 114, cedida pelo Instituto Agrondmico do Parana -
IAPAR. As semeaduras foram realizadas nos dias 08/01/2014 e 26/11/2014, com
semeadora manual, primeiramente com as sementes sem inoculo, nas linhas demarcadas,
sob sistema plantio direto, com espagcamento entre as linhas de semeadura de 0,8 m, cinco
plantas por metro, objetivando populacéo final de 62.500 plantas ha™. As parcelas de quatro
linhas de 3,0 m foram demarcadas com espacamento de 2,0 m entre parcelas.

A &gua residuaria de suinocultura foi tratada em biodigestor, seguido de tanque de
sedimentacdo (decantador) e lagoa facultativa, sendo coletada em uma criacdo de suinos
no municipio de Toledo-PR, nos dois anos de cultivo.

Cada parcela teve seu respectivo tratamento, com quatro repeticdes, totalizando
40 parcelas dispostas em faixas. A agua residuaria foi coletada para caracterizagao quimica

24 h antes da aplicacdo e as caracteristicas fisico-quimicas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas da agua residuaria de suinocultura, obtidas em
cada aplicacdo em janeiro e novembro de 2014

Parametro (mg L™) Janeiro Novembro Determinacédo
N tota 1.867,2 1.386,4 Micro-Kjeldahl*
Fosforo total 125,4 119,8 Espectrofotémetro visivel
Potéssio 575,4 4847 EAA’
Saodio 153,6 163,0 EAA
Célcio 51,4 39,2 EAA
Magnésio 31,6 28,2 EAA
Cobre 0,91 0,69 EAA
Zinco 4,13 3,15 EAA
Ferro 4,09 2,79 EAA
Manganés 0,38 0,24 EAA
Cond. elétrica (uS cm™) 1963,9 1682,7 Condutivimetro
pH 8,1 7,8 pHmetro
Densidade (g cm'3) 1,003 1,004 Gravimetria

Notas® 'Bremner; Mulvaney (1965); ’EAA = Espectrofotbmetro de absorcdo atémica.

Na adubacdo de semeadura foram aplicados 60 kg ha™ de P,Os via superfosfato
triplo (42% de P,Os) e 50 kg ha® de K,O via cloreto de potassio (58% de K,O). Nos
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tratamentos com adubacdo mineral nas doses de 30 e 60 kg ha™ de N, foi utilizada ureia
(45% de N).

A fonte de N utilizada para os tratamentos com adubacdo mineral foi fertilizante
33-0-0, resultante da mistura de ureia e sulfato de amoénio. Os tratamentos foram de 30 e
60 kg ha™ de nitrogénio na semeadura. Estas sdo as doses médias utilizadas no Brasil
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2000; AMARAL FILHO et al., 2005; CANTARELLA et al.,
1997; COELHO, 2007; FARINELLI; LEMOS, 2012. PAVINATO et al., 2008, SOUZA et al.,
2003;).

A colheita foi realizada manualmente aos 188 e 181 dias ap0s a semeadura nos
anos de 2014 e 2015, respectivamente. No momento da colheita, o teor de agua das
sementes estava entre 18 e 25%. Todas as espigas, de todas as plantas, de cada parcela,
foram colhidas e colocadas em sacos de papel identificados.

2.3 Produtividade e testes de qualidade de sementes

As espigas com palha foram colocadas em estufa a 40 °C por 24 h para secagem. A
limpeza e debulha foram realizadas manualmente. Posteriormente, as sementes foram
pesadas para se determinar a produtividade, expressa no teor de agua ajustado para 13%.

O teor de 4gua (método da estufa 105 + 3 °C / 24 h) e a porcentagem de germinagao
(plantulas normais, dados transformados em arco seno (x/100)%°), foram determinados de
acordo com Brasil (2009), com quatro repeti¢cdes por parcela.

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado com 200 sementes de cada
parcela, em caixas tipo gerbox sobre uma tela metdlica. No fundo da caixa foram
adicionados 40 mL de agua destilada. As caixas foram mantidas em camara de
envelhecimento acelerado a 42 °C, durante 96 horas. O teste de germinagdo padrdo foi
realizado com quatro repeticdes e determinado o vigor pela contagem de plantulas normais
aos sete dias ap0s a semeadura.

O teste de frio foi utilizado para determinagéo da porcentagem de vigor, segundo
Marcos Filho (2015). Rolos de papel germiteste umedecidos, com quatro repeticbes de
50 sementes de cada parcela, foram colocados em sacos plasticos e mantidos a 10 °C
durante sete dias. Em seguida, os sacos plasticos foram retirados e os rolos colocados em
germinador a 25 °C. Sete dias depois, o vigor foi determinado pela porcentagem de plantas

normais.
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2.4 Delineamento estatistico

O delineamento estatistico foi realizado em parcelas subdivididas com a subparcela
disposta em faixas, com quatro repeticbes cada. Trés taxas de aplicacdo do biofertilizante
foram utilizadas (correspondentes as doses de 0; 30 e 60 kg ha' de nitrogénio,
respectivamente) e a fertilizacdo mineral nas mesmas doses, com e sem inéculo, totalizando
dez tratamentos. Os dados foram submetidos a testes de normalidade, analise de variancia

e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua das sementes foi de, aproximadamente, 12% e ndo apresentou
diferenca estatistica entre os tratamentos nos anos de cultivo analisados (Tabela 2). A
auséncia de diferenca no teor de agua pode ser decorrente da ativagdo dos mecanismos de
reparo das membranas e dos sistemas enziméaticos de degradacéo de reservas (ZUCARELI
et al., 2012) e do equilibrio higroscépico com o ambiente durante o processo de secagem,
na espiga com palha, durante o beneficiamento (NASCIMENTO; QUEIROZ, 2011). Esse
parametro caracteriza a uniformidade e é importante para condugdo dos testes, uma vez
que a uniformidade do teor de agua das sementes é essencial para padronizar as

avaliacOes e obtencéo de resultados significativos (MARCOS FILHO, 1999).

Tabela 2 Teor de agua (%) de sementes de milho com biofertilizacdo de agua residuéria
de suinocultura (ARS), fertilizante mineral, sem e com inoculacdo de Azospirillum
brasilense em dois anos consecutivos

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculac&o A. brasilense Sem inoculagéo A. brasilense

0 12,3 aA 11,6 aA 11,7 aA 12,0 aA
30 via F.M. 12,2 aA 12,6 aA 11,4 aA 12,0 aA
60 via F.M. 11,6 aA 11,4 aA 11,4 aA 12,0 aA
30 via ARS 12,0 aA 13,0 aA 12,0 aA 11,7 aA
60 via ARS 11,4 aA 12,4 aA 11,8 aA 12,6 aA
Media 11,9 12,2 11,7 12,1

CV (%) W21,74 @ 8,39 W56 @385

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) ) corresponde ao coeficiente de variagéo total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculacgéo.
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A massa média de cem sementes dos dois anos de cultivo foi de 32,33 g e néo
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos nos anos analisados (Tabela 3). A
massa de cem sementes é parametro importante para a determinacdo da producdo de
milho, pois, quanto maior o incremento na massa de cem sementes maior € a produtividade
para um mesmo numero de sementes produzidas (ZUCARELI et al., 2012). Entretanto, ndo
foi observado aumento da massa de cem sementes, em relacdo as doses e fontes de

nitrogénio utilizadas.

Tabela 3 Massa de cem sementes de milho (g) produzidas com biofertilizacdo de agua
residuaria de suinocultura (ARS), fertilizante mineral, sem e com inoculacdo de
Azospirillum brasilense em dois anos consecutivos

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculagéo A. brasilense Sem inoculag&o A. brasilense

0 30,51 aA 32,10 aA 35,03 aA 34,08 aA
30 via F.M. 30,02 aA 36,33 aA 31,00 aA 30,88 aA
60 via F.M. 33,01 aA 33,21 aA 30,78 aA 32,27 aA
30 via ARS 32,10 aA 32,21 aA 32,45 aA 32,14 aA
60 via ARS 30,02 aA 32,06 aA 33,77 aA 32,47 aA
Media 31,15 33,18 32,61 32,37
CV (%) W23 48 9,81 w359 8,65

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferencga estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacio total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculagéo.

A variedade de milho IPR 114 apresenta massa de cem sementes em torno de
33,18 g (IAPAR, 2015), sendo este valor préximo ao observado no presente estudo. Bono et
al. (2008) observaram aumento significativo de 11%, quando utilizaram tratamento com
60 kg ha™ de N, em relacdo ao tratamento controle. J& Meire et al. (2009), Zucareli et al.,
(2012) e Aratjo et al. (2014) ndo constataram diferengas na massa das sementes quando
utilizada a dose de 120 kg ha' de nitrogénio em milho.

Os tratamentos com A. brasilense ndo apresentaram diferenca estatistica entre si e
apresentaram maior porcentagem de germinacdo quando comparados aos sem inoculagao.
Esse comportamento foi mais expressivo na safra de 2014 (Tabela 4). O aumento na
porcentagem de germinacéo foi até 14% maior, quando utilizado o A. brasilense e adubagao
na dose de 60 kg ha® aplicados via &gua residuaria de suinocultura. O aumento médio,
guando utilizado o in6culo com A. brasilense, foi de 14 e 9% nas safras de 2014 e 2015,

respectivamente.
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Tabela 4 Germinagéo (%) de sementes de milho com biofertilizacdo de agua residuéria de
suinocultura (ARS), fertilizante mineral, sem e com inoculagdo de Azospirillum
brasilense em dois anos consecutivos

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculacéo A. brasilense Sem inoculacéo A. brasilense

0 72 aA 90 aB 88 aA 89 aA
30 via F.M. 71 aA 89 aB 90 aA 87 aA
60 via F.M. 85 aA 89 aB 83 aA 85 aA
30 via ARS 81 aA 85 aA 92 aA 92 aA
60 via ARS 72 aA 85 aB 89 aA 97 aB
Media 76 88 88 90
CV (%) W 6,58 @ 4,25 W11,78 @758

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacdo total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculacéo.

Alguns autores ndo encontraram diferengca para a germinagdo de variedades de
milho produzidas com variacdo em doses de fertilizantes (CICERO; TOLEDO; CAMPOS,
1979; LOPES et al.,, 2004; ZUCARELI et al., 2012), diferindo dos resultados encontrados
neste estudo.

No Brasil, o limite minimo de 80% para germinacgéo foi estabelecido ha mais de vinte
anos, como na maioria dos paises (PARANA, 1986; BRASIL, 2003). Levando-se em
consideracdo esse parametro, apenas as sementes produzidas nos tratamentos inoculados
com A. brasilense na safra 2014, poderiam ser comercializadas. Porém, na safra 2015,
todas as sementes poderiam ser comercializadas. Em relacdo as espécies, o milho se
destaca como 0 minimo da germinagé@o de 85%, isto devido a tecnologia de colheita, que &
efetuada préximo do ponto de maturidade fisioldgica (PESKE; MENEGHELLO, 2013).

A germinacdo das sementes é considerada por muitos profissionais como o0 mais
importante atributo de qualidade, pois é possivel um indicativo do estabelecimento das
plantas no campo e, quanto maior o seu percentual, possivelmente, melhor sera o
estabelecimento em termos de uniformidade e distribuicdo das plantas. Nesse sentido,
muitas empresas, apesar da lei estipular o minimo de 80% de germinacdo, adotam limites
minimos superiores. No Brasil, ha empresas que somente colocam no mercado lotes de
sementes com germinacgao superior a 90%. Em sementes de milho, a grande maioria das
empresas ja esta adotando este procedimento (PESKE; ROSENTHAL; ROTA, 2003).

Apenas a germinacao ndo é suficiente para predizer o comportamento da semente
em campo, pois o teste é realizado em condi¢des 6timas de umidade e temperatura, o que
nem sempre ocorre no campo, onde as sementes sofrem diversos tipos de estresse, por

isso os testes de vigor devem ser realizados (MARCOS FILHO, 2015).
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O vigor, determinado pelo teste de envelhecimento acelerado, apresentou diferenca
estatistica tanto para a fonte de N quanto para a inoculacdo com A. brasilense (Tabela 5).
Os tratamentos que receberam agua residuaria de suinocultura apresentaram porcentagem
de vigor semelhante a adubacdo mineral. Nos tratamentos em que se utilizou inoculacéo
com bactérias diazotroficas, houve diferencas estatisticas, com maior vigor para as
sementes produzidas com a inoculagao.

Araljo et al. (2014) também néo verificaram efeito da inoculacdo de sementes de
milho com A. brasilense, nos resultados do envelhecimento acelerado, quando utilizaram a
dose de 30 kg ha™ de N. Esse fato pode estar relacionado & grande parte do nitrogénio e do
fésforo que sé@o absorvidos pela planta-mde e séo translocados para as sementes,
aumentando a qualidade do tecido de reserva (RITCHIE et al., 1993).

Tabela 5 Vigor (%) determinado pelo teste de envelhecimento acelerado de sementes de
milho produzidas com biofertilizacdo de agua residuéria de suinocultura (ARS),
fertilizante mineral, sem e com inoculacdo de Azospirillum brasilense em dois
anos consecutivos

Dose de nitrogénio 2014 2015
(kg ha™) Sem inoculagéo A. brasilense Sem inoculagéo A. brasilense
0 68 bA 60 abA 38 aA 76 aB
30 via F.M. 41 bA 58 abA 17 aA 51 aB
60 via F.M. 76 bA 87 bA 45 aA 50 aB
30 via ARS 11 aA 31 aA 45 aA 47 aA
60 via ARS 42 bA 42 aA 46 aA 74 aB
Media 48 56 44 54
CV (%) W 2570 @ 16,39 8,09 @772

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferencga estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacio total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculacgéo.

A disponibilidade de macronutrientes como o nitrogénio, fésforo e potassio para a
planta-mée influencia na boa formacdo do embrido, do 6rgdo de reserva e do tecido
protetor, na sua composi¢do quimica e, consequentemente, na qualidade fisiolégica
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Assim, quanto maior a disponibilidade de N no solo,
maior a probabilidade de se produzirem sementes com maior tecido de reserva.

Durante o teste de envelhecimento acelerado, ocorre a oxidacdo das reservas
guimicas do tecido da semente (DUTRA; VIEIRA, 2004), assim, a semente que apresentar
maior quantidade de tecidos ndo oxidados quimicamente, apresentardo maior germinagao
apoOs o teste. E possivel que as sementes produzidas com maiores teores de N, tenham
maior tecido de reserva e, consequentemente, maior quantidade de tecido de reserva nao

oxidado, assim, maior vigor.
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O vigor determinado pelo teste de frio apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos, sendo que os tratamentos controle, sem N, e com A. brasilense e 60 kg N ha™*
na semeadura, diferiram estatisticamente entre si nos dois anos de cultivo. Ao se comparar
o tratamento controle e o inoculado com A. brasilense, observou-se melhor desempenho do
inoculado, ou seja, maior porcentagem de plantulas normais (Tabela 6), podendo-se inferir
que a inoculacdo de bactérias diazotréficas melhorou a qualidade fisiologica das sementes

de milho.

Tabela 6 Vigor (%) determinado pelo teste de frio, de sementes de milho produzidas com
biofertilizacdo de agua residuéaria de suinocultura (ARS), fertilizante mineral, sem
e com inoculacdo de Azospirillum brasilense em dois anos consecutivos

Dose de nitrogénio 2014 2015

(kg ha™) Sem inoculagéo A. brasilense Sem inoculagéo A. brasilense
0 64 bA 88 aA 79 aA 90 abB
30 via F.M. 82 aA 80 aA 90 bA 85 aA
60 via F.M. 90 aA 90 aA 80 abA 91 aB
30 via ARS 95 aA 94 aA 93 abA 91 aA
60 via ARS 93 aA 92 aA 89 abA 94 bA
Media 84 89 86 90
CV (%) W14,23 @ 14,54 Wg 79 @ 6,99

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacio total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculagéo.

Resultados similares foram obtidos por Cassan et al. (2009), com as culturas do
milho e da soja, has quais o tratamento de sementes com cepas de A. brasilense promoveu
aumentos significativos no vigor e na viabilidade das sementes. Por outro lado, com o
tratamento 30 kg N ha® na semeadura obteve-se desempenho inferior ao do tratamento
controle sem N e inoculado com A. brasilense, sendo possivel afirmar que, de modo geral,
apenas o manejo da adubacdo nitrogenada ndo melhorou a qualidade fisiol6gica das
sementes. Os resultados da presente pesquisa corroboram os de Zucareli et al. (2012), que
constataram que o nitrogénio aplicado nos diferentes estadios de desenvolvimento da
cultura nao interferiu na qualidade fisiol6gica das sementes do milho.

Ao se utilizar o in6culo de A. brasilense ndo ocorre apenas aumento do teor de N,
mas de todos 0s outros nutrientes, pois o indculo aumenta a quantidade de raizes da planta
0 que impulsiona a absorcdo de nutrientes (HUNGRIA et al.,, 2010). Ao se aumentar a
absorcao de nutrientes, é propiciada a planta melhores condi¢des de nutricdo e crescimento.
Plantas bem nutridas tém maiores chances de produzir sementes melhores, o que explicaria

o melhor desempenho nos testes de vigor das sementes de milho testadas.
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A produtividade de milho apresentou diferenca significativa com maiores valores nos
tratamentos com in6culo, sendo estes proximos a 12 000 kg ha™ no ano de 2015 (Tabela 7).
O tratamento com 60 kg ha™ de N apresentou maiores valores quando utilizada a adubac&o
mineral. Por outro lado, a biofertilizacdo de agua residudria de suinocultura apresentou
valores semelhantes aos do fertilizante mineral, podendo ser alternativa para a producao de

sementes de milho.

Tabela 7 Produtividade de milho (Mg ha®) com biofertilizacdo de agua residuaria de
suinocultura (ARS), fertilizante mineral (F.M.), sem e com inoculacdo de
Azospirillum brasilense em dois anos consecutivos

Dose de nitrogénio 2014 2015

(kg ha™) Seminoculagio  A. brasilense  Seminoculagdo  A. brasilense
0 2,54 aA 3,82 aB 2,36 aA 3,55 aB
30 via F.M. 3,41 aA 3,64 aA 3,03 aA 3,59 aA
60 via F.M. 8,15 bA 10,04 cB 10,24 cA 12,47 bB
30 via ARS 3,22 aA 6,35 bB 4,32 aA 4,29 aA
60 via ARS 4,79 abA 9,19 cB 6,72 bA 11,76 bB
Media 4,42 6,61 5,34 7,13
CV (%) W 26,18 @10,11 w1453 @758

Notas: Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas em
cada ano, apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade,
para cada ano de cultivo. CV (%) @ corresponde ao coeficiente de variacio total. CV (%) @
corresponde ao coeficiente de variacdo da inoculagéo.

A produtividade média nacional de milho é em torno de 3,2 Mg ha™ de grdos
(CONAB, 2014). Esta média é considerada baixa quando comparada com outros paises,
como Estados Unidos, com producdo média de 11,3 Mg ha™ (USDA, 2015). E interessante
ressaltar que apenas o tratamento controle sem inoculagéo apresentou produtividade inferior
a média nacional. J&, o tratamento com 60 kg ha™ associado ao A. brasilense apresentou
produtividade superior & média americana, no segundo ano de cultivo. Assim, pode-se inferir
que o uso do A. brasilense auxilia no aumento da produtividade, mas é otimizado quando
associado a outra fonte de N.

A variedade IPR 114, escolhida para este estudo, apresenta desempenho de
produtividade de 8,5 Mg ha™ de grdos (IAPAR, 2015). O tratamento com a dose de
60 kg ha™ de N com inoculag&o apresentou produtividade superior & produtividade média de
desempenho, independente da fonte de N utilizada.

Ao comparar a média de desempenho da variedade de milho, é importante destacar
gue o milho variedade tende a apresentar menor produtividade do que os hibridos, pois
estes sdo frutos de cruzamentos para melhorar o desempenho produtivo (OLIVEIRA;
OLIVEIRA JUNIOR; ARNHOLD, 2012).
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O aumento da produtividade promovido pelo A. brasilense possivelmente ndo se
deve apenas pela fixacdo de N, mas também devido a promocédo de substancias promotoras
de crescimento (BIARI; GHOLAMI; RAHMANI, 2008), como a protecdo contra agentes
patogénicos, aumento da resisténcia ao estresse salino (HUERGO et al., 2008), estresse
hidrico (RODRIGUEZ-SALAZAR et al.,, 2009) e solubilizacdo de fosfato (GRAY; SMITH,
2005).

A inoculacdo das sementes associada & adicdo de 24 kg ha™ de N na semeadura e
30 kg ha™ de N no estadio de florescimento, proporciona rendimentos médios em torno de
7.000 kg ha™. Desta forma, viabiliza economicamente a segunda safra, pois o A. brasilense
pode suprir de 30 a 50 kg ha™* de N (FANCELLI, 2010), sendo indicado em regifes onde é
possivel produzir duas safras por ano (HUNGRIA, 2011). Resultado semelhante ao
observado no presente estudo, em que houve aumento no rendimento do milho, quando
utilizada a dose de 60 kg ha™ de N.

A adicdo de 50 kg ha™ de N em associacdo com a A. brasilense apresentou
producédo de grdos equivalente a aplicacdo de 130 kg ha™ de N (QUADROS et al., 2014).
Esses resultados também foram registrados por Basi (2013), quando utilizaram o in6culo e
dose de 150 kg ha™ de N, observou incremento de produtividade de 11.874 kg ha™ de milho
com a inoculagéo de A. brasilense nas sementes.

Aumentos de 26% no rendimento de graos de milho foram reportados por Hungria et
al. (2010), quando as plantas foram inoculadas juntamente com doses de 20-24 kg ha™ de
N. Lana et al. (2012) verificaram que a inoculag&o de Azospirillum proporcionou incrementos
de 7 a 14% na produtividade de grdos de milho, mesmo sem a adi¢&o de N. E provavel que
bactérias do género Azospirillum utilizem N oriundo da adubagé&o nitrogenada, para assimilar
carbono e multiplicar-se mais rapidamente, incrementando os efeitos da inocula¢do. Deve-
se considerar, também, que o clima e o tipo de solo interferem na adaptacdo das bactérias
inoculadas, o que pode acarretar variagdo nos resultados de inoculagcdo, dependendo da
localizacdo geografica (QUADROS et al., 2014).

O milho é uma planta que responde linearmente a fertilizacdo com nitrogénio, assim,
qualquer fator que aumente a absorcao, influenciara no rendimento do milho (PANDOLFO et
al., 2015).
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4 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que os experimentos foram realizados, pode-se concluir que:

¢ Os tratamentos com A. brasilense apresentaram maior produtividade, germinacdo
e vigor das sementes analisadas.

e A associacdo com agua residudria de suinocultura teve o mesmo desempenho
que a associacdo com fertilizante mineral, assim, seu uso pode auxiliar no

aumento significativo da produtividade de sementes de milho.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os processos de producdo de grdos e sementes em paises em desenvolvimento,
como o Brasil, necessitam de op¢des que permitam a exploracdo mais eficiente dentro das
realidades econdmicas e ambientais do pais, conjuntura e competitividade dos mercados
interno e externo.

Para que tais processos possam ocorrer segundo estes objetivos, deve-se dispor de
dois alicerces: conhecimento cientifico e desenvolvimento de biotecnologias. O primeiro €
alcancado com a formacdo e exceléncia de recursos humanos nas instituicbes de ensino
superior e investimentos consistentes em pesquisas bésicas e aplicadas que objetivem a
descoberta de mecanismos dos sistemas fisiolégicos dos organismos de interesse. O
segundo consiste no desenvolvimento de biotecnologias, geradas obviamente a partir dos
resultados obtidos com as pesquisas. Tais biotecnologias coincidem com a definicdo de
patentes e atendem a demandas do mercado, propiciando incrementos significativos nos
indices de produtividade dos sistemas e desenvolvimento de marcas com elevado valor
agregado, tanto no préprio pais como também no ambito internacional.

Parte dos objetivos era descobrir qual a dose minima que o milho necessitaria para
desenvolvimento e rendimento significativos. Assim, escolheu-se utilizar a dose de
60 kg ha™, pois esta é a quantidade de nitrogénio aplicada como adubacdo de base para o
cultivo do milho. A dose de 30 kg ha™ foi escolhida para se experimentar o quanto de
nitrogénio o Azospirillum brasilense seria capaz de suprir na demanda das plantas. No
entanto, a dose aplicada nao foi suficiente para representar ganhos na produtividade do
milho. Assim, a adog&o da pratica com a dose de 30 kg ha™* ndo é suficiente para producéo
de milho esperada e o uso de fertilizantes nitrogenados (mineral ou agua residuéria de
suinocultura) continua sendo necessario e ndo permite a reducéo da dose.

O teor de matéria organica do solo é outro atributo que influencia grandemente no
desempenho do Azospirillum brasilense em fixar N, pois as bactérias utilizam a matéria
organica como fonte de carbono para o processo de fixagdo. Estudos sobre as quantidades
e 0s ganhos na produtividade ainda sdo necessarios.

Por suas caracteristicas intrinsecas o inoculo testado ndo oferece, possivelmente,
riscos ao meio ambiente ou a sallde humana, como o uso intenso de adubos nitrogenados.
No entanto, e em funcao do fato de que o efeito de Azospirillum spp. na cultura do milho e
em outras culturas seja variavel, nem sempre proporcionando resultados positivos em

produtividade, seria interessante que fossem realizados outros experimentos com 0 USsO
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desse produto comercial, contendo Azospirillum spp. nas mais diversas condi¢des de cultivo
e solo, para futura recomendacédo de uso na agricultura.

Ja no sentido de gerenciamento de residuos e efluentes, que a agua residuaria de
suinocultura podera ser reaproveitada de forma adequada frente a crise hidrica em alguns
estados brasileiros, conforme demonstrado por diversas técnicas, assim como nos ditames
legais do Estado. O reuso de efluentes tratados na agricultura para a adubacéo de culturas
agricolas tem a finalidade do aproveitamento dos nutrientes presentes nas aguas
residuarias de suinocultura e disp6-las de maneira adequada no ambiente. Por tratar-se de
técnica de disposicdo final e trazer beneficios para a agricultura, o aproveitamento dos
efluentes da suinocultura na fertirrigacdo das culturas tem despertado o interesse dos
agricultores, integrando sistemas de producéo e reduzindo os custos com adubacéo e agua.

O reuso da agua ira diminuir o langcamento indiscriminado de dejetos néo tratados em
rios, lagos e no solo, dado que, quando os dejetos de suinos sdo incorporados, ocorre
estimulacéo da atividade microbiana e as exigéncias de oxigénio por esses microrganismos
superam a taxa de difusdo do oxigénio atmosférico, tornando o ambiente anaerdbico. A
degradacdo da matéria organica ndo se completa, provocando reducdo no pH do solo e
producdo de gases malcheirosos. Assim, as aguas residuarias da suinocultura podem ser
utilizadas em areas de cultivo agricola, sendo rica fonte de nutrientes. Porém, as laminas a
serem aplicadas deverao ser calculadas com base na quantidade de nutrientes e outros sais
gue serdo incorporados no solo. A disposicdo de aguas residuarias de animais no solo &
muito usada no mundo, principalmente na Europa e nos Estados Unidos, tanto como técnica
de tratamento por escoamento superficial quanto na fertilizacdo de solos cultivados. No
Brasil, ela tem sido muito usada na fertirrigacdo de culturas exploradas em regifes
produtoras de suinos e bovinos, criados em sistema de confinamento.

Por fim, na tentativa de reduzir os custos de produgdo e impulsionar a agricultura, a
técnica de manejo proposta neste trabalho se apresentou eficiente na evolugdo da

produtividade, com baixo custo para implantacao.



