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RESUMO

BRITO, Tauane Santos, M.S., Universidade Estadual do Oeste do Parana, Fevereiro — 2019.
Métodos de inoculacao de Azospirillum brasilense e sua influéncia na promoc¢ao de
crescimento do milho. Orientador: Dr. Vandeir Francisco Guimaraes. Coorientador: Dr?.
Elisiane Inés Dall’Oglio Chaves. Dr. Gilberto Costa Braga.

O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal em milho destaca-se como
alternativa para aumento de produtividade, reducao de uso de quimicos e preservagao
ambiental. Contudo, se busca-se métodos mais eficientes para uso do inoculante, em especial
na etapa de manejo por parte do produtor, visando preservar a viabilidade do microrganismo.
O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de métodos de inoculagdo com Azospirillum
brasilense no metabolismo e promogao de crescimento vegetal em milho hibrido Formula VT®.
Em casa de vegetagdo, utilizando como unidade experimental vasos de polietileno com
capacidade para 25 L, preenchidos com LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico, foram
cultivadas plantas de milho em funcao de diferentes métodos de inoculacdo com as estirpes
Abv5 e Abv6 da bactéria promotora de crescimento vegetal A. brasilense. Os métodos de
inoculagdo consistiram em auséncia de inoculagdo (controle), inoculacao via semente (no
momento da semeadura), inoculagdo via foliar (no estadio fenologico V4) e inoculagdo via
semente associada a foliar (no momento da semeadura e no estadio fenoldgico V4,
respectivamente). Quinzenalmente as plantas foram avaliadas quando ao teor relativo de
clorofila. Nos estadios fenologicos V8, VT e R6 foram realizadas as leituras de taxa de
assimilacdo liquida de CO: em fun¢do de diferentes densidades de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos. Destes dados determinou-se o ponto de compensacao de CO», a
eficiéncia quantica e a taxa de assimilacdo liquida de CO, maxima. Ainda, nos estadios
fenologicos V8, VT e R6, foram mensurados nimero de folhas, altura de parte aérea, diametro
basal de colmo, volume de raiz, massa seca de folha, colmo+bainha, raiz e total, area foliar e
teores foliares de nitrogénio, fosforo e potassio. Por fim, no estadio fenoldgico R6 avaliou-se
diametro de espiga, comprimento de espiga, numero de fileiras, nimero de graos por fileira,
massa seca de estrutura reprodutiva, massa de 100 graos, massa total de graos e teor de
nitrogénio, fosforo e potéassio dos graos. Plantas inoculadas via semente e via semente associado
a foliar destacaram-se quanto a diametro basal de colmo, massa seca foliar, volume de raiz, e
aos teores de nitrogénio, fosforo e potassio. Ainda, plantas inoculadas apresentaram capacidade
diferenciada de transporte de elétrons e eficiéncia de assimilagdo liquida de CO», em relagdo ao

controle, em todos os estadios analisados. O método de inoculacdo via foliar influenciou na
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demanda adaptativa das plantas, reduzindo a velocidade de desenvolvimento no estadio inicial.
Os métodos de inoculacdo influenciaram em pardmetros fisiologicos, morfométricos e
nutricionais do desenvolvimento do milho, contudo, ndo influenciaram na produtividade final.
O desenvolvimento vegetal relacionado a promocdo de crescimento foi influenciado

positivamente pela inoculagdo, variando de acordo com o método utilizado.

Palavras-chave: Bactéria promotora de crescimento vegetal. Eficiéncia quantica. Ponto de

Compensacao de CO». Inoculagao via foliar.
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ABSTRACT

BRITO, Tauane Santos, M.S., Universidade Estadual do Oeste do Parana, February — 2018.
Inoculation methods of Azospirillum brasilense and its influence in the growth promotion

of maize. Advisor: Dr. Vandeir Francisco Guimardes. Co-Advisors: Dr*. Elisiane Inés
Dall’Oglio Chaves. Dr. Gilberto Costa Braga.

The use of plant growth promoting bacteria in maize stands out as an alternative to
increase productivity, reduce the use of chemicals and preserve the environment. However,
more efficient methods for the use of inoculant are sought, especially in the stage of
management by the producer, seeking to preserve the microorganism’s viability. The objective
of this study was to evaluate the influence of inoculation methods with Azospirillum brasilense
in the metabolism and the plant growth promotion in maize hybrid Formula VTI®. In
greenhouse, using as experimental unit polyethylene pots with 25 liter capacity, filled with
Oxisol, were cultivated maize plants in function of different inoculation methods with the
strains Abv5 and Abv% from the plant growth promoting bacteria A. brasilense. The
inoculation methods consisted in the absence of inoculation (control), seed inoculation (during
the seeding moment), foliar inoculation (in the phenological stage V4) and seed inoculation
associated to foliar inoculation (during the seeding moment and in the phenological stage V4,
respectively). The plant’s chlorophyll relative content was fortnightly evaluated. In the
phenological stages V8, VT and R6 was measured the readings of the CO2 liquid assimilation
rate in function of different flux densities of photosynthetically active photons. From these data
it was determined the CO2 compensation point, the quantum yield and the maximum CO2
liquid assimilation. Still in the phenological stages V8, VT and R6, it was measured the number
of leaves, aerial height, basal stem diameter, root volume, dry mass of leaves, stem+leaf sheath,
roots and total dry mass, foliar area and foliar contents of nitrogen, phosphorus and potassium.
Finally, in the phenological stage R6 it was evaluated the ear diameter, ear length, number of
rows, number of kernels per row, dry mass of the reproductive structure, 100 grain mass, total
grain mass and the grain content of nitrogen, phosphorus and potassium. Plants with inoculation
via seed and seed inoculation associated to foliar inoculation stood out as to basal stem
diameter, leaves dry mass, root volume and the contents of nitrogen, phosphorus and potassium.
Still, the inoculated plants showed a differentiated capacity of transport of electrons and
efficiency of CO2 liquid assimilation rate in relation to the control in all evaluated stages. The
inoculation method via foliar influenced in the adaptative demand of the plants, reducing their

development speed in the initial stage. The inoculation methods influenced in physiological,
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morphometric and nutritional parameters of the development of maize, however, they did not
had any influence in the final yield. The plant development related to the growth promotion

was positively influenced by the inoculation, varying according to the utilized method.

Keywords: Plant growth promoting bacteria. Quantum yield. CO, compensation point. Foliar

inoculation.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas atuais buscam tecnologias que possibilitem o aumento da produgao
sem necessariamente aumentar a area cultivada, visando técnicas que supram a
necessidade alimentar da populagdo e ainda assim preservem o meio ambiente.

O milho (Zea mays L.) estd entre os cereais mais cultivados na atualidade,
utilizado em processos diversos da agroindastria. E uma espécie de grande importancia
na linha de pesquisa de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), cuja
associacdo com esses microrganismos recebe diferentes focos de estudo, buscando as
melhores maneiras de se atingir altos patamares produtivos, em especial quando
associado ao Azospirillum brasilense.

O uso de BPCV em podceas cultivadas em solos brasileiros ¢ fonte de pesquisa
desde a década de 1950 e, desde entdo, muito se foi descoberto. A fixacao bioldgica de
nitrogénio, foco inicial das pesquisas, abriu caminho para uma ampla diversidade de
atuacdes, como por exemplo a produgdo de fitohormonios, a solubilizagdo de fosfatos e
a indug¢do de resisténcia.

A colonizagdo bacteriana se da preferencialmente na rizosfera, mas o A.
brasilense por se tratar de uma bactéria associativa tem a capacidade de colonizar
qualquer tecido vegetal. Os métodos de inoculacdo utilizados comumente variam entre
inoculacdo via semente ou no sulco de plantio, contudo, pesquisas recentes tém
demonstrado que a inoculacao via foliar, apos a emergéncia da planta, pode resultar em
ganhos significativos para a cultura. Esse terceiro método, destaca-se como uma
alternativa para contornar o efeito deletério do tratamento de semente a0 microrganismo
inoculado, além disso, visa aumentar a eficiéncia do processo de promog¢do de
crescimento vegetal.

Diante do exposto, a hipotese do estudo ¢ de que o método utilizado para a
inoculagdo de plantas com a bactéria 4. brasilense influenciaria no metabolismo vegetal,
atuando nas taxas fotossintéticas e na promog¢do de crescimento em plantas de milho.
Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da inoculagdo com Azospirillum
brasilense no metabolismo e na promogao de crescimento vegetal em milho, em fungdo

de diferentes métodos de inoculagao
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2 CAPITULO I: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DO MILHO

Origindrio das regides andinas da América do Sul, o milho (Zea mays L.) ¢ um
cereal de destaque da produgdo brasileira. De alto potencial produtivo, fruto de extensos
trabalhos na area de melhoramento, ¢ o terceiro cereal mais produzido no mundo,
perdendo apenas para trigo e arroz, e € o principal cereal produzido no Brasil. De acordo
com dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) a estimativa da area
brasileira plantada em 2018/19 é de 16.524 milhdes ha’!, com produtividade total
estimada em mais de 91 mil toneladas (CONAB, 2019).

O milho ¢ uma Poaceae anual, com metabolismo C4 e ampla adaptagdo a
diferentes condi¢cdes ambientais. A cultura é responsiva a altas temperaturas, variando
entre 24 ¢ 30°C, influenciando no acumulo de graus-dias, além de elevada exigéncia
hidrica (média 600 mm), principalmente no estadio de florescimento, essencial para seu
desenvolvimento pleno (MAGALHAES; DURAES, 2006).

Essencial para as atividades agropecudrias, o milho ¢ fonte para diversas areas
desde a alimentagdo humana e animal até a produgao de combustivel. O milho ¢ a base
da alimentacdo para aves, suinos e bovinos, sendo empregado extensamente na
formulagdo de ragdes, devido ao potencial energético.

A cultura ¢ fundamental no processo de sucessdo de culturas, sendo semeado
logo apos a soja, produzindo grande volume de palhada, que auxiliam em processos de

conservagao do solo e disponibilizam nutrientes a partir da matéria organica.

2.1.1 Metabolismos das plantas C4

Visando a reducdo das perdas de carbono via fotorrespiracao, algumas plantas
desenvolveram adaptagdes em seu metabolismo, permitindo minimizar a atividade da
RUBISCO. Plantas com metabolismo Cs tem suas reagdes fisicamente separadas.
Reagdes que dependem da luz acontecem nas células do mesofilo, enquanto as do ciclo
de Calvin nas células da bainha do feixe vascular (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Desta forma, ao fixar CO», forma-se um acido organico chamado malato ou
aspartato, que ¢ transportado para a bainha do feixe vascular. Na bainha, a molécula ¢
quebrada, liberando o CO», para entdo fixa-lo pela RUBISCO, transformando em agucar
via Ciclo de Calvin, como ocorre normalmente em plantas de metabolismo C;

(KERBAUY, 2008; TAIZ et al., 2017).
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Essa adaptacdo permite manter sempre alta concentracdo de CO2 no interior das
células em relagdo ao Oz na RUBISCO, minimizando a fotorrespiragdo. O gasto de ATP
para mover CO; do mesofilo para a bainha do feixe vascular ¢ compensado pela reducao
das perdas com a fotorrespiragdo. Esse metabolismo ¢ comum em apenas 3% das plantas
vasculares, em especial o milho e a cana de agucar. Sao plantas mais adaptadas a climas

tropicais (EHLERINGER; BJORKMAN, 1977; KERBAUY, 2008; TAIZ et al., 2017).

2.1.2 Trocas gasosas e desenvolvimento vegetal

Da semeadura a colheita, o desenvolvimento de uma planta ocorre em funcao de
reacdes metabolicas que acontecem por meio de estimulos, como a entrada de agua, a
interceptacdo de luz e as trocas gasosas. Essas reacdes ndo seguem um padrdo, mas sim,
variam ao longo de todo o periodo de desenvolvimento, devido a fatores intrinsecos e
extrinsecos, influenciando desde a abscisdo de folhas mais antigas e/ou doentes a
expansao radicular do organismo vegetal em situagdo de estresse hidrico (TAIZ et al.,
2017). Doengas e déficits (nutricional, agua, luminosidade, entre outros) levam o
organismo vegetal a reduzir a produgdo de compostos, visando a sobrevivéncia.

Plantas ndo possuem orgdos exclusivamente responsaveis pela realizacdo de
trocas gasosas, apesar da maior parte delas acontecer nas folhas. Os estdomatos sdo os
principais responsaveis pelas reagdes de trocas gasosas vegetais, regulando a abertura e
fechamento do ostiolo de acordo com a situacdo ambiental do momento (LARCHER,
1986). Além da luz, o substrato basico para a realizacdo da fotossintese ¢ o CO, desta
forma, a abertura e fechamentos estomatico sao fatores de suma importancia para que as
reacOes luminosas acontecam de forma satisfatoria, permitindo o desenvolvimento pleno
do organismo vegetal (LARCHER, 1986).

Na maturidade fisioldgica, as plantas estabilizam suas taxas respiratorias, que
diminuem de acordo com a proximidade da senescéncia vegetal, devido a produgdo
enddgena de etileno. A reducdo das taxas respiratorias estaria associada a uma rota
alternativa, cujo papel ainda nao esta totalmente definido, ou ainda, a partir da aplicagao
exogena de etileno, buscando uma maturidade precoce, como ocorre em frutiferas
(LARCHER, 1986; TAIZ et al., 2017).

Do mesmo modo, a taxa de respiracdo vegetal ¢ diretamente influenciada pela
concentracdo de dioxido de carbono (CO;) no ambiente, tendo a atividade do CO»
reduzida quando em altas concentragdes do etileno. Levando em consideragao que o CO>

inibe a producdo do etileno, o aumento na taxa de respiragdo vegetal, resultante desta
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competicao, pode estar relacionado ao atraso do ponto de maturagdo, devido a redugao
da concentracdo de etileno, que tem sua produgdo inversamente proporcional a

concentracdo de CO> (CALBO; MORETTI; HENZ, 2007).

2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) no Brasil tem
enfoque desde a década de 50, quando a Dr* Johanna Ddbereiner isolou de solos acidos
da “Baixada Fluminense” amostras da Azotobacter. Esses estudos ganharam evidéncia
com a descoberta de bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a rizosfera de poaceas,
que abriu um leque de diferentes linhas de pesquisa na area (DOBEREINER, 1966).
Desde entdo muito se foi descoberto quanto as caracteristicas adicionais desses
microrganismos, demonstrando que a fixac¢ao biologica de nitrogénio ¢ apenas uma das
muitas aplicacdes agricolas resultantes da pesquisa com BPCV (BALDANI; BALDANI,
2005).

A interagdo positiva entre planta e microrganismos ocorre quando a planta ¢
capaz de tolerar a acao bacteriana, ou mesmo, quando a bactéria ¢ capaz de contornar os
mecanismos de defesa da planta. Ainda assim, para que a colonizacdo seja bem-sucedida,
a bactéria precisa ser capaz de penetrar o tecido dessa planta e se multiplicar, suprimindo
os sistemas de defesa se utilizando de hormonios e toxinas (ANJOS, 2008).

Residentes epifiticas ou endofiticas, as BPCV podem atuar de maneira direta ou
indireta no desenvolvimento de plantas, alterando -caracteristicas morfologicas,
fisiologicas ou bioquimicas. Aumento de area foliar, diametro de caule, nimero de folhas,
massa seca, maiores condi¢des de adaptacdo, maior sobrevivéncia de mudas, biocontrole
de doencas, aumento de produtividade, producdo de fitohormonios, solubilizacdo de
fosfatos minerais, sdo, entre outros fatores, confirmacdes do potencial dessas bactérias e
de como ¢ pratico optar por usa-las (MARIANO et al., 2004).

A rizosfera ¢ uma das portas de entrada para essa associacdo, e ¢ diretamente
influenciada pela liberacdo de exsudatos radiculares, assim como a disponibilidade de
material organico, sendo que, a atividade metabolica dessas bactérias torna disponivel
para as plantas, de maneira simplificada, importantes nutrientes como nitrogénio e

potassio (ANJOS, 2008; MOREIRA et al., 2010).
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2.2.1 Estratégias de promocao de crescimento vegetal
A promogdo de crescimento vegetal nada mais ¢ do que a maneira como as
bactérias atuam no organismo vegetal influenciando fatores relacionados ao

desenvolvimento vegetal e elevando o potencial produtivo destes vegetais.

2.2.1.1 Fixacdo biologica de nitrogénio

A fixagdo bioldgica ¢ uma area bastante explorada na cultura da soja, cuja a
planta associa-se ao microrganismo, produzindo nédulos onde a bactéria realiza a quebra
da ligagdo tripla no N, tornando o nutriente, na forma possivel de absorcao, disponivel
para a planta (BALDANI; BALDANTI, 2005; HUNGRIA et al., 2010).

Contudo, essa associacdo nao ¢ possivel entre as BPCV e as poaceas. Esses
microrganismos possuem o gene da nitrogenase, necessarios para que ocorra a fixacao
bioldgica de nitrogénio, contudo a ndo formagao do nédulo faz com que a fixagdo ocorra
com menor intensidade (GLICK, 2012). Esse complexo sistema, em que ndo ocorre a
formacao de nodulos fixadores, ndo fornece a mesma eficiéncia obtida na cultura da soja,
mas, ainda apresenta resultados satisfatorios quanto a promogao de crescimento vegetal
(SANTOYO et al., 2016).

Avaliando caracteristicas agrondmicas e produtividade de hibridos de milho a
campo quando inoculado com trés espécies de Azospirillum (A. brasilense, A. lipoferum
e A. oryzae), Quadros et al. (2014) relatam que plantas inoculadas apresentaram melhor
desenvolvimento no periodo vegetativo, em especial maior teor de clorofila nas folhas.

Testando duas formas de inoculacdo com A. brasilense (semente e sulco) na
cultura do milho associado a adubagado nitrogenada, Oliveira et al. (2018) relatam que o
uso da inoculagdo, independente da adubacdao nitrogenada, reflete em aumento da

producao de graos.

2.2.1.2 Produgao de fitohormdnios

Ao longo do seu desenvolvimento as plantas ajustam a producao enddgena de
fitohormonios, visando adaptar-se as fases de desenvolvimento e a situagdes de estresse.
Por ser uma estratégia de sucesso, alguns microrganismos utilizam a mesma abordagem,
induzindo a producdo e influenciando os niveis e o equilibro hormonal da planta,
principalmente em situagdes de estresse (GLICK, 2012).

Visando identificar o potencial bacteriano para producdo de citocinina e

giberelina, Nascimento et al. (2018) isolaram 20 bactérias endofiticas associativas de
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plantas de maracuja amarelo, e identificaram que todos os isolados eram capazes de
produzir os dois hormdnios com diferentes niveis de eficiéncia.

Florentino et al. (2017) inicialmente avaliaram o potencial in vitro de 19 estirpes
bacterianas para producao de auxina junto a presenga e auséncia de triptofano, para em
seguida avaliarem o efeito da inocula¢do destes organismos na cultura da alface. Eles
concluiram que a presenca do triptofano no meio estimula o aumento da producdo de
auxina pela maioria das estirpes. E que, a inoculagdo dessas estirpes em plantas de alface,
promoveu aumento da taxa de germinacao de sementes, comprimento radicular e peso de

matéria seca.

2.2.1.3 Solubilizac¢ao de fosfatos minerais

A biodisponibilidade limitada de fésforo no solo, nutriente essencial para o
crescimento, resulta em incapacidade das plantas de obter fosforo o suficiente, de forma
natural, limitando seu desenvolvimento (MOREIRA et al., 2010; SANTOYO et al.,
2016).

A solubilizacao e mineralizagdo de fosfatos via BPCV ocorre devido a acao de
acidos organicos que sdo sintetizados por esses organismos no solo, resultando em uma
sequéncia de processos de quebra que resultam na disponibilidade de nutriente para o
organismo vegetal (GLICK, 2012).

Devido aos preparos dos microrganismos em escala comercial, muito dessa
caracteristica tem sido limitada, se manifestando efetivamente quando as bactérias sdo
co-inoculadas com outros microrganismos, como as micorrizas (GLICK, 2012;
MOREIRA et al., 2010).

Avaliando a capacidade de solubilizacdo de fosfatos inorganicos e fixagdo
biologica de nitrogénio de 30 estirpes bacterianas isoladas de raizes de cana-de-acucar
(15 endofiticos e 15 colonizadores de rizosfera), Santos et al. (2012) relatam que 90%
dos isolados apresentaram capacidade de solubilizar fosfato inorganico, sendo que

estirpes colonizadoras de rizosfera apresentam maior indice de solubilizagao.

2.2.1.4 Controle biologico

O controle bioldgico ¢ uma acdo indireta da inoculagdo com BPCV. Pesquisas
indicam que, a inoculagdo com esses microrganismos, possibilitam uma rapida
colonizagdo bacteriana da rizosfera, competindo por sitios de infeccdo com

microrganismos patogénicos (GLICK, 2012).
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Além disso, outros fatores podem indicar o controle bioldgico resultante do uso
destes organismos. A producdo de fitohormonios, em especial a auxina, influencia no
desenvolvimento da cultura, fazendo com que a mesma apresente maior resisténcia a
danos mecanicos e bioquimicos. Ainda, esses organismos podem produzir sider6foros,
metabolitos antimicrobianos, enzimas liticas, além de competir por nutrientes com os
demais organismos (GARCIA; KNAAK; FIUZA, 2015).

Ao microbiolizar sementes de arroz com rizobactérias, Souza Junior et al. (2010)
relatam que plantas inoculadas apresentaram menor incidéncia de Rhizoctonia solani e
Meloidogyne graminicola, além de caracteristicas relacionadas a promocao de
crescimento. Ludwig e colaboradores (2013) também relatam eficiéncia no controle de
Meloidogyne graminicola.

Usando Pseudomonas synxantha, P. fluorescens, Bacillus sp., Bacillus subtilis,
e Stenotrophomonas malthophilia, que também atuam no controle biolégico para doencas
fungicas do arroz, pesquisadores relatam que todas as rizobactérias produziram algum
composto responsavel pelo controle de nematoides Meloidogyne graminicola, além de
plantas inoculadas apresentarem menor nimero de galhas e ovos, com reducao de até

35% do fator de reprodugdo dos nematoides (LUDWIG; MOURA; GOMES, 2013).

2.2.1.5 Inducao de resisténcia

A inoculagdo com BPCV pode desencadear em algumas plantas um fenomeno
conhecido como resisténcia sistémica induzida, onde as plantas ativam seus mecanismos
de defesa em resposta a infec¢do de um agente ndo infeccioso que € reconhecido como
patogénico. Essas plantas preparam seu organismo para as abordagens geralmente
realizadas para um patogeno, desta forma, quando um patdégeno realmente infecta o
organismo vegetal, este ja estd preparado para se atrasar ou evitar sua entrada e
consequentemente sua infeccao nos tecidos (GLICK, 2012; STANGARLIN et al., 2011).

Silva e Romeiro (2004) testando estirpes de bactérias colonizadoras de rizosfera
em mudas de tomate visando o biocontrole da mancha-bacteriana-pequena do tomateiro,
obtiveram 28 isolados com capacidade de biocontrole do patéogeno. J& Medeiros et al.
(2005) conduziram estudo, visando redugdo da sobrevivéncia de larvas da traca das
cruciferas, usando plantas inoculadas ou ndo com Bacillus thuringiensis, e relatam que,
em comparagdo as plantas ndo inoculadas, o uso de inoculadas como base alimentar
resultou em mortalidade larval de até 60%, com controle ndo inoculado apresentando

apenas 1,7% de mortalidade.
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2.2.1.6 Tolerancia a estresse ¢ fitorremediagdes

O metabolismo vegetal ¢ adaptado para lidar com algumas situagdes de estresse
em funcao do local onde a planta se encontra, fazendo com que a mesma adapte-se
visando a sobrevivéncia. O uso de BPCV pode influenciar, de forma indireta, aumentando
a tolerancia da planta a situagdes que comumente resultariam em menor rendimento final
de producao, ou mesmo, a morte da planta. Ainda, podem atuar em processos de
fitorremediagdes devido a sua capacidade de absorver quantidades significativas de
metais pesados (LUO et al., 2011; MIRANSARI; SMITH, 2014).

Plantas de girassol inoculadas por microbiolizagdo com Bacillus sp. e
Enterobacter cloacae, quando cultivadas em déficit hidrico, apresentaram aumento nos
teores de nitrogénio e potassio foliar, bem como de solutos organicos. O uso da
inoculagdo aumento a capacidade de ajuste osmotico das plantas cultivadas em déficit
hidrico, resultando em maior acumulo de solutos organicos (FERNANDES; LIMA,
2014).

O wuso de Bacillus sp. em plantas adultas de meloeiro infectadas com
Meloidogyne incognita resultou em reducao da reprodu¢do do nematoide e do nimero de
galhas. Além disso, em plantas inoculadas, a redu¢do do acimulo de biomassa devido a
estresse hidrico foi menos severa, assim como houve reducao do teor de proteina soluvel
nas plantas (PEREIRA et al., 2016).

Uma estirpe bacteriana isolada de Solanum nigrum L, planta hiperacumuladora
de cadmio, apresentou resisténcia aos efeitos toxicos de metais pesados, solubilizando
fosfatos e produzindo acido indolacético e sideroforos. Em 72 horas em meio de cultura,
a bactéria ligou a suas células 65% do cadmio e 35% do zinco presente da solucdo (LUO

etal., 2011).

2.2.1.7 ACC deaminase ¢ o etileno

Outro dos destaque para as BCPV ¢ a capacidade de sequestrarem o precursor
da sintese de etileno, 0 ACC (4acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano), e utiliza-lo em
seu organismo para a obtencao de energia, alterando assim a produg¢ao de etileno na planta
e consequentemente afetando o tempo de vida de orgdos vegetais, retardando a
senescéncia (GLICK, 2014).

Esses microrganismos sao capazes de atuar na sintese do hormonio vegetal

etileno, a que se da em fases variadas, atuando como modulador de crescimento das
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plantas, participando na germinagdo de sementes, formacdo de nddulos no caso de
rizobios, desenvolvimento radicular e também na ramificagdo de plantas (GLICK, 2014),
e ainda, na abscisdo foliar e senescéncia floral, no amadurecimento de frutos, no caso de
lesdes ou infecgdes por patdgenos e por estresse fisiologico (TAIZ et al., 2017). Além
disso, a sintese sofre efeitos de fatores como temperatura, luz, gravidade, nutri¢ao, outros
estresses bioticos, presenca de metais, produtos quimicos (organicos ou inorganicos),

agua em excesso ou falta e ferimentos mecaniscos (GLICK, 2014; GLICK, 2012).

2.2.2 A espécie Azospirillum brasilense

O género Azospirillum engloba bactérias associativas presentes em diversas
espécies vegetais. Das BPCV, sdo as mais estudadas na atualidade quando associadas as
poaceas, devido ao potencial de promog¢ao de crescimento oriundo de diversas fontes,
como a fixagdo bioldgica de nitrogénio, producdo de fitohormonios, aumento
disponibilidade de nutrientes e inducao a resisténcia de plantas a patégenos (FUKAMI et
al., 2016; LOPEZ; HERRERA, 2017).

A associacdo da Azospirillum brasilense com a rizosfera de pastagens e cereais
de clima tropical vem sendo a principal fonte de estudo para a espécie, em especial sua
associacdo com a cultura do milho (LOPEZ; HERRERA, 2017). Devido a caracteristica
de colonizar tanto a parte interna quanto externa da raiz, além de outros 6rgdos vegetais,
essa bactéria tem se destacado devido a eficiente promogao de crescimento, em especial
em situagdes de estresse, nos estudos realizados (BARASSI et al., 2006; BULEGON et
al.,2017; OFFEMANN et al., 2015; RADWAN; KAMEL; MASSENA, 2004; SHELUD
et al., 2010).

2.2.3 A promocio de crescimento vegetal no milho

O milho tem alta adaptabilidade em diversos ambientes, para atingir o apice do
seu potencial, o cultivo ¢ subsidiado por preparo de solo, métodos de plantio, adubagdes,
irrigacdo, controle de pragas e patdgenos, plantas daninhas, métodos de melhoramento
genético, entre outras técnicas que foram sendo aperfeigoadas ao longo de anos de
pesquisa (BATISTA, 2012).

Tem como caracteristica a capacidade de se associar a BPCV, que podem
colonizar das raizes até folhas das plantas, promovendo ganhos para ambos (ALVES et
al., 2014). Muito se conhece sobre a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio das

BPCV, mas, além disso, como citado anteriormente, esses microrganismos sao capazes
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de promover a produgdo fitohormodnios, produzir enzimas, como a ACC deaminase,
solubilizar fosfatos minerais, atuar no controle biolégico de microrganismos patogénicos,
induzir resisténcia, promover maior absor¢ao pelas raizes, contribuir para sobrevivéncia
em condi¢des pouco favoraveis, reduzir danos por estresse, auxiliar em fitorremediagoes,
entre outras caracteristicas destacaveis (COELHO etal.,2007; DEY; PAL; TILAK, 2012;
DOORNBOS; VAN LOON; BAKKER, 2012; MARIANO; et al., 2004).

Estudos realizados com a cultura do milho destacam que as plantas inoculadas
demonstram melhores caracteristicas de interesse agrondmico, como didmetro de colmo,
altura de parte aérea, massa seca, massa radicular, produtividade (DARTORA et al.,
2013; DE QUADROS et al., 2014; KAPPES et al., 2013; NOVAKOWISKI et al., 2011;
REIS et al., 2008), aumento da eficiéncia da utilizagdo de nitrogénio e fosforo, maior
atividade da nitrato redutase, da glutamina sintetase, e aumento nos teores de aglcares
soluveis totais (MORALIS et al., 2016; REIS et al., 2008), ¢ maiores indices de clorofila
foliar (DARTORA et al., 2013; DE QUADROS et al., 2014; KAPPES et al., 2013).

2.3 METODOS DE INOCULACAO

O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal na agricultura teve destaque
com o processo de inoculacdo via semente, contudo, atualmente outros métodos vém
sendo testados, buscando otimizagdo dos resultados obtidos. Os métodos hoje variam em
inoculagdo via semente, via foliar, associacdo semente e foliar, sulco de plantio, imersao
em solucdo de bactérias, este ultimo para testes de enraizamento de estacas (SILVA et
al., 2017).

Estudos tem relatado que o uso da inoculagdo via semente pode reduzir a
eficiéncia do processo de inoculacdo devido a influéncia dos tratamentos de semente
geralmente utilizados no momento de semeadura, em especial fungicidas (BULEGON et
al., 2017; PEREIRA et al., 2010; VOGEL; FEY, 2016).

Devido a incompatibilidade com alguns produtos quimicos, como tiofanil,
tolylfluanid (CAMPO et al.,, 2010), carbendazin e thiram (CAMPO; ARAUJO;
HUNGRIA, 2009; COSTA et al., 2013), vem-se testando o uso da inoculacao no sulco,
via pulverizacdo na semeadura, ou pulverizagao foliar, apds a emergéncia das plantas.

Fukami et al. (2016) relatam que, em experimento em estufa, plantas de milho
inoculadas via pulverizagdo foliar apresentaram 27% a mais de acumulo de massa seca
de parte aérea com 75% da dose de nitrogénio recomendada, em rela¢do ao controle nao

inoculado com 100% da dose de nitrogenada. J& em trigo, o uso do inoculante junto a



24

100% da dose de nitrogénio recomendado resultou em aumento nos teores de nitrogénio
foliar em relacdo as plantas ndo inoculadas com a mesma dose de adubagao nitrogenada.

Visando determinar a viabilidade do uso de A. brasilense via semente e via
pulverizacao foliar em milho, Fukami et al. (2017) relatam que metabolistos produzidos
pelas bactérias podem ser os maiores responsaveis pelos efeitos obtidos na inoculacdo,
como acido indol-3-acético, indol-3-etanol, acido indol-3-lactico e acido salicilico.
Ainda, relatam que a regulagdo dos genes do estresse oxidativo nas folhas e infra
regulacao nas raizes foi afetado pela inoculacao bacteriana, indicando relagdo entre os
métodos de inoculagdo, a produgdo de fitohormonios e a elicitacdo de genes relacionados
a indug¢do de resisténcia.

Em contrapartida, Pereira et al. (2017) relatam que, ao testar trés métodos de
inoculagdo de A. brasilense na cultura do trigo (via semente, via foliar e associagao dos
dois anteriores) a inoculagdo via semente foi a que melhor apresentou incremento na
produtividade final de graos, indicando que a cultura utilizada também pode influenciar

no melhor método de inoculagao a ser utilizado.
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3 CAPITULO II: MORFOMETRIA E PRODUCAO DE MILHO INOCULADO

COM Azospirillum brasilense
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Morfometria e producido de milho inoculado com Azospirillum

brasilense

O objetivo do estudo foi analisar a influéncia de métodos de inoculagdo com
Azospirillum brasilense em parametros morfometricos da cultura do milho. Foram
cultivadas plantas de milho hibrido Formula VT® sob diferentes formas de
inoculacdo: auséncia de inoculagdo; inoculagdo via semente; inoculagio via foliar;
inoculacdo via semente associada a foliar. Nos estadios fenologicos V8 e VT foram
mensurados nimero de folhas, altura de parte aérea, volume de raiz, diametro de
colmo, massa seca de folha, colmo e bainha, raiz e total, além dos teores de
nitrogénio, fosforo e potassio foliar. No estadio R6, junto as andlises anteriores,
analisou-se diametro e comprimento de espiga, nimero de fileiras, nimero de
graos por fileira, massa de estrutura reprodutiva e de mil graos e numero total de
graos, e os teores de nitrogé€nio, fosforo e potassio dos graos. Quinzenalmente, foi
mensurado o indice SPAD dos tergos apical, mediano ¢ basal foliar. Os métodos
de inoculag¢do pouco influenciaram em parametros morfométricos e nutricionais
do desenvolvimento do milho, ndo influenciando na produgdo. A inoculagédo via
semente e via foliar associado a semente influenciou positivamente nas plantas
quanto ao didmetro de colmo, massa seca foliar, volume de raiz, ¢ aos teores de

nitrogénio, fésforo e potassio.

Palavras-chave: Promog¢do de crescimento vegetal; teor relativo de clorofila; Zea

mays L

Introducio

O processo de desenvolvimento vegetal abrange etapas de producdo, consumo e
acumulo de energia, visando-se obter descendentes ao fim do ciclo que propagem a
espécie. Esses processos tém inicio na absor¢do de agua, luz e nutrientes, com reflexo
direto sobre um produto, a massa.

A massa representa o quanto foi absorvido e convertido de metabolitos, que
resultaram nas reservas do descendente. No milho (Zea mays L.), o acompanhamento do
acimulo de massa ao longo do ciclo ¢ importante para definicdo da demanda hidrica,

nutricional e luminosa de acordo com a fase fenoldgica. Concomitante a demanda
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evapotransporativa imposta pela atmosfera acontecem os processos de absorgdo,
transporte e transpiragdo dos organismos vegetais, os quais visam suprir as necessidades
fisiologicas e nutricionais da cultura, estando intimamente ligados a fotossintese,
limitando a assimilagdo de carbono e a conversdo de metabolitos em matéria seca (Taiz
etal., 2017).

A associagdo de podceas com bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV) destacou-se nas pesquisas devido ao potencial desses microrganismos
associativos de fixacdo biologica de nitrogénio, mas na atualidade tém-se buscado
descobrir e compreender outros potenciais desses microrganismos, em especial
relacionados a capacidade de produgdo de fitohormdnios, influéncia na tolerancia a
situacdes de déficit, solubilizacdo de fosfatos minerais, controle biologico, entre outros
(Glick, 2012; Guimaraes et al., 2017).

O género Azospirillum é amplamente utilizado em pesquisas com a cultura do
milho (Bulegon et al., 2017; Morais et al., 2017; Sangoi et al., 2015). Estudos tém
buscado entender como a promocao de crescimento estimulada por esses microrganismos
pode reduzir custos e aumentar a produtividade. Contudo, BPCV possuem ampla gama
de atuagdo resultando em diferentes efeitos no desenvolvimento vegetal. Essa
versatilidade ¢ influenciada inclusive em relagdo ao local de inoculagdo dos
microrganismos na planta, refletindo nas respostas obtidas.

Estudos de Morais et al. (2016), visando avaliar o efeito de doses de inoculante a
base de Azospirillum brasilense no sulco de semeadura combinado com doses de
adubacdo nitrogenada, revelam que o uso da inoculagao influéncia na producao de graos,
e que a técnica de aplicacao no sulco se mostra eficiente em regides do Cerrado brasileiro.

Visando reduzir custos de producao, associando microrganismos a redugdo de

doses de fertilizando inorganico, Garcia et al. (2017) que ao usar A. brasilense junto a
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variagdes, para mais e para menos, da dose ideal de nitrogénio, a metade da dose
associada ao inoculante proporciona desempenho agrondomico superior no milho, em
especial no rendimento de graos, massa de mil grados e matéria seca de parte aérea e raizes.

Avaliando o efeito da inoculagdo com 4. brasilense no milho segunda safra, Costa
et al (2015) ao testar trés métodos de inoculagdo (auséncia de inoculante, inoculacao via
semente e inoculagdo via foliar) associado a doses de adubacgdo, relatam que plantas
inoculadas apresentaram desempenho superior quanto a altura de plantas, acimulo de
biomassa, tamanho de espiga, teor de clorofila e producao de graos, quando comparadas
ao controle nao inoculado, independente do método utilizado.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi analisar a influéncia de
métodos de inoculacdo com Azospirillum brasilense em pardmetros morfometricos da
cultura do milho.

Material e métodos

Local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo modelo “em duas aguas”
coberta com placas de policarbonato alveolar com espessura de 10,00 mm e tratamento
contra raios ultravioleta. O sistema de resfriamento utilizado foi o de painéis evaporativos
“Humid Cool”, com temperatura, umidade do ar e temperatura do ponto de orvalho
monitorados de hora em hora utilizando o datalogger Easy Log (modelo EL-USB-2-LCD)
(Figura 1).

A estrutura esté localizada na Estacdo de Horticultura e Cultivo Protegido “Prof.
Dr. Mario César Lopes” pertencente ao Nucleo de Estacdes Experimentais da
Universidade Estadual do Oeste do Parand - UNIOESTE, Campus Marechal Candido

Rondon, municipio localizado na regido Oeste do Parand, com o clima classificado como
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Cfa mesotérmico umido (Peel, Finlayson & McMahon, 2007), altitude média de 420 m e
coordenadas geograficas 54° 22° W e 24° 46’ S.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados (DBC), composto
de quatro tratamentos e seis repeticoes. Os tratamentos consistiram em quatro métodos
de inoculagdo: auséncia de inoculagdo; inoculagao via semente no momento do plantio;
inoculacdo via foliar no estadio V4 (50% das plantas com 4 folhas completamente
expandidas); e inoculagdo via semente associada a via foliar (no momento do plantio e
no estadio V4, respectivamente).

Implantacdo e tratos culturais

Como unidades experimentais foram utilizados vasos de polietileno com
capacidade para 25 dm? (35 cm de altura, 34 cm de didmetro) preenchidos com solo da
area experimental. O solo, classificado como LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico
(LVef) de textura muito argilosa, retirado do horizonte A (Santos et al., 2013),
apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: pH (CaClz): 5,32; matéria organica:
10,25 g dm; P disponivel (Mehlich™): 112,06 mg dm™; K (Mehlich™): 0,45 cmol, dm™;
Ca?" (KC1 1 mol L): 5,51 cmol. dm™; Mg?" (KC1 1 mol L): 1,03 cmol. dm™; AI** (KCI
1 mol L™"): 0,00 cmol. dm™; H+Al (pH SMP 7,5): 3,73 cmol. dm™; soma de bases (SB):
7,00 cmole dm™; saturagdo de bases (V): 65,23%. Este foi adubado com 1900 mg dm™ de
N na forma de ureia, 590 mg dm™ de K na forma de KCI, e ainda, 162 mg dm™ de Zn na
forma de sulfato de zinco, como recomendado por Novaes et al. (1991) para cultivos em
Vvaso.

Sementes de milho hibrido Férmula Viptera®, de ciclo superprecoce e alta
produtividade, foram inoculadas com as estirpes Abv5 e Abv6 da bactéria promotora de

crescimento vegetal Azospirillum brasilense, 30 minutos antes da semeadura (a escolha
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do hibrido foi baseada em sua alta utilizacdo pelos produtores locais além de sua boa
adaptabilidade as condi¢des climdticas da regido). Foi utilizado inoculante comercial
Nitro 1000 Gramineas, da empresa Nitro 1000, na concentracdo de 2,0 x 103 UFC mL™,
na dose de 100 mL do inoculante para 60.000 sementes. Para a aplicagdo via foliar, o
mesmo inoculante foi utilizado, na dosagem de 600 mL ha!' em 100 L de agua, aplicado
via pulverizacio, com auxilio de pulverizador costal, com pressdo constante 40 kgf cm™,
mantido por COx.

A semeadura foi realizada de forma manual ao final da tarde do dia 10/10/2017
sob condigdes de temperaturas médias de 25 °C e umidade relativa do ar em torno de 55%
(Figura 1). Foram semeadas seis sementes por vaso com posterior raleio para a conducao
de duas plantas por vaso. Aos 16 dias ap6s a semeadura (DAS), novamente ao final da
tarde com temperatura média de 25 °C e umidade relativa do ar média proxima a 50%
(Figura 1), foi realizada a inoculagdo via foliar, no estdgio V4 da cultura. Os tratos
culturais e regas foram realizados conforme a necessidade da cultura ao longo do ciclo.

Avaliacoes realizadas

Aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias apds a emergéncia (DAE), as plantas foram
analisadas quanto ao teor relativo de clorofila (indice SPAD) do ter¢o apical, mediano e
basal (trés, dois e um terco do comprimento da folha, respectivamente a partir da base)
utilizando o medidor portatil SPAD 502 plus Konica Minolta.

Nos estadios V8, VT e R6 de desenvolvimento da cultura do milho, as plantas
foram avaliadas morfometricamente quanto as varidveis destrutivas e ndo destrutivas.
Foram mensurados o niimero de folhas; a altura de parte aérea, com auxilio de trena
graduada, expresso em cm; didmetro de colmo, com auxilio de paquimetro digital,

CXPresso €m mm.
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Para determinagdo da area foliar, foi utilizando a metodologia de Benincasa
(2003), onde secgdes de tamanho conhecido em c¢cm? foram retiradas da lamina foliar,
evitando-se a nervura central, e consideradas como area foliar da amostra (AF amostra).
Essas amostras foram acondicionadas em sacos de papel kraft e secas em estufa de
circulagdo forgcada a 65 °C + 3 °C durante 72 horas. Ap6s, foi mensurado a massa seca da
amostra em balanga analitica de precisdo, obtendo-se a massa seca da amostra em g (MS

amostra). Por fim, foi mensurada a éarea foliar total de acordo com a seguinte formula:

AF amostra xMSF
MS amostra

AF Total =

onde MSF representa a massa seca total das folhas da planta em g. AFTotal foi
expressa em cm>.

Para determina¢ao do volume radicular foi utilizado o método de deslocamento
de volumes. As raizes foram lavadas e o excesso de umidade foi retirado com papel
toalha. Em seguida, procedeu-se a mensuragdo via método de deslocamento de liquidos
em proveta graduada de vidro de 500 mL, onde foi adicionado 250 mL de solucdo
composta por 90% de agua e 10% de élcool etilico 70%, usado na quebra da tensdo
superficial da agua, visando eliminar a formagdo de bolhas de ar. As raizes foram
depositadas na solucdo até estarem completamente submersas, e entdo foi realizada a
leitura, determinando o volume em cm?.

As plantas foram seccionadas em folha, colmo e bainha, raiz e em estrutura
reprodutiva (avaliada apenas no estadio R6), armazenadas em sacos de papel kraft e
acondicionadas para secagem em estufa de circulacao de ar for¢cada a 65 °C + 2 °C durante
72 horas, para obtencdo da massa seca de folha, colmo e bainha, raiz, estrutura
reprodutiva e total, expressa em g.

No estagio R6, foram determinados os componentes da producao: didmetro de

espiga, com auxilio de paquimetro digital, expresso em mm; comprimento de espiga, com
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auxilio de trena graduada, expressa em cm; numero de fileiras; nimero de graos por
fileira; e, apos secagem em estufa até atingir 13% de umidade, massa de estrutura
reprodutiva, massa de 100 graos e massa total de graos, expressas em g.

O material resultante da secagem, folhas e graos, passou por moagem em moinho
de facas tipo Willey em peneira de malha mesh 20. Em seguida, foi realizada a digestao
sulfurica do material vegetal em bloco de aquecimento até 375 °C (Lana et al., 2016). Da
amostra resultante foram determinados os teores de nitrogénio, via arraste de gases
Kejldahl; fosforo, via espectrofotometria por colorimetria; e potassio, via
espectrofotometria de absor¢do atomica (Lana et al., 2016). O valor determinado de cada
nutriente foi expresso em g kg'! de matéria seca.

Anadlise estatistica

Os dados foram tabulados e submetidos a analise de variancia pelo teste F de
Fisher-Snedecor e, se significativos, comparados pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade de erro com o auxilio do software estatistico SISVAR (Ferreira, 2014).

Resultados

Na figura 2 sdo apresentados os teores relativos de clorofila nos tercos apical,
mediano e basal foliar, mensurados quinzenalmente ao longo do ciclo de cultivo da
cultura do milho, em resposta aos métodos de inoculagdo, em casa de vegetagao.

Apenas aos 45 dias apos a emergéncia (DAE) houve diferenca estatistica (p <0,05)
no ter¢o foliar apical (Figura 2A) entre os métodos de aplicacdo. No terco mediano
(Figura 2B), nao houve diferenca estatistica entre os métodos de inoculacao em nenhum
dos tempos avaliados. Aos 15 DAE, no ter¢o basal (Figura 2C), houve diferenca
estatistica (p <0,05) entre os métodos testados, onde o indice SPAD em plantas controle

foi superior ao das plantas que receberam aplicacdo via semente.
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Aos 45 DAE (Figura 2A), o terco foliar apical apresentou elevado teor relativo de
clorofila. Plantas submetidas ao método de inoculagdo via semente apresentaram médias
maiores as plantas submetidas aos demais métodos de inoculagdo. Entretanto, no ter¢o
basal (Figura 2C), houve drastica reducdo do teor relativo de clorofila. Neste periodo de
avaliagdo foi constatada temperaturas elevadas, variando em temperaturas médias de
24°C a 30°C e umidade relativa média entre 60 e 85%. Posteriormente a estes dois
periodos destacados, os tergos analisados das plantas ndo apresentaram diferenca
estatistica nos valores de indice SPAD em relagdo aos métodos inoculagao testados.

Na tabela 1 estdo apresentadas as varidveis morfométricas analisadas em trés
estadios fenoldgicos do milho. No estadio V8, o diametro basal de colmo e massa seca
de parte aérea diferiram estatisticamente em fun¢do dos métodos de inoculagdo. Para o
diametro basal de colmo destaca-se que plantas inoculadas via foliar podem ter
apresentado maior custo metabdlico, gastando energia com outros parametros de
desenvolvimento, reduzindo o acimulo de fotoassimilados no colmo e,
consequentemente, reduzindo o diametro.

A resposta para o acimulo de massa seca foliar no estddio fenoldgico V8 foi
semelhante a do didmetro basal de colmo. Plantas inoculadas via foliar converteram
menor quantidade de biomassa seca, contudo, ndo diferiram das plantas controle e das
que receberam inoculagdo via semente. Plantas inoculadas associando via semente e foliar
apresentaram maiores médias de acumulo de massa seca.

No estadio VT (Tabela 1), os parametros massa seca de folhas, massa seca total e
teores foliares de nitrogénio e potéassio diferiram estaticamente em fun¢ao dos métodos
de inoculagdo. A massa seca foliar ¢ a massa seca total apresentaram a mesma resposta

observada no estadio V8, onde plantas inoculadas associando os métodos via semente e
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foliar apresentaram maiores médias, aproximadamente 30% superiores as obtidas em
plantas inoculadas apenas via foliar.

Quanto aos teores de nitrogénio, fosforo e potassio obtidos em folhas no estadio
fenoldgico VT (Tabela 1), plantas inoculadas via semente apresentaram maiores teores
de nitrogénio foliar, com médias estatisticamente semelhantes as plantas inoculadas via
foliar. Contudo, quanto ao teor de potéssio, as maiores médias foram obtidas em plantas
controle, que ndo diferiram estatisticamente de plantas inoculadas com associa¢do via
semente e foliar, mas foram estatisticamente superiores as plantas submetidas aos demais
métodos de inoculagdo testados.

No estadio fenoldgico R6 (Tabela 1), as variaveis volume de raiz e teores foliares
de fosforo e potéssio diferiram estatisticamente em fun¢ao dos métodos de inoculagao. O
volume de raiz das plantas controle foi estatisticamente superior as plantas inoculadas via
foliar e via semente, mas ndo diferiu do obtido para plantas inoculadas associando via
semente ¢ foliar. Essa diferenca ndo foi significativa nos estadios fenoldgicos anteriores.

O teor foliar de fosforo foi estatisticamente superior em plantas que receberam
inoculacdo via semente. O teor de potassio foi estatisticamente superior em plantas que
receberam inoculagdo via foliar. Quanto aos componentes da producdo do milho (Tabela
2), houve diferenca estatistica significativa (p <0,05) apenas para o didmetro de espiga,
cujas plantas inoculadas via semente apresentaram médias maiores as plantas controle e
as inoculadas pelos demais métodos de inoculagao.

Discussao

Os dados obtidos para o indice SPAD (Figura 2) no inicio do desenvolvimento
(entre 15 e 45 DAE) foram inferiores ao encontrado na literatura em todas as fases de
desenvolvimento da cultura (Argenta et al. 2001; Costa et al. 2015; Sangoi et al. 2015;

Mortate et al. 2018), considerando-se plantas com aparato fotossintético em plena
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atividade e com o fornecimento recomendado de nitrogénio.

Os estudos do fornecimento de nitrogénio via fixacdo bioldgica de nitrogénio por
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) tiveram seu espago reduzido ao
longo da evolugdo das pesquisas quando descobriu-se outras fungdes que podem ser a
elas atribuidas, em especial a produgcdo de fitohdrmonios (Glick, 2012). Os
fitohérmonios, em especial a auxina, atuam no desenvolvimento vegetal, promovendo
crescimento (Guimardes et al., 2017; Leyser, 2010). Desta forma, no estadio de
desenvolvimento inicial da cultura do milho, a grande demanda por energia e nutrientes,
estimulada pela promoc¢do de crescimento via colonizagdo bacteriana, pode ter
influenciado na distribui¢do de clorofila para a planta, reduzindo os teores foliares pela
redistribuicao.

No terco apical foliar (Figura 2A), os teores relativos de clorofila para o estadio
fenologico V8 foram reduzidos, independentemente do método de inoculagdo testado.
Durante este estddio fenoldgico (V8) sdo altas as taxas de desenvolvimento vegetal,
influenciando na distribuicdo dos componentes assimilados aos Orgdos em
desenvolvimento na planta, elevando a demanda nutricional.

As variaveis destrutivas analisadas demonstram que plantas inoculadas via
semente e via semente associada a foliar apresentaram diametro basal de colmo e matéria
seca foliar estatisticamente superiores, com elevado teor de nitrogénio foliar. Esta
resposta de aumento de colmo ja foi constatada em outros estudos, assim como elevagao
da matéria seca foliar. Guimaraes et al. (2014), analisando o desenvolvimento da cultura
do milho em diferentes tipos de solo, em funcdo da inoculacdo com A. brasilense e
Herbaspirillum  seropedicae, destacam que plantas inoculadas apresentaram

desenvolvimento superior as nao inoculadas em solos com caracteristica de Latossolos
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Eutroferricos, Argissolos Distroférricos e Argissolos Eutroférricos, em especial quanto
ao acumulo de matéria seca.

Calvo et al. (2016) analisaram como inoculantes a base de Bacillus spp. afetam o
desenvolvimento vegetal e os teores nutricionais, em diferentes estadios fenologicos do
milho junto a diferentes fontes de nitrogénio (Ureia; nitrato de amonia e célcio; e nitrato
de amonia e ureia), destacam que houve promogao de crescimento em plantas inoculadas
e que o uso de microrganismo, junto a adubagao nitrogenada, resultou em indice SPAD
estatisticamente superior as plantas controle, assim como altura de planta, massa seca e
didmetro de colmo.

Neste sentido, Battistus et al. (2014) citam que a inoculagdo com microrganismos
promotores de crescimento pode atuar positivamente no desenvolvimento fisiologico das
plantas. Testando como o resultado da inoculacdo ¢ afetado em sementes submetidas a
dosagens de Thiametoxam, os autores concluiram que o composto ¢ toxico a populagao
de A. brasilense, contudo, associando-se 0 microrganismo com o tratamento de sementes,
pode ocorrer ganhos quanto a qualidade fisioldgica das plantas, aumento em varidveis
morfométricas, assim como, na velocidade de emergéncia de plantulas.

Durante o estadio fenoldgico V12 (aproximadamente 50 DAS), a alta
sensibilidade a varia¢cdes edafoclimaticas bruscas pode justificar a redugdo registrada no
teor relativo de clorofila no terco inferior foliar (Figura 1; Figura 2B). Ao analisar a
inoculagdo com Rhizobium phaseoli ¢ Mesorhizobium ciceri no milho em dois locais,
Bagqir Hussain et al. (2016) relatam aumento no teor de clorofila foliar em relagao ao
controle para plantas inoculadas com Mesorhizobium ciceri RS-8 e RS-12 e Rhizobium
phaseoli RS-3, em dois locais a campo, em relacdao ao controle. Usado para diagnose em

café, a metodologia do teor indireto de clorofila foliar destaca-se como um avancado
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método ndo destrutivo para estudar processos especificos da planta, em especial ligados
a fotossintese (Netto et al., 2005).

Durante a fase de pendoamento (VT) ¢ elevada a taxa de desenvolvimento da
planta, visando a producdo de graos de polen viaveis, sendo assim, maior sua demanda
por agua, nutrientes e luz (Taiz et al., 2017). Plantas inoculadas via semente associada a
foliar, que apresentaram o maior acumulo de massa, apresentaram menores concentragdes
dos teores nutricionais de nitrogénio e potdssio. Ao crescer, a planta consome o0s
nutrientes necessarios e distribui o armazenado em diferentes locais de seu organismo,
dessa forma, essas plantas com maior massa, podem ter redistribuido seus nutrientes em
mais locais do que as menores, reduzindo assim a concentragdo dos mesmos.

Durante o florescimento (RI, aproximadamente 70 DAS) a estabilidade
encontrada nas leituras de SPAD pode estar relacionada ao fato de a planta direcionar
metabolitos visando obter um indice de fecundagdo adequado, assim, mantendo a
producdo, mas sem direciona-los prioritariamente ao acimulo de massa.

Quando em fase reprodutiva, as plantas visam garantir a sobrevivéncia dos
descentes em todas as situacdes (Souza et al., 2010), portanto na fecundacdo, qualquer
necessidade bioldgica (hidrica, nutricional ou bioldgica) ndo direcionada a produgdo de
embrido viavel, é considerada secundaria, sem destacar-se.

O mesmo acontece no restante do periodo de enchimento de graos, onde as plantas
mantém suas funcoes basicas de desenvolvimento, direcionando a maior concentragao de
metabolitos produzidos para o grao, garantindo que situagdes de estresse sejam
contornadas, como ocorre com o indice SPAD, que se mantém constante, garantindo a
producao fotossintética necessaria para a sobrevivéncia.

No estadio de desenvolvimento R6 (Tabela 1), os resultados encontrados para

volume de raiz, onde o tratamento controle foi superior aos demais, se adequa ao
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encontrado na literatura utilizando nitrato de amonia como fonte de adubacao (Calvo et
al., 2016). Estes autores relatam que, para diferentes fontes nitrogenadas, houve variacao
no comportamento do desenvolvimento radicular. Ainda, na auséncia de adubagdo
nitrogenada, os autores obtiveram médias 40% maiores em plantas inoculadas do que no
tratamento controle.

O acumulo de nutrientes na parte aérea no estadio fenoldgico R6 foi superior em
plantas inoculadas (Tabela 1). Além da fixagdo bioldgica de nitrogénio e produgdo de
fitohormonios, bactérias do género Azospirillum sdo citadas como solubilizadoras de
fontes de fosfato no solo, aumentando sua disponibilidade na forma utilizavel para a
planta (Castillo et al., 2015; Glick, 2012).

O acompanhamento do teor relativo de clorofila ao longo do tempo ¢ uma
ferramenta imprescindivel para a compreensdo da evolucdo vegetal ao longo do ciclo.
Diretamente relacionado ao teor de nitrogénio vegetal e, consequentemente a
produtividade (Argenta et al., 2001), no estudo foi possivel notar como os indices se
mantém constantes, independentemente do método de inoculagdo, apds a inicio da fase
reprodutiva da planta, onde o crescimento vegetal se torna secundario em fungdo da
produtividade.

Neste sentido, plantas inoculadas sempre apresentaram indices menores de SPAD
a partir dos 60 DAS, reduzindo gradativamente em relagdo ao controle até a analise final
aos 90 DAS. Estudos tem afirmado que o processo de senescéncia vegetal na cultura do
milho se inicial no estagio VT da cultura (Lafarge and Hammer, 2002; Sadras et al., 2000;
Sangoi et al., 2014), baseando-se no equilibrio entre a reducao da produgdo de auxina e
aumento da produgdo de etileno, que estimula a formacgdo de enzimas de quebra, que

atuam degradando paredes, levando a abscisao foliar (Taiz et al., 2017).
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De acordo com o afirmado, a partir do estddio VT as folhas deveriam iniciar seu
processo de envelhecimento, ativando uma série de processos bioquimicos. Entre esses
processos existe a degradagdo da clorofila foliar que resulta no amarelecimento foliar no
final do ciclo das culturas (Taiz et al., 2017). Contudo, as plantas inoculadas, diferente
do controle, ndo apresentaram pequenos sinais de redu¢do do teor de clorofila foliar nas
analises do final do ciclo, apresentando até pequenos aumentos, como no tergo superior.

Entre as acdes bacterianas relacionadas ao processo de senescéncia, a influéncia
na producdo de etileno ¢ o destaque principal, onde a bactéria usa o precursor do
horménios, ACC (4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) como fonte de energia,
impedindo a formagao do etileno pela planta (Glick, 2014). Junto a isso, existe o fato da
bactéria agir na produ¢do de auxina, que, quando em altas concentragdes, também inibe
a producdo de etileno (Spaepen and Vanderleyden, 2011; Woodward and Bartel, 2005).

A maior concentragdo nutricional de plantas inoculadas também pode estar aliada
a essa caracteristica, onde plantas verdes ainda produzem e assimilam nutrientes para
entdo translocar para os Orgdos de reserva. Desta maneira, a inoculacdo pode ter
influenciado no “periodo verde” da planta refletindo no tempo pré-senescéncia do milho
cultivado.

Conclusao

Os métodos de inoculagdo com A. brasilense pouco influenciaram em parametros
morfométricos e nutricionais do desenvolvimento do milho, ndo influenciando na
producao.

Plantas de milho inoculadas com A. brasilense, via semente € via semente
associado a pulverizagdo foliar, destacaram-se positivamente quando a didmetro de

colmo, massa seca foliar, volume de raiz, e aos teores de nitrogénio, fésforo e potéssio.
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Figuras e Tabelas

32 -

- 90
- 80
30 A
B 70 %\
& 28 - z
.3 - 60 g
el o
O =
E 26 A ‘ - 50 £
E | g
s y ! | &
g FEIR I AT
% 24 - | | \’”‘ 1\ “, Umidade Relativa do Ar (%) °
= |" v \ | V ” eeeeeee Temperatura do Ponto de Orvalho (°C) g
| ,, ‘l — — —  Temperatura Média (°C) - 30
24 e U o e e
ot e e e qepfettes,e KRN o ° o . - 20
20 L L R B B | L B B | L L B T T Tt L R B | L B B | L L B 10
out out nov nov dez dez jan jan

Periodo (Dias)

Figura 1. Condigdes de umidade relativa do ar, temperatura do ponto de orvalho e
temperatura média em ambiente de cultivo protegido, em Marechal Candido Rondon,

Parana, nos anos de 2017 ¢ 2018 (A autora, 2018).
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Tabela 1. Analise dos componente morfometricos numero de folhas (NF), altura de parte aérea (APA), volume de raiz (VR), diametro de colmo

(DC), massa seca de folha (MSF), massa seca de colmo e bainha (MSC+B), massa seca total (MST), area foliar (AF), teor de nitrogénio foliar (N

), teor de fosforo foliar (Pr) e teor de potéssio foliar (Ky) em de plantas de milho hibrido Formula VT® submetidas a diferentes métodos de

inoculagdo com Azospirillum brasilense analisadas nos estadios V8, VT e R6 de desenvolvimento.

NF APA VR DC MSF MSC+B  MSR MST AF Nt Pt K
Inoculacgao --cm - -cm? -- -- mm -- g -- cm? -- g kg!
V8
Controle 10,10 135,30 98,00 19,27 a 14,76 ab 2,11 5,15 22,11 2023,64 31,15 1,40 44,79
Semente 11,30 136,35 68,50 18,01 a 13,14 ab 1,62 4,58 17,69 1587,60 46,90 1,31 40,14
Foliar 9,10 118,40 48,00 14,75 b 8,94 b 1,36 2,05 12,43 1279,40 41,65 1,58 49,97
Semente e Foliar 9,40 140,20 69,00 18,37 a 1598 a 2,22 3,10 23,10 2184,81 47,43 1,42 40,40
DMS 2,81 39,73 51,57 3,22 6,54 1,47 3,48 11,25 1077,77 16,71 0,30 14,91
CV (%) 15,00 15,96 38,74 9,75 26,35 42,98 49,76 31,81 32,44 21,30 11,25 18,12
VT
Controle 12,00 250,83 200,00 15,54 23,93 ab 36,98 26,23 103,94 ab 9954,53 22,75 be 1,18 23,64 a
Semente 12,33 242,67 197,50 17,02 24,21 ab 44,28 27,38 116,82 ab 10249,30 37,98 a 1,23 13,65 b
Foliar 12,42 245,08 144,17 15,29 21,27 b 33,30 16,95 87,05 b 9211,63 29,23 ab 1,21 15,10 b
Semente e Foliar 12,08 253,92 189,17 16,74 25,85 a 45,06 25,23 123,64 a 12259,84 17,85 ¢ 1,36 19,37 ab
DMS 0,76 33,16 60,95 2,19 3,34 14,42 11,78 35,17 3867,83 11,07 0,25 6,09
CV (%) 3,76 8,03 20,04 8,14 8,420 21,66 29,55 19,59 22,30 21,86 10,62 18,08
R6
Controle 11,42 262,00 283,75 a* 15,94 26,96 49,57 28,71 105,42 3303,83 12,25 0,75 b 7,09 ¢
Semente 11,42 268,75 183,33 b 15,03 26,84 50,58 33,65 111,25 3623,33 12,43 1,09 a 11,38 ab
Foliar 11,33 267,17 181,67 b 15,46 26,06 47,66 22,48 96,39 3059,38 16,45 0,88 b 13,04 a
Semente ¢ Foliar 11,50 270,17 201,67 ab 15,28 25,97 46,82 21,67 94,64 2991,17 19,25 0,81 b 9,46 bc
DMS 0,84 22,39 99,21 2,74 3,31 10,31 13,92 20,19 671,83 11,25 0,15 2,60
CV (%) 4,40 5,04 28,04 10,67 7,53 12,72 31,41 11,90 12,44 39,68 9,23 13,51

*letras minusculas diferentes entre si apresentam diferenca entre os métodos de inoculacdo a 5% de probabilidade de erro de acordo com o teste de Tukey.
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Tabela 2. Andlise dos componentes da producao diametro de espiga (DE), comprimento

de espiga, nimero de fileiras (NF), nimero de graos por fileira (NGF), massa seca de

estrutura reprodutiva (MSER), massa de 100 graos (M100), massa total de graos (MTG),

teor de nitrogénio no grao (Ng), teor de fosforo no grao (Pg) e teor de potassio no grao

(Kg) em de plantas de milho hibrido Formula VT® submetidas a diferentes métodos de

inoculacdo com Azospirillum brasilense.

DE CE MSER M100 MTG Ng P, K¢
Inoculacio NF NGF
-—-mm-- --cm-- g g kg1
Controle 39,64 ab* 17,00 15,79 3292 279,00 20,10 186,40 9,63 1,89 4,76
Semente 39,69 a 17,14 1596 3290 272,60 19,25 184,62 10,00 1,51 6,35
Foliar 39,39 ab 16,80 16,21 30,51 266,88 19,31 180,98 7,38 1,62 6,06
Semente e Foliar 36,90 b 17,11 15,70 32,56 266,07 19,12 165,25 9,63 1,69 5,95
DMS 2,79 1,40 1,31 545 34,04 1,30 32,44 3,79 0,39 1,61
CV (%) 4,30 4,96 493 10,17 7,54 4,01 10,87 27,42 15,55 1846

*letras minusculas diferentes entre si apresentam diferenga entre os métodos de inoculagdo a 5% de

probabilidade de erro de acordo com o teste de Tukey.



4 CAPITULO III: Azospirillum brasilense E SUA INFLUENCIA EM

PARAMETROS FOTOSSINTETICOS DO MILHO
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Azospirillum brasilense e sua influéncia em parametros fotossintéticos

do milho

O estudo objetivou avaliar a influéncia de métodos de inoculagdo com a bactéria
promotora de crescimento Azospirillum brasilense em parametros fotossintéticos
da cultura do milho e sua relacdo com o metabolismo vegetal. Em casa de
vegetacdo, cultivou-se plantas de milho hibrido Formula Viptera® submetidos aos
tratamentos: auséncia de inoculagdo, inoculagao via semente, inoculagao via foliar,
e inoculagdo via semente associada a foliar. Nos estadios fenoldgicos V8, VT e R6
foram realizadas leituras de taxa de assimilacdo liquida de CO, em fungdo a
diferentes densidades de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos. A partir desses
dados, determinou-se a taxa de assimilagdo liquida de CO, maxima, a eficiéncia
quantica, o ponto de compensacdo de CO; e a exigéncia quantica em funcao dos
tratamentos. Plantas inoculadas apresentaram aumento de transporte de elétrons e
taxa de assimilacdo liquida de CO,, em relagdo ao controle, em todas as fases
analisadas. A inoculacdo via foliar resultou em maior demanda adaptativa por parte
das plantas avaliadas no estadio inicial de desenvolvimento. Métodos de
inoculagdo com A. brasilense via semente ou via semente associada a foliar
resultaram em elevadas taxas de assimilagdo liquida CO, maxima nos estadios V8
e VT do milho. A inoculac¢do associando via semente ¢ via foliar refletiu no
acimulo de massa seca total no estadio fenoldgico VT e em maior eficiéncia

quantica nos estadios fenoldgicos VT e R6.

Palavras-chave: Eficiéncia quantica; Ponto de compensacdo de CO»; Taxa

maxima de assimilac¢ao liquida de CO2; Métodos de inoculagao

Introducio

Ao longo do ciclo biolégico as plantas realizam processos metabolicos conforme
o estadio de desenvolvimento em que se encontram. O milho (Zea mays L.) ¢ uma
Poaceae Cs, cujo metabolismo fotossintético ¢ classificado como de alta eficiéncia, com

fotorrespiracdo praticamente nula e alta eficiéncia fotossintética quando em alta
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densidade de fotons luminosos (Magalhdes & Duraes 2006; Taiz et al. 2017). Desta
forma, seu aproveitamento energético resulta em elevada eficiéncia de processos
refletindo positivamente na produtividade final.

No organismo vegetal a promocdo de crescimento influéncia pardmetros
morfoldgicos e bioquimicos. Em fun¢do da luminosidade, a planta realiza os processos
fotossintéticos essenciais para o seu desenvolvimento, em especial as trocas gasosas, que
representam as taxas de conversdo enérgica que refletem diretamente na conversao de
massa seca final (Kerbauy 2008; Salisbury & Ross 2012; Taiz et al. 2017). Desta forma,
a compreensdo de como esses processos ocorrem se tornam essenciais para o
entendimento do desenvolvimento vegetal.

A descoberta do potencial de microrganismos capazes de promover crescimento
vegetal em poaceas desencadeou a busca por microrganismos com a mesma eficiéncia
encontrada na relacdo Rhizobium/soja, situacdo esta em que toda a necessidade de
nitrogénio da cultura ¢ suprida pelo uso do microrganismo. Contudo, a relacdo
poaceas/microrganismo € ainda mais complexa, atuando em fatores e fenofases variadas
do desenvolvimento vegetal, influenciando muito além da fixagao bioldgica do nitrogénio
(Baldani & Baldani 2005; Glick 2015; Guimaraes et al. 2017).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) do género Azospirillum sao
fontes de estudo no Brasil desde 1950, quando a pesquisadora Joanna Doberheinner
observou o potencial fixador de nitrogénio destes organismos em poaceas no municipio
de Seropédica no Rio de Janeiro (Baldani & Baldani 2005). Desde entdo, o potencial deste
grupo se expandiu, diversificando o estudo de fixacdo bioldgica de nitrogénio para

enfoques diversos como a producdo de fitohormonios, solubilizagdo de fosfatos minerais,
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controle bioldgico, indug¢do de resisténcia, entre outros, englobando a promocao de
crescimento vegetal (Glick 2012; Castillo et al., 2015).

A forma como o microrganismo coloniza a planta vem sendo fonte de estudo
visando entender se o local de inoculacdo afeta, e como afeta, a eficiéncia da associa¢ao
microrganismo/planta. Fukami et al. (2016) testaram inoculagdo via semente, sulco de
plantio e pulverizacdo nas culturas do milho e do trigo, e concluiram que métodos
alternativos de inoculagdo, visando evitar o contato do inoculante com o tratamento
quimico de sementes, sdo viaveis para ambas as culturas, auxiliando na redu¢do dos
custos e estimulando o uso de inoculante nas culturas.

Testando os métodos via semente e via pulverizacao foliar de inoculagdo com A.
brasilense Fukami et al. (2017) relatam que os efeitos resultantes da inoculagdo estdo
relacionados aos metabolitos produzidos pelas bactérias, como acido indol-3-acético,
indol-3-etanol, 4cido indol-3-lactico e acido salicilico. Ainda, que o uso da inoculagdo
resultou em supra regulacdo dos genes do estresse oxidativo nas folhas e infra regulagao
nas raizes, indicando que os métodos de inoculacdo estdo relacionados a producdo de
fitohormonios e a elicitagdo de genes relacionados a indugdo de resisténcia.

Investigando os efeitos da exsudagdo de carboxilatos de raizes de plantas de milho
inoculadas com A. brasilense, D'Angioli et al. (2017) relatam que o uso da inoculagdo
aumentou o comprimento e drea radicular, e que a taxa de exsudacao esta correlacionada
positivamente com a arquitetura radicular, provavelmente influenciando no efeito dos
carboxilatos de raizes na comunidade bacteriana da rizosfera. Por fim, relatam que o
comprimento radicular esta positivamente correlacionado com o aumento no suprimento

de fosforo devido a solubilizagdo de fosfato via agao bacteriana, indicando que o nutriente
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afeta positivamente a popula¢do microbiana radicular, modulando a interagdo planta-
bactéria.

Apesar do grande investimento em pesquisas quanto a influéncia dos métodos de
inoculacdo em parametros bioquimicos do desenvolvimento vegetal, ainda ¢ pouco
explorado como o método de inoculacdo influencia no metabolismo fotossintético de
plantas de interesse. Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de
formas de inoculagdo com a bactéria promotora de crescimento Azospirillum brasilense
nos parametros fotossintéticos da cultura do milho e sua relacdio com o metabolismo

vegetal.

Material e métodos

Local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo modelo “em duas aguas”,
coberta com placas de policarbonato alveolar com espessura de 10,00 mm e tratamento
contra raios ultravioleta. Com umidade relativa média de 75% e temperatura média de
25°C (Figura 1). A estrutura foi refrigerada via sistema “Humid Cool”. Localizada na
Estacdao de Horticultura e Cultivo Protegido “Prof. Dr. Mario César Lopes”, pertence ao
Nucleo de Estagdes Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE, Campus Marechal Candido Rondon. O municipio, localizado na regiao
Oeste do Parand, com altitude média de 420 m e coordenadas geograficas 54° 22° W e
24° 46’ S, tem o clima classificado como Cfa mesotérmico imido (Peel, Finlayson &

McMahon, 2007).
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Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi de blocos casualizados, com quatro
tratamentos e seis repeti¢cdes. Os tratamentos utilizados consistiram em: auséncia de
inoculagdo; inoculagdo via semente no momento do plantio; inoculagdo via foliar no
estadio V4 (quando 50% das plantas apresentaram 4 folhas completamente expandidas);
e inoculagdo via semente associada a via foliar (no momento da semeadura e no estadio
fenologico V4, respectivamente).

Implantacdo e tratos culturais

As unidades experimentais consistiram em vasos de polietileno com capacidade
para 25 dm? (35 cm de altura, 34 cm de didmetro), preenchidos com substrato peneirado
e homogeneizado, classificado como horizonte A de um LATOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico (LVef) de textura muito argilosa (Santos et al. 2013).

O substrato utilizado ndo passou por esterilizacdo e apresentava as seguintes
caracteristicas quimicas: pH (CaCly): 5,32; matéria organica: 10,25 g dm™; P disponivel
(Mehlich™): 112,06 mg dm™; K (Mehlich!): 0,45 cmol. dm™; Ca?* (KCI 1 mol L!): 5,51
cmol. dm; Mg (KCI 1 mol L'): 1,03 cmole dm™; AI** (KCI 1 mol L): 0,00 cmol. dm™
3; H+Al (pH SMP 7,5): 3,73 cmol. dm™; soma de bases (SB): 7,00 cmol. dm™; saturagio
de bases (V): 65,23%.

Para a adubacio, utilizou-se 190 g dm™ de N na forma de uréia, 59 g dm> de K
na forma de KCl, e ainda, 16,2 g dm™ de Zn na forma de sulfato de zinco, de acordo com
o recomendado por Novaes et al. (1991) para cultivos em ambiente protegido. As
sementes utilizadas foram do milho hibrido Férmula Viptera®, com ciclo superprecoce,

alto potencial produtivo e estabilidade.
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A inoculagdo ocorreu 30 minutos antes da semeadura. Utilizou-se a dose de 100
mL para cada 60.000 sementes de inoculante Nitro 1000 Gramineas, da empresa Nitro
1000, a base das estirpes Abv5 e Abv6 da bactéria promotora de crescimento vegetal
Azospirillum brasilense, na concentracdo de 2,0 x 108 UFC mL!. Igualmente, o
inoculante foi utilizado para aplicag@o via foliar, no estaddio fenologico V4 da cultura, na
dosagem correspondente a 600 mL ha™ em 100 L de 4gua e aplicado com o auxilio de
pulverizador costal, mantido a pressdo constante por CO; a 40 kgf cm™.

A semeadura foi realizada na primeira quinzena de outubro de 2017 de forma
manual, sendo depositadas seis sementes por vaso, com posterior desbaste, mantendo
duas plantas por vaso. A inoculac¢do via foliar ocorreu quando as plantas atingiram o
estadio fenoldgico V4, 16 dias apds a semeadura (DAS), novamente no final do dia, com
temperatura em torno de 25°C e umidade relativa do ar de 85% (Figura 1). Os vasos foram
irrigados diariamente conforme a necessidade da cultura ao longo do ciclo de cultivo.

Avaliacoes realizadas

Nos estadios fenoldgicos V8, VT e R6, correspondentes a 41, 59 e 92 DAS,
utilizando o analisador portatil de fotossintese por radiagao infravermelha (IRGA) (Li-
6400XT, LI-COR, Lincoln, Nebraska, EUA), realizou-se as analises de curvas de
respostas dos indices de trocas gasosas para diferentes densidades de fluxos de fotons
fotossinteticamente ativos (DFFFA), com o auxilio de um diodo emissor de luz artificial
(LED) controlado por sensor dentro da camara foliar, obtendo-se curvas de luz pela
variacao decrescente de 2500, 2000, 1500, 1200, 800, 500, 200, 100, 50, 25 ¢ 0 pmol m’
2

s”!, com fluxo de ar padronizado a 500 mL por minuto e 400 umols de CO» de referéncia,

no periodo de 8h00 e 12h00 .
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Anadlise estatistica

As médias das taxas de assimilagdo liquida de CO; obtidas nas curvas de resposta
do DFFFA foram ajustadas com o auxilio do programa Sigma Plot 12.0 (Systat Software,
Inc., San Jose California USA). Testou-se inicialmente a normalidade por Shapiro-Wilk
e, em seguida, foi realizada analise de regressdao nao linear utilizando o modelo de

hipérbole retangular com a equagao:

Q

RN XYY

onde (a) e (b) representam parametros estimados, (f) representa o parametro
avaliado, (Q) a intensidade luminosa utilizada e (y0) as formas de inoculagdo testadas.
Em fungdo desta curva, determinou-se a taxa maxima de assimilacdo liquida de CO>
(Amax)

Os dados de 0 a 200 umol m™ s™! foram utilizados para a determinagio de uma
equagao linear da reta. Com estes dados, calculou-se o ponto de compensagao de CO; (I'),
eficiéncia quantica aparente (®) e a exigéncia quantica, de acordo com Machado et al.
(2005).

Resultados

Durante o estadio fenologico V8, em fun¢do dos métodos de inoculagao, a taxa de
assimila¢do liquida de CO; maxima (4Améx) observada variou entre 34,44 e 43,92 pmol
m s (Figura 2), indicando que plantas inoculadas via foliar apresentaram capacidade
inferior de transporte de elétrons e eficiéncia de assimilacdo de CO> (4) em comparagdo
aos demais métodos de inoculagdo. O ponto de compensagdo de CO; (I') variou entre 5,16

e 17,75 pmol m™ 57!, e a eficiéncia quantica aparentemente (®), entre 4,43 e 11,75 pmol



59

fotons (umol CO2)™! (Figura 2).

Plantas submetidas ao método de inoculagdo via foliar apresentaram o menor
Amax neste estadio fenologico, 34,44 umol m? s (Figura 2C). No entanto, plantas
inoculadas via semente apresentaram maiores I', ® ¢ Amax, 17,75 umol m?2 st 11,75
pmol fotons (pmol CO2)™! e 43,92 pmol m? 5!, respectivamente.

A partir do inverso do quociente da eficiéncia quéntica obtida calculou-se a
exigéncia quantica, ou seja, para fixar 1 mol de CO» foram necessarios 0,2112, 0,0850,
0,1970, e 0,2259 mol fotons, para o controle, inoculacdo via semente, via foliar, e via
semente associada a foliar, respectivamente.

No estadio fenologico VT, em funcdo dos métodos de inoculacdo, a Amax
observada variou entre 29,32 e 35,11 umol m? s! (Figura 3), com resultado inverso ao
obtido no estadio fenologico anterior, onde o transporte de elétrons e eficiéncia de
assimila¢do de CO; de plantas inoculadas via foliar foi superior aos demais métodos de
inoculagdo. O T variou entre 0,13 ¢ 10,58 umol m2 s e o ® entre 9,87 e 15,10 pmol
fotons (umol CO2)™.

Plantas inoculadas via semente associada a foliar, no presente trabalho
apresentaram o menor 4Amax, mas as maiores I' e ®@. O ponto de compensacao obtido em
plantas inoculadas via semente (0,13 pumol m? s™!) apresentou valores indicados na
literatura para plantas cultivadas em condigdes ideais, que demonstrou uma baixa
necessidade de CO» para a iniciar o processo fotossintético (Sage 2004).

A exigéncia quantica obtida foi 0,0880, 0,1013, 0,0992 e 0,0662 mol fotons, para
os tratamentos controle, inocula¢do via semente, via foliar e via semente associada a
foliar, respectivamente. Plantas inoculadas via semente associada a foliar resultaram em

menores valores de exigéncia quantica para a fixa¢ao de 1 mol de COa.
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Por fim, no estadio fenologico R6, a taxa de assimilagdo liquida de CO, maxima
(Améax) variou entre 33,49 e 42,32 pmol m? s! (Figura 4), confirmando a diferenca entre
o transporte de elétrons e eficiéncia de assimilacdo liquida de CO2 em func¢do dos métodos
de inoculagdo. O ponto de compensag¢io luminoso variou entre 1,32 ¢ 10,53 umol m? s”
!, e a eficiéncia quantica entre 2,72 ¢ 9,17 umol fotons (umol CO,)™!.

Plantas que se desenvolveram sob influéncia da inoculagdo via semente associada
a foliar apresentaram menor Amax (33,49 umol m™ s™!) e maior eficiéncia quantica (9,17
pmol fotons (pmol CO,)"). Plantas inoculadas via foliar apresentaram maior Amax e I’
(42,32 ¢ 10,53 pmol m? s}, respectivamente), e menor ® (2,71 pmol fotons (umol CO2)
1. O menor ponto de compensacio de CO; foi obtido em plantas inoculadas via semente.

A exigéncia quantica em funcdo dos tratamentos foi 0,1306, 0,3136, 0,3678 ¢
0,1091 mol fotons, respectivamente para controle, inoculag¢do via semente, via foliar e via
semente associada a foliar. Plantas inoculadas via semente e via foliar apresentaram
menor eficiéncia, liberando mais CO; por foéton absorvido.

O acumulo de massa total destaca-se entre os principais fatores resultantes da
promocao de crescimento. Plantas inoculadas via semente associada a foliar apresentaram
acimulo de massa estatisticamente superior aos demais tratamentos na fase fenoldgica
VT (Figura 5).

Discussao

Tratando-se do estudo em poacéas com metabolismo Cs4, ndo ficou evidente o
ponto de saturacao de luz nas plantas em resposta aos tratamentos testados. A variacao da
taxa de assimilagdo liquida de CO; junto aos valores obtidos no ponto de compensacao,

indicam que a regeneracao da ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) (Taiz et al. 2017) ocorre de
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forma distinta de acordo com o método de inoculagdo utilizado, sendo que plantas
inoculadas via foliar apresentaram efeitos negativos a inoculagdo, como baixa taxa de
assimila¢do liquida maxima (4max) e elevado ponto de compensacao de CO; (I'), no
estadio fenologico V8, podendo indicar uma adaptagdo do organismo vegetal a
colonizagdo bacteriana (Figura 2C).

Os valores obtidos para a exigéncia quantica em plantas inoculadas via semente,
no estadio fenologico V8 (Figura 2), e inoculadas via semente e foliar, nos estadios
fenoldgicos VT e R6 (Figuras 3 e 4), indicam que estas gastam menor quantidade de
fotons para a fixacdo de 1 mol de COz, resultando em maior eficiéncia de utilizagdo de
ATP e NADPH no ciclo de Calvin (Ehleringer & Bjorkman 1977; Taiz et al. 2017).

A eficiéncia quantica obtida em experimento comparando mutantes de milho em
diferentes concentragcdes de CO> indicou que, em concentragdes atmosféricas de COa,
plantas heterozigotas apresentam taxa de assimilacdo liquida de CO: entre 21,3 e 24,7
umol m? s enquanto plantas ndo modificadas geneticamente variam entre 26,3 ¢ 28,7
umol m? s, J4 em atmosfera modificada com altas concentragdes de CO> no ambiente,
a eficiéncia das duas plantas ¢ semelhante (Studer et al. 2014).

Isto indica que plantas ndo modificadas geneticamente sdo mais eficientes na
assimilacdo de carbono em concentraciao de CO; atmosférico, fazendo com que as plantas
que passaram por selecdo ao longo do tempo necessitem de mecanismos auxiliares para
a maior eficiéncia na conversao de carbono, como as BPCV, onde, neste trabalho, as taxas
de assimilacdo de carbono em plantas inoculadas via semente, em concentragcdo
atmosférica de CO», atingiu até 43,9 pmol m? s, 2 pmol m™ s"! maior que o controle.

Plantas inoculadas via pulverizagdo foliar apresentaram reduzida taxa de

assimilagdo liquida de CO> em comparagdao aos demais métodos testados (Figura 2).



62

Durante os estadios inicias de desenvolvimento, a cultura se mostra sensivel a variagoes
endogenas e exogenas, refletindo em parametros mensuraveis de interesse. Desta forma,
as respostas iniciais (estadio V8) podem refletir uma condi¢ao de adaptacdo da planta a
colonizacdo do A. brasilense, induzindo o fechamento estomatico como resposta fisica,
devido a identificagdo da bactéria como um possivel patdogeno (Stangarlin & Leite 2008).
Ainda, neste estadio, temperaturas mais amenas e alta umidade relativa (médias de 25°C
e 75% de umidade) podem ter influenciado no aparato fotossintético da cultura, fator esse
que ndo se repetiu nos estadios seguintes (VT e R6), onde as temperaturas médias
variaram entre 28 ¢ 30°C com umidade relativa acima de 80%, condigoes de elevado
desenvolvimento para a cultura (Figura 1).

Neste experimento plantas inoculadas via semente com A. brasilense, no estadio
fenolégico VT, apresentaram ponto de compensacdo de 0,13 pmol m? s'(Figura 3),
diferente dos demais métodos testados em que os pontos de compensagdo variaram entre
9,48 ¢ 10,59 pmol m? s, Desta forma os demais métodos de inoculagdo apresentaram
maior necessidade de energia para o inicio do processo fotossintético em relacdo a
inoculacdo via semente. Moss et al. (1971) relatam que o ponto de compensacao obtido
ao se testar 54 gendtipos de milho variou entre 0 ¢ 5 umol m™ s\, Em contrapartida, Xu
et al. (2016) relatam que, avaliando o efeito de micorrizas arbusculares no ajuste osmético
e na fisiologia fotossintética do milho, o ponto de compensac¢ao de luz variou entre 8 e 16
pmol m2s™!.

A caracteristica de baixo 4max, mas as maiores I e @, apresentado por plantas
que receberam inoculacdo via semente no estddio fenoldgico VT (Figura 3), indica que
plantas inoculadas via semente apresentaram metabolismo menos eficiente para o inicio

do processo fotossintético, aumentando assim o ponto de compensagdo, devido a maior
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limitagdo da RUBISCO. Com o aumento do ponto de compensagdo, aumenta a relagdo
da quantidade de luz necessaria a fixagdo de 1 mol de CO», reduzindo o valor da eficiéncia
quantica.

Cunha et al. (2016) relatam que os resultados obtidos em relagdo ao uso da
inoculacdo com 4. brasilense podem variar em fun¢ao hibrido utilizado, mas que a maior
eficiéncia de absor¢do do nitrogénio promovido pela inocula¢do bacteriana influencia
positivamente no metabolismo, resultando em plantas com maior desempenho
fotossintético.

Ao analisar a eficiéncia quantica em milho cultivado sob estresse salino, quando
inoculado com fungos micorrizicos arbusculares, Sheng et al. (2008) relatam que plantas
colonizadas apresentaram maior eficiéncia quantica em comparag@o ao controle (acima
de 0,7 umol fotons (umol CO2)!) em niveis de salinidade de 2 g kg! de NaCl, indicando
que o uso do inoculante alivia os danos resultantes da salinidade. Tais resultados estdo
abaixo do obtido no estadio fenolégico V8 (Figura 2), cuja eficiéncia quantica variou
entre 4 ¢ 11 umol fétons (umol CO,) ™!, com a inoculagdo via semente de 4. brasilense
registrando 11,75 pmol fétons (umol CO,)™.

Ao cultivar milho inoculado com A. brasilense e Bacillus spp. com auséncia e
presenca da dose ideal de nitrogénio, Calzavara et al. (2018) relatam que os mecanismos
que regulam a atividade fotossintética sdo acionados em fun¢do a mudangas ambientais,
e este influencia diretamente na fixacdo de carbono e produgdo de energia, atuando
indiretamente em vias biosintéticas das plantas relacionadas ao metabolismos do carbono
e o consumo de energia.

A associagdo com ambas BPCV em estudos realizados por Tikkanen & Aro

(2014) e Calzavara et al. (2018) resultou em aumento na taxa de assimilacao liquida de
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CO2, modificando o processo usual de produgdo e consumo de carbono e energia,
refletindo em uma atividade funcional mais alta do aparelho fotossintético, mas sem
influenciar no acimulo de biomassa, diferente do obtido no presente trabalho, onde o
acumulo de biomassa seca aumentou nos estadios iniciais de desenvolvimento (Figura 5).
Pesquisas tem indicado que o uso da inoculagdo com Azospirillum influencia em
alteragdes estruturais relevantes no desenvolvimento do milho, induzindo no nimero e
tamanho de xilemas. Essa alteracdo ¢ atribuida ao desequilibrio endégeno de auxina,
resultante da inoculagdo (Pereyra et al. 2012; Romero et al. 2014; Calzavara et al. 2018).
Ao colonizar a planta, as BPCV produzem metabolitos que podem auxiliar no
desenvolvimento (Glick 2012; Guimaraes et al. 2017). Entre eles, a auxina ¢ a principal
responsavel pelo crescimento vegetal (Davies 2010; Taiz et al. 2017), contudo a
ocorréncia do crescimento ¢ nula na auséncia de fotossintese, com ou sem estimulo
hormonal, devido a necessidade de energia. Neste sentido, a promogdo de crescimento
desde a inocula¢do inicial, pouco significativa até um estabelecimento pleno da relagdo
entre microrganismos e planta, aumenta gradualmente, podendo atingir um patamar
significativo no desenvolvimento vegetal em fases posteriores, a ponto de estar
diretamente ligada ao aumento de fotossintese no intervalo entre estadios fenologicos.

Conclusao

Plantas de milho inoculadas com Azospirillum brasilense apresentaram aumento
de transporte de elétrons e taxa de assimilagao liquida de CO,, em relacao ao controle,
em todos os estadios analisados. A inoculagdo via pulverizagao foliar de 4. brasilense no
milho resultou em maior demanda adaptativa por parte das plantas avaliadas no estadio

inicial de desenvolvimento.
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Métodos de inoculagdo com A. brasilense via semente ou via semente associada
a foliar resultaram em elevadas taxas de assimilagdo liquida CO; méxima nos estadios
V8 e VT do milho. Contudo, apenas a inoculacdo associando via semente e via foliar
refletiu no acumulo de massa seca total no estadio fenoldgico VT e em maior eficiéncia

quantica nos estadios fenologicos VT e R6.

Referéncias

Baldani JI, Baldani VLD. 2005. History on the biological nitrogen fixation research in
graminaceous plants : special emphasis on the Brazilian experience. An Acad Bras
Cienc. 77:549-579.

Calzavara AK, Paiva PHG, Gabriel LC, Oliveira ALM, Milani K, Oliveira HC, Bianchini
E, Pimenta JA, de Oliveira MCN, Dias-Pereira J, Stolf-Moreira R. 2018.
Associative bacteria influence maize (Zea mays L.) growth, physiology and root
anatomy under different nitrogen levels. Plant Biol. 20:870-878.

Castillo P, Molina R, Andrade A, Vigliocco A, Alemano S, Cassan FD, Abstract. 2015.
Phytohormones and Other Plant Growth Regulators Produced by PGPR: The
Genus Azospirillum. In: Cassan FD, Okon Y, Creus CM, editors. Handb
Azospirillum Tech Issues Protoc. 1st ed. Springer; p. 115-138.

Cunha FN, Silva NF da, Rodrigues CR, Morais WA, Gomes FHF, Filho LCL, Cabra LB
dos S, Teixeira MB, Vieira G da S, Costa CTS, Federal. 2016. Performance of
different genotypes of maize subjected to inoculation with Azospirillum
brasilense. African J Agric Res. 11:3853-3862.

D’Angioli AM, Viani RAG, Lambers H, Sawaya ACHF, Oliveira RS. 2017. Inoculation
with Azospirillum brasilense (Ab-V4, Ab-V5) increases Zea mays root
carboxylate-exudation rates, dependent on soil phosphorus supply. Plant Soil.
410:499-507.

Davies PJ. 2010. Plant Hormones. 3rd ed. Davies PJ, editor. Dordrecht: Springer
Netherlands.



66

Ehleringer J, Bjorkman O. 1977. Quantum Yields for CO> Uptake in C3 and C4 Plants:
Dependence on Temperature, CO2, and O2 Concentration. Plant Physiol. 59:86—
90.

Fukami J, Ollero FJ, Megias M, Hungria M. 2017. Phytohormones and induction of plant-
stress tolerance and defense genes by seed and foliar inoculation with
Azospirillum brasilense cells and metabolites promote maize growth. AMB
Express. 7:1-13.

Fukami J, Nogueira MA, Araujo RS, Hungria M. 2016. Accessing inoculation methods
of maize and wheat with Azospirillum brasilense. AMB Express. 6:1-13.

Glick BR. 2012. Plant Growth-Promoting Bacteria: Mechanisms and Applications.
Scientifica (Cairo). 2012:1-15.

Glick BR. 2015. Beneficial Plant - Bacterial Interactions. Cham: Springer International
Publishing.

Guimaraes VF, Battistus AG, Souza AKP de, Bulegon LG, Offemann LC, Inagaki AM.
2017. Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal: da FBN a regulagao
hormonal, possibilitando novas aplicac¢des. In: Zambom MA, Kuhn OJ, Silva NLS
da, Stangarlin JR, Nunes RV, Fulber VM, Eyng C, editors. Ciéncias agrarias Etica
do Cuid Legis e Tecnol na agropecudria. 1st ed. Marechal Candido Rondon:
Centro de Ciéncias Agrarias/ Unioeste; p. 193-212.

Kerbauy GB. 2008. Fisiologia Vegetal. 2 nd. Rio de Janeiro: Guarnabara Koogan.

Machado EC, Schmidt PT, Medina CL, Ribeiro RV. 2005. Respostas da fotissintese de
tres especies de citros a fatores ambientais. Pesq agropec bras. 40:1161-1170.

Magalhaes PC, Durdaes FOM. 2006. Circular Técnica 76 - Fisiologia da Produgdo de
Milho. In: Barbosa TMA, editor. Circ Técnicas Embrapa. Vol. 1. 1st ed. Sete
Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo; p. 10.

Moss DN, Willmer CM, Crookston ARK. 1971. CO> Compensation Concentration in
Maize (Zea mays L.) Genotypes. Plant Physiol . 47:847-848.

Novaes RF de, Neves JCL, Barros NF de. 1991. Ensaio em ambiente controlado. In:
Oliveira AJ de, Garrido WE, Araujo JD de, Lourengo S, editors. Métodos Pesqui
em Fertil do solo. Brasilia: Embrapa-SE; p. 189-253.



67

Peel MC, Finlayson BL, McMahon, TA. 2007. Mapa mundial actualizado da
classifica¢do climatica de Koppen-Geiger, Hydrol. Earth Syst. Sci., 11, 1633-
1644.

Pereyra MA, Garcia P, Colabelli MN, Barassi CA, Creus CM. 2012. A better water status
in wheat seedlings induced by Azospirillum under osmotic stress is related to
morphological changes in xylem vessels of the coleoptile. Appl Soil Ecol. 53:94—
97.

Romero AM, Vega D, Correa OS. 2014. Azospirillum brasilense mitigates water stress
imposed by a vascular disease by increasing xylem vessel area and stem hydraulic
conductivity in tomato. Appl Soil Ecol. 82:38-43.

Sage RF. 2004. The evolution of C4 photosynthesis. New Phytol. 161:341-370.

Salisbury FB, Ross CW. 2012. Fisiologia de plantas. 4th ed. Sao Paulo: Cengage Learing.

Santos HG dos, Jacomine PKT, Anjos LHC dos, Oliveira VA de, Lumbreras JF, Coelho
MR, Almeida JA de, Cunha TJF, Oliveira JB de. 2013. Sistema Brasileiro de
Classificac¢ao de Solos. 3rd ed. Santos HG dos, Jacomine PKT, Anjos LHC dos,
Oliveira VA de, Lumbreras JE, Coelho MR, Almeida JA de, Cunha TJF, Oliveira
JB de, editors. Brasilia: Embrapa.

Sheng M, Tang M, Chen H, Yang B, Zhang F, Huang Y. 2008. Influence of arbuscular
mycorrhizae on photosynthesis and water status of maize plants under salt stress.
Mycorrhiza. 18:287-296.

Stangarlin JR, Leite B. 2008. Alteragdes fisioldgicas na suscetibilidade. In: Pascholati SF,
Leite B, Stangarlin JR, Cia P, editors. Interacao planta-patdégeno Fisiol bioquimica
e Biol Mol. 1st ed. Piracicaba: FEALQ); p. 177-225.

Studer AJ, Gandin A, Kolbe AR, Wang L, Cousins AB, Brutnell TP. 2014. A Limited
Role for Carbonic Anhydrase in Cs4 Photosynthesis as Revealed by a calca2
Double Mutant in Maize. Plant Physiol. 165:608—617. Taiz L, Zeiger E, Max 1,
Angus M. 2017. Fisiologia e Desenvolvimento Vegetal. 6 th. Porto Alegre:
Artmed.

Tikkanen M, Aro EM. 2014. Integrative regulatory network of plant thylakoid energy
transduction. Trends Plant Sci. 19:10-17.



68

XuH, LuY, Zhu X. 2016. Effects of Arbuscular Mycorrhiza on Osmotic Adjustment and
Photosynthetic Physiology of Maize Seedlings in Black Soils Region of Northeast
China. Brazilian Arch Biol Technol. 59:1-9.



Figuras

32 q r 90
- 80
30 A
- 70

28

- 60

- 50

- 40

Temperatura Média (°C)
[\)
(@)
1
Umidade Relativa do Ar (%)

T
24 ~ \‘ | || Umidade Relativa do Ar (%)
ll v \ | ' | eeeeeee Temperatura do Ponto de Orvalho (°C)
\ | | — — —  Temperatura Média (°C) - 30
o -
. .--.. . .--...‘l.- tee®,e -- ot e X o L 20
20 +—17+—"—"r—r—r—"r"TTr—rrTTrrTTTT T T T T T T T 10
out out nov nov dez dez jan jan

Periodo (Dias)

Figura 1. Condi¢des de umidade relativa do ar, temperatura do ponto de orvalho e
temperatura média em ambiente de cultivo protegido, em Marechal Candido Rondon,

Parana, nos anos de 2017 ¢ 2018 (A autora, 2018).



70

06 Controle: -0,1747+46,4881*Q/(319,2722+Q) o AZ0gene: 078958+4979347*Q/(401,8§45+Q)
R2 0,98 R?=0,96 S B
40 1 % am— g b p I 1
(\:‘m 30 1 §....o§ | }///%
g o //
S 204 1/
s % //
g :
2 101 % . g
. -2 ol
= : F.'6,56 pmol m=s . ; T: 17,75 pmol m? s™!
0 § ®: 4?73 pmol fotoni(;ffnol CO») 1 ®: 11,75 pmol fétons (umol CO,)™!
Amax: 41,05 umol m-s A § A 43’92 pmol m—Z s—l B
-10 T T T T T T T T T T T —
50 1 ¥ A o 0,7529+46,6666*Q/(328,5860+
o AZ0pgy: -0,1291+38,2456*Q/(265,6435+Q) " Ri"gegg‘m”' ’ /B666¥Q/(328,5860+Q)
40 R>=0,97 | o %’%,,-{~~~
W30 1 % g %
g Y
/
< 20 A ]
3 i
3
g 10 1 1 f
=
~ I': 7,00 pmol m? s™! ; I': 5,16 pmol m™ s
015 ®: 5,08 pmol fotons (umol COL)! { ®: 4,43 pmol fétonsz(urlnol COy)!
2 ol Amax: 41,99 pmol m™ s
Amax: 34,44 pmol m™~ s C K D
10 1= : : : : — L , : : : ‘
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500

Q (umol m? ") Q (ol )
Figura 2. Taxa de assimilac@o liquida de CO2 (4) de acordo com a densidade de fluxo
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quantica aparente (®) e taxa maxima de assimila¢do liquida de CO> (4max), em plantas
de milho hibrido Formula VT® na fase fenologica V8 em fun¢io dos métodos de
inoculagdo com Azospirillum brasilense. A — Controle; B — Semente; C — Foliar; D —

Semente e Foliar.
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Figura 3. Taxa de assimilacao liquida de CO: (4) de acordo com a densidade de fluxo

de fotons fotossinteticamente ativos (Q), ponto de compensagao luminosa (I'), eficiéncia

quantica aparente (®) e taxa maxima de assimila¢do liquida de CO> (4max), em plantas

de milho hibrido Formula VT® na fase fenologica VT em fun¢do dos métodos de

inoculagdo com Azospirillum brasilense. A — Controle; B — Semente; C — Foliar; D —

Semente e Foliar.
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Figura 4. Taxa de assimilacdo liquida de CO2 (4) de acordo com a densidade de fluxo

de fotons fotossinteticamente ativos (Q), ponto de compensagao luminosa (I'), eficiéncia

quantica aparente (@) e taxa maxima de assimilacao liquida de CO» (4Amax), em plantas

de milho hibrido Formula VT® na fase fenolégica R6 em fungio dos métodos de

inoculacdo com Azospirillum brasilense. A — Controle; B — Semente; C — Foliar; D —

Semente e Foliar.
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5% de probabilidade de erro de acordo com o teste de Tukey, comparando os tratamentos isoladamente no

dia da analise. ns — ndo significativo a 5% de probabilidade de erro de acordo com o teste de Tukey.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os métodos de inoculagdo influenciaram em parametros fisioldgicos,
morfométricos e nutricionais do desenvolvimento do milho, sem influenciar na
produtividade final. O desenvolvimento vegetal em fung¢do da promogao de crescimento
foi influenciado positivamente pela inoculagdo, variando de acordo com o método de
inoculacdo utilizado.

Plantas de milho hibrido Férmula Viptera® inoculadas via pulverizagao foliar
apresentam reducdo em parametros fotossintéticos no estddio fenologico V8, mas
destacaram-se positivamente dos demais métodos nas etapas seguintes analisadas.
Enquanto plantas inoculadas via semente ou via semente associada a foliar tiveram
destaque no periodo inicial de desenvolvimento. Estes resultados indicam que a interagao
planta-bactéria ¢ influenciada pela fase de desenvolvimento em que a cultura se encontra.

Contudo, ¢ importante destacar que, apesar da auséncia de variagao estatistica
para alguns parametros morfometricos, plantas inoculadas apresentaram visualmente
desenvolvimento inicial superior, independentemente do método de inoculagdo utilizado.
E que, no final do ciclo de desenvolvimento, por meio de andlise visual, estas se
apresentavam mais verdes que as plantas controle, indicando um prolongamento na fase
final de enchimento de graos.

O uso de produtos biolodgicos na cultura do milho tem ganhado destaque desde a
descoberta das BPCV. A associa¢dao Azospirillum brasilense ¢ milho vem sendo bem-
sucedida, entretanto varias das particularidades dessa associacdo nado estdo
completamente elucidadas. Entre essas particularidades, a busca pelo método de
inoculacdo mais eficiente destaca-se devido a necessidade de potencializar a associagdo
da cultura com o microrganismo. Ainda ha muito a se explorar, especialmente quanto a
como o método de inoculagdo via foliar realmente coloniza as folhas, sendo que, mesmo
por aberturas naturais, esse método teria um periodo reduzido para completar o processo
de colonizagao.

Por fim, formas alternativas de inoculagao que demonstrem eficiéncia semelhante
ou superior a obtida na inoculacdo via semente sao de suma importancia para pesquisas
utilizando produtos microbioldgicos. Pois, além de possibilitar outras técnicas de uso para

culturas cuja o uso de inoculante ja esta consolidado, abre oportunidade para o uso desses
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produtos em culturas onde o uso do inoculante ndo desperta interesse devido a

necessidade da inoculacdo via semente.



