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RESUMO

RODRIGUES, Luan Fernando Ormond Sobreira, M. S., Universidade Estadual do Oeste do
Parand, Junho — 2013. Caracteristicas fisiologicas e agronémicas do trigo em funcdo da
combinacdo de matéria organica estabilizada, Azospirillum brasilense e doses de
nitrogénio. Orientador: Vandeir Francisco Guimaraes.

O Brasil apresenta uma baixa contribuicdo na producdo de trigo, em relacdo ao
panorama mundial. Diante disso, algumas técnicas foram desenvolvidas para aumentar a
produtividade de grdos de trigo no pais e diminuir 0s custos produtivos. Entre essas técnicas,
pode-se destacar a inoculagio com bactérias promotoras do crescimento vegetal, que
contribuem tanto com a fixacdo bioldgica de nitrogénio em ndo leguminosas, quanto com a
liberacdo de reguladores vegetais para as raizes das plantas em que se associam. Contudo, a
fixacdo bioldgica de nitrogénio por essas bactérias, ndo é suficiente para maxima producédo
dessas culturas, sendo necessario, portanto, a associacdo com alguma outra técnica, como a
pulverizacdo de matéria organica estabilizada em &cido hdmico, pode ser uma alternativa
vidvel no processo produtivo do trigo. Face ao exposto, objetivou-se com este trabalho
verificar a eficiéncia agronémica da combinacdo entre Azospirillum brasilense em relagdo ou
associada a utilizacdo de &cido hdmico e diferentes niveis de adubagdo nitrogenada na cultura
do trigo em condicdes de casa de vegetacdo e a campo. Foram conduzidos trés experimentos,
sendo dois simultaneamente, no ano agricola 2011/2012, em casa de vegetacdo e, um
experimento a campo, no ano agricola 2012/2013. Ambos os experimentos foram instalados
nas estacOes experimentais pertencentes ao nucleo de estacGes experimentais da Unioeste, do
municipio de Marechal Céandido Rondon-PR. O delineamento experimental adotado foi em
blocos casualizados em esquema fatorial 4x4, com quatro repeticdes. O primeiro fator refere-
se aos promotores do crescimento vegetal (Controle; estirpe Ab-V5 de A. brasilense; matéria
organica estabilizada em &cido himico — AH e; Ab-V5+AH) e o segundo fator aos niveis de
nitrogénio (0; 30; 60 e; 90 kg ha* de N). Utilizou-se como material vegetal a cultivar de trigo
CD 150, em que se avaliou altura de plantas, massa de matéria seca das folhas, colmo mais
bainhas, das estruturas reprodutivas e da parte aérea, area foliar, medidas de trocas gasosas,
indice SPAD, componentes de producdo e a produtividade de grdos da cultura. De maneira
geral, em casa de vegetal foi observado que o uso combinado de Ab-V5+AH, favoreceu o
incremento em matéria seca da parte aérea, na absorcdo de N e K, pelas folhas, e de K e P,
pelos grdos de trigo, no nimero de espigas por vaso, no comprimento médio das espigas e na
massa de cem grdos. NoO experimento a campo observou-se que Ab-V5+AH promoveu
incremento em matéria seca da parte aérea, nas trocas gasosas, no teor de K dos gréos, e no
nimero de espigas por metro quadrado. A produtividade de grdos da cultura foi influenciada
por nenhum dos tratamentos em casa de vegetacdo e somente pelas doses de nitrogénio no
experimento a campo. Conclui-se com este trabalho que o uso combinado de Ab-V5+AH
favorece nas caracteristicas de desenvolvimento da cultura do trigo, porém mais estudos
devem ser realizados pois a produtividade dos grdos € influenciada apenas pelas doses de
nitrogénio utilizadas.
Palavras-chaves: Triticum aestivum L., &cido humico, fixacdo biologica de nitrogénio,

adubacdo nitrogenada.



ABSTRACT

RODRIGUES, Luan Fernando Ormond Sobreira, M. S., Universidade Estadual do Oeste do
Parana, June — 2013. Physiological and agronomic characteristics of wheat due to the
combination of stabilized organic matter, Azospirillum brasilense and levels of nitrogen.
Advisor: Vandeir Francisco Guimarées.

Brazil has a low contribution to the production of wheat in relation to world
stage. Therefore, some techniques have been developed to increase the productivity of wheat
grains in the country and reduce production costs. Among these techniques, we can highlight
inoculation with plant growth promoting bacteria which contribute both to the biological
nitrogen fixation in non-legumes, as with the release of plant growth regulator to the roots of
the plants in which they associate. However, the biological nitrogen fixation by these bacteria
is not sufficient for maximum yield of these crops and it is necessary, therefore, association
with some other technique such as spraying organic material stabilized in humic acid, it may
be a viable alternative in the process production of wheat. Given the above, the aim of this
work was to verify the agronomic effectiveness of the combination of Azospirillum brasilense
in relation to or associated with the use of humic acid and different levels of nitrogen fertilizer
in wheat crop conditions in the greenhouse and field. Three experiments were conducted, two
simultaneously in the agricultural year 2011/2012, in the greenhouse and in a field experiment
in the agricultural year 2012/2013. Both experiments were carried out in experimental stations
belonging to the core of experimental stations Unioeste, from Marechal Candido Rondon, PR.
The experimental design was randomized blocks in a 4x4 factorial with four replications. The
first factor relates to plant growth promoters (Control; Ab-V5 strain of A. brasilense; organic
material stabilized humic acid — HA and Ab-V5+HA) and the second factor levels of nitrogen
(0, 30 , 60 and, 90 kg ha™ of N). Was used as plant material wheat cultivar CD 150, which
evaluated the plant height, dry weight of leaves, stems and sheaths, reproductive structures
and shoots, leaf area, leaf gas exchange measurements, SPAD , yield components and grain
yield of the crop. In general, home vegetable was observed that the combined use of Ab-
V5+AH, favored the increase in dry matter of shoots, the absorption of N and K, the leaves,
and P and K, the grains wheat, number of ears per pot, the average length of the ears and the
weight of one hundred grains. In the field experiment showed that Ab-V5+HA promoted
increase in shoot dry matter, gas exchange, the K content of grain, and the number of ears per
square meter. The grain yield of the crop was influenced by any of the treatments under
greenhouse and only levels of nitrogen in field experiment. The conclusion of this work that
the combined use of Ab-V5+AH favors the growth characteristics of wheat crop, but more
studies are needed because grain yield is only influenced by nitrogen fertilizer rates.

Key words: Triticum aestivum L., humic acid, biological nitrogen fixation, nitrogen
fertilization.
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) € o segundo cereal mais cultivado no mundo,
com producgdo estimada para 2013/2014 de 690 milhdes de toneladas, 28 milhdes de toneladas
a mais do que no ano de 2012 (FAO, 2013). Nessa perspectiva 0 Brasil apresenta uma baixa
taxa de contribuicdo, pois no ano agricola de 2012/2013 a producdo nacional de grdos de trigo
foi de apenas 4,30 milhdes de toneladas, sendo que o Estado do Parand foi responsavel por
2,11 milhdes de toneladas, conforme dados da CONAB (2013).

De acordo com as estimativas realizadas pelo MAPA (2012), o consumo de
trigo no Brasil até 2021/2022, serd da ordem de 11,70 milhGes de toneladas e o pais, nessa
projecdo, produzira aproximadamente 6,90 milhdes de toneladas.

No intuito de minimizar a quantidade de trigo importada ou até se tornar auto-
suficiente na producdo desse cereal, o Brasil precisa de pesquisas para estabelecer condigdes
mais viaveis de cultivo, de forma a aumentar sua produtividade e incentivar o produtor. Nesse
sentido, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos tendendo para a maximizacdo da
produtividade, através de diversas técnicas.

Dentre os insumos utilizados, para elevagdo da produtividade da cultura do
trigo, destaca-se a adubacdo nitrogenada devido ao nitrogénio se constituir 0 macroelemento
mais limitante na produtividade desse cereal, visto que determina o numero de afilios ou
perfilios, sendo essencial na fase de formacdo dos nds e no inicio do alongamento do colmo
(SALA et al., 2005). Porém essa tecnologia, apesar de indispenséavel, eleva significativamente
0 custo de producdo da cultura, desestimulando muitos produtores ao cultivo de trigo e
abrindo espaco para o milho de segunda safra.

Com o sucesso da inoculacdo de bactérias do género Bradyrhizobium na
cultura da soja, a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) em gramineas também se tornou um
objetivo através de microrganismos como Azospirillum brasilense, que pode ser beneficiado
em associacdo com outros metodos como a aplicacdo de acido humico (AH).

A A. brasilense vem sendo avaliada por se tratar de uma bactéria associativa de
raiz, preferencialmente alocada na regido rizosférica e que normalmente pode ser encontrada
no trigo, segundo Ddbereiner (1990). Estes organismos, apesar de ndo formarem nodulos nas
raizes de gramineas como ocorre para a FBN de leguminosas, também realizam a fixacdo do
nitrogénio para a planta, diminuindo significativamente 0s custos que se tem com a adubacdo
nitrogenada.
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As bactérias diazotroficas, sob condicdes de laboratério, foram suficientes para
suprir a necessidade por nitrogénio (N) de plantulas de trigo e promoveram o aumento no
comprimento radicular (ROESCH et al, 2005) o que possivelmente ocasiona maiores
produtividades, devido a captagdo de &gua e nutrientes a maiores profundidades.

Delfine et al. (2005) observaram que a aplicacdo de acido humico via foliar
promoveu o crescimento, aumento de produtividade e qualidade do trigo duro, e que também
afetou o metabolismo fotossintético de forma positiva, quando em comparagdo com o0
parcelamento da adubacdo nitrogenada. Esses autores concluiram que o &cido himico pode
ser utilizado como fonte imediata de N no enchimento dos gréos.

Trabalhos referentes a associacbes entre a inoculagdo de A. brasilense e
aplicacbes via foliar de &cido himico em trigo sdo escassos, sendo uma motivacdo para
conducdo desta pesquisa, visto que ambos apresentam efeitos fisiologicos positivos (quando
comparados efeito Unico ou combinado com adubacdo nitrogenada) em plantas de trigo,
gerando em alguns casos incrementos na produtividade de gréos.

Portanto, o presente estudo tem como hipdtese que, com o uso combinado de
bactérias promotoras do crescimento vegetal e matéria organica estabilizada em é&cido
himico, pode-se diminuir a quantidade de nitrogénio aplicado na cultura do trigo, sem
prejudicar o rendimento de grdos da planta.

Neste contexto, este trabalho objetiva verificar a eficiéncia agrondmica da
combinacdo entre A. brasilense em relacdo ou associada a utilizacdo de acido humico e
diferentes niveis de adubacdo nitrogenada na cultura do trigo em condicbes de casa de

vegetacdo e a campo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do trigo

O trigo (Triticum spp.) é originario de regides montanhosas do sudoeste da
Asia em uma area que abrange Ird, Iraque e Turquia, os quais s&o os locais mais provaveis de
centro de origem e domesticacdo da espécie, onde foram encontrados, em escavacoes
arqueoldgicas, grdos de trigo carbonizados que datam de 7500 a 6500 a.C. (FELDMAN,
1976).

No Brasil, o trigo foi introduzido em 1534, por Martim Afonso de Souza, na
antiga Capitania de S&o Vicente, hoje Estado de S&o Paulo (SILVA et al., 1996) e apenas a
partir da década de 1940 comecou a expandir-se comercialmente no estado do Rio Grande do
Sul, com a introducdo de cultivares de trigo de porte alto, tolerante a toxidez por aluminio,
cultivares aquelas que eram provenientes de areas com solos pobres, na Europa (FEDERIZZI
et al., 2005).

O Triticum aestivum L. € pertencente a familia Poaceae, e € caracterizado
como uma planta anual, hermafrodita, autdgama, que apresentam baixa taxa de polinizacdo
cruzada em condicBes normais nos campos de cultivo (FEDERIZZI etal., 2005).

Entre os anos de 1975 a 1985, pela analise de dados referentes a area plantada,
producdo e produtividade de grdos de trigo, foi possivel verificar um forte deslocamento no
centro de gravidade, saindo do noroeste do Rio Grande do Sul, para o oeste do Parana, e
posteriormente para o centro sul do estado, com expressivos aumentos de produtividade desse
cereal (IGNACZAK et al., 2006).

Ignaczak et al. (2006) verificaram que apesar de haverem mudangas das sub-
regides responsaveis pela colaboracdo de uma maior quantidade de trigo produzida no Brasil,
de 1975 a 2003, pouca foi a variagdo em termos de regido que mais contribuiu com a
producdo nacional de trigo. Conforme as projecdes realizadas pelo CONAB (2013) é evidente
que as principais zonas de producdo de gréos de trigo no pais estdo localizadas nos estados do
Parana e do Rio Grande do Sul, entretanto as regides sudeste e centro-oeste do pais vém
aumentando constantemente, com destaque para os estados de Minas Gerais e Goias.

A necessidade nutricional da cultura do trigo pode ser caracterizada como

medianamente exigente quanto a necessidade de fosforo e potassio e, em estudos realizados
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no estado do Parana, ndo houve respostas na producdo de grdos pela cultura, mediante a
aplicacdo de micronutrientes (MARCHIORO e FRANCO, 2010). Com relacdo ao nitrogénio,
de acordo com Marchioro e Franco (2010) a necessidade de adubacdo nitrogenada, na cultura
do trigo, para o Estado do Parana é da ordem de 30 kg ha™* de N na semeadura e 60 kg ha™* de
N a lanco, na fase de afilhamento pela escala Zadoks, Chang e Konzak (1974).

Atualmente o trigo é cultivado em diversos paises do mundo sendo
considerado o segundo cereal mais produzido, ficando atrads apenas do miho (FAO, 2013).
Ainda de acordo com os dados da FAO (2013), a Argentina e o Brasil, s&o o0s principais
produtores de grdos de trigo da América do Sul, apresentaram queda significativa de producéo
a partir do ano agricola 2009/2010, saindo de 15,9 para 11,5 milhdes de toneladas
(2012/2013), no caso da Argentina e, de 6,0 para 4,8 milhdes de toneladas no caso do Brasil.
A FAO afirma ainda que apenas 12 % das areas produtivas da Argentina foram afetadas pelo
estresse hidrico enquanto que no Brasil o cultivo desse cereal foi fortemente afetado pelas
condicdes climaticas desfavoraveis na safra atual.

Com relacdo ao cenario de producdo nacional do trigo, no ano agricola
2012/2013, foram produzidos 4,30 milhdes de toneladas (0,5 milhdo de toneladas a menos
que o previsto pela FAO, 2013). Sendo que o estado do Parand, nesse cenario, colaborou com
aproximadamente 50% do total de gréos de trigo produzidos (CONAB, 2013). De modo geral
0 sul do Brasil é o responsavel por praticamente toda a producdo do pais, mesmo com
cultivares adaptadas para outras regioes.

Conforme os dados da CONAB (2013), a area de cultivo de trigo no pais foi
reduzida em 12,5% com relagdo ao ano anterior, reduzindo de 2.166,2 para 1.895,4 ha. Ainda
de acordo com esses dados, verifica-se uma queda de 15,1% na produtividade da cultura, em

nivel nacional, sendo de 2.672 kg ha™ no ano anterior e de 2.269 na safra atual.

2.2 Nitrogénio

O nitrogénio (N) é um elemento que normalmente esta inserido nos sistemas de
producdo vegetal através de fertilizantes, sendo que isso s6 foi possivel a partir do século XX
no qual pesquisadores conseguiram transformar N, atmosférico em ambénia (NHj3),
possibilitando sua adicdo em meios agricolas por meio de adubos nitrogenados, conforme
Moiser e Galloway (2005) que afirmam ainda que se ndo houvesse essa descoberta, 40% da

populacdo mundial ndo existiria por falta de alimentos.



21

Quanto ao processo de fixagdo industrial do N2, o nitrogénio e hidrogénio
moleculares sdo submetidos a temperaturas entre 400 °C — 650 °C, pressdes entre 20 — 40
MPa e utilizam um catalisador metalico, normalmente o ferro, esse processo foi desenvolvido
na Alemanha durante a primeira guerra mundial, e é chamado de Processo Haber-Bosch
(EPSTEIN e BLOOM, 2006).

O N3 representa 78% dos gases da atmosfera (SOUZA e FERNANDES, 2006).
Mas porque entdo 40% da populagdo mundial ndo existiriam se ndo houvesse a descoberta do
Processo Haber-Bosch? Epstein e Bloom (2006); Souza e Fernandes (2006) e Raij (2011)
destacam a alta estabilidade do N, atmosférico, que ao contrario de outras moleculas
diatbmicas, ndo € passivel de reacbes quimicas em condi¢des naturais.

N&o existe nenhum agente oxidante suficientemente forte para oxidar o N2 nas
condicBes ambientais, e nenhum outro agente redutor, para reduzir esta molécula, pode existir
em meio aquoso, considerando-se que a agua seria preferencialmente reduzida, produzindo
hidrogénio (CHATT e LEIGH, 1968).

Conforme apresentado na Figura 1, e descrito por Epstein e Bloom (2006);
Souza e Fernandes (2006) e Raij (2011), apos fixado em aménio ou nitrato, 0 nitrogénio inicia
um ciclo biogeoquimico e passa por varias formas organicas e inorganicas antes de retornar a
nitrogénio molecular.

As plantas normalmente absorvem pelas raizes grande quantidade de N, nas
formas de amdnio (NH;") e nitrato (NO3) que sdo reduzidos formando aminoécidos,
proteinas, acidos nucléicos, entre outros. Esse processo € denominado de assimilacdo de
nitrogénio e, dependendo da espécie pode ocorrer tanto nas raizes como nas folhas, sendo este
utimo o mais comum na cultura do trigo (EPSTEIN e BLOOM, 2006).

No solo de regides tropicais, é possivel a absorcdo de aminoacidos pelas raizes
de plantas, porém existe grande competico com o0s microrganismos, que preferencialmente
utilizam os aminoacidos como fonte de N (CHAPIN IIl, et al., 1993). Mas a forma com que
predominante 0 N é absorvido pelas plantas, ¢ o NH;", que estd em maior concentragdo na
maioria dos solos tropicais (EPSTEIN e BLOOM, 2006; SOUZA e FERNANDES, 2006).

Existe uma forte correlacdo entre a taxa de assimilagdo de NO3™ na parte aérea
das plantas com a fotorrespiracdo. Em estudos realizados com trigo, observou-se que altas
concentragdes de CO;, ou baixas de O, inibem a assimilagdo de NO3™ e que de maneira geral a
fotoassimilacdo torna-se significativa em condicdes de 360 pmol de CO, m%s™ e 21% de O,,
associados ainda a taxas de luminosidades proximas a 1800 pmol m? s' (EPSTEIN e
BLOOM, 2006).
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DESNITRIFICAGAQ
FIXACAO
ATMOSFERICA

BACTERIAS NO SOLO

SAIS DE AMONIO
(NHg)

L

Figura 1. O ciclo do nitrogénio terrestre. O nitrogénio atmosférico (N) € convertido em
amonio (NH4") por meio da fixacdo industrial, fixadores de N, de vida livre ou
fixadores simbiontes de N», ou em nitrato (NOg3’), por meio da fixagédo
atmosférica. Microrganismos do solo também convertem NH;* em NOj3  (via
nitrificacdo). Plantas (via absor¢do pelas raizes) e microrganismos do solo (via
imobilizagdo) absorvem NH;" e NO3™ do solo. Herbivoros comem as plantas para
obter o nitrogénio e os carnivoros, comem os herbivoros. Fezes e cadaveres de
todos esses organismos, incluindo folhas caidas e todas as plantas depois de sua
morte, contribuem para 0 conjunto de matéria organica em decomposicdo no solo.
Os microrganismos do solo decompdem essa matéria organica para produzir NH;"
(via amonificagdo). Outros microrganismos, particularmente  sob  condigdes
anaerobicas, convertem algum NOj3;™ do solo de volta em N, (via denitrificacdo).
Algum NO3™ é dissolvido na &gua subterrdnea (via lixiviagio) e algum NH4" se
converte na forma gasosa NHs e se dissipa na atmosfera (via volatilizagdo, ndo

mostrada).
Fonte: Epstein e Bloom (2006), adaptado.

Aproximadamente 25% dos gastos energéticos das plantas estdo relacionados
com o N, em reacBes que englobam desde a reducdo de NO3 a NH,* e a subsequente
incorporacdo do N as formas organicas nas plantas (EPSTEIN e BLOOM, 2006;
CANTARELLA, 2007).

O nitrogénio é o elemento mineral que as plantas exigem em maiores
quantidades (TAIZ e ZEIGER, 2013). Em contradi¢cdo a isso, mais de 50% do N aplicado
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como adubo é perdido por processos de lixiviagdo do NO3™ (que ndo é adsorvido no complexo
de troca catibnica e circula relativamente livre na solucdo do solo) e pela denitrificacdo (CHO,
2003).

Por essa razdo, o cultivo de ndo-leguminosas importantes no cenario agricola
global, como o trigo e o milho, tm seus custos produtivos elevados significativamente. Além
de causarem impactos ambientais, tais como a producdo de gases que causam o efeito estufa,
diminuicho do o0zbnio atmosférico, chuvas &cidas, mudancas no ciclo global de N, e a
eutrofizacdo de &guas superficiais e subterraneas (BHATTACHARJEE et al., 2008).

Em virtude desses efeitos, varios cientistas comecaram a estudar o potencial
das bactérias fixadoras de nitrogénio em gramineas, a partir da década de 1970 (MARX,
2004), com destaque para o grupo de cientistas liderados por Johanna Ddbereiner, nos seus

estudos com a FBN em n&o-leguminosas, iniciados no Brasil.

2.3 Bactérias promotoras do crescimento vegetal em gramineas

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) em gramineas foram
re-descobertas em meados da década de 1970, por Johanna Ddbereiner. Nesse periodo,
acreditava-se que a principal contribuicdo desses microrganismos, para muitas espécies de
plantas, era principalmente a fixacdo de nitrogénio molecular em compostos assimilaveis
(BASHAN et al., 2004), por isso entdo foram denominadas de bactérias diazotréficas.

Na atualidade, esse grupo de bactérias vem sendo constantemente chamadas de
BPCV, por estarem relacionadas ndo apenas com a fixacdo bioldgica do nitrogénio, mas
também por liberarem reguladores vegetais (que sdo produzidos pelo proprio vegetal), o que
consequentemente ocasiona 0 crescimento de raizes, maior capacidade de absor¢do de agua e
nutrientes e, em alguns casos, incremento na produtividade (DOBBELAERE &
CROONENBORGHS, 2002).

Bashan e Bashan (2005) fizeram um levantamento referente aos mecanismos
empregados por BPCV, seus efeitos no crescimento de plantas e quais géneros estéo
relacionados com o mecanismo em questdo, sendo esses dados apresentados na Tabela 1.

As BPCV, diferentemente dos rizbios nas culturas leguminosas, ndo
apresentam formacdo de nodulos, apesar de realizarem a fixacdo biologica de nitrogénio, e
sdo classificadas ndo como simbiontes, mas associativas de raizes. Dentre as mais estudadas

estdo as bactérias do género Azospirillum, principalmente A. brasilense e A. lipoferum, que
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sdo mais frequentemente encontradas colonizando a maioria das plantas de regides tropicais e
temperadas (REIS et al., 2006).

Tabela 1. Alguns mecanismos empregados por bactérias promotoras do crescimento vegetal.

Exemplos de espécie

Mecanismos Efeitos no crescimento de plantas de bactéria
Fixacdo de nitrogénio em associacdo Incrementos no conteddo de Azospirillum,
com raizes nitrogénio e de biomassa Acetobacter,
Azotobacter,

Cyanobacteria,
Herbaspirillum
Producdo de reguladores vegetais Estimulo a ramificagcdo de raizes, Azospirillum

(auxina, giberelina, citocinina) incremento na biomassa de folhas e
raizes, e inducdo ao ciclo
reprodutivo

Solubilizacéo de fosfato Incremento em biomassa e conteddo Bacillus lichiniformis,
de P Vibrio

Introdugdo  de  resisttncia & Melhorar a sobrevivéncia das mudas Azospirillum
condicbes de estresse  (seca, e aumentar a biomassa
salinidade, compostos toxicos)

Fonte: Bashan e Bashan (2005), adaptado.

Bashan e Bashan (2005) e Reis et al. (2006), destacam tambem que algumas
BPCV sdo endofiticas, essa classificacdo se refere ao grupo de bactérias que possuem a
capacidade de colonizar tecidos internos de plantas e neles perpetuarem, sem causarem
nenhum sintoma de patogenicidade, mas sim promoverem o crescimento do hospedeiro. Esses
pesquisadores citam como exemplo Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum

seropedicae, H. rubrisubalbicans e Azoarcus spp.

2.3.1 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

A fixacdo biologica de N, (FBN) de maneira geral € a reducdo de N
atmosférico em NHg3, realizada por microrganismos procariotos que possuem o complexo
enzimitico da nitrogenase, conhecidos como diazotroficicos (CANTARELLA, 2007). O
complexo nitrogenase é formado por duas subunidades: um heterotetrdmero, a dinitrogenase
a2p2, ¢ um homodimero, a dinitrogenase redutase y2, em que a regido o possui um sitio ativo
para reducdo de N, chamado de FeMo-co-fator, conforme pode ser verificado na Figura 2
(EPSTEIN e BLOOM, 2006; REIS et al., 2006; TAIZ e ZEIGER, 2013).

A FBN é semelhante a fixacdo industrial do nitrogénio, pois produz amdnia
(NHj3) a partir do nitrogénio molecular N, em que a reagdo geral é a seguinte: N, + 8¢” + 8H"
+ 16ATP — 2NH3; + H, +16ADP + 16Pi, reacdo catalisada pelo complexo nitrogenase (TAIZ
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e ZEIGER, 2013). Esses pesquisadores ressaltam ainda que um método para avaliar a
atividade da nitrogenase, se baseia na quantificacdo do etileno, pois uma das reacdes
catalisadas por essa enzima € a reducdo do acetileno a etileno.

Em teoria, existe liberacdo de energia na reducdo de N, a NHs, entretanto, as
fixagdes, industrial e bioldgica de nitrogénio, requerem grande gquantidade de energia para a
quebra da tripla ligacdo do N, (EPSTEIN e BLOOM, 2006). A partir de calculos baseados no
metabolismo de carboidrato por leguminosas, Heytler et al. (1985) proferiram que uma planta

consome 12 gramas de carbono organico por grama de N fixado.

Complexo da enzima nitrogenase
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Figura 2. A reacdo de reducdo catalisada pela nitrogenase. A ferrodoxina reduz a Fe-proteina.
Acredita-se que a ligacdo e a hidrolise do ATP a Fe-proteina provoca uma mudanca
na conformacdo dessa proteina, o que facilita as reacdes redox. A Fe-proteina reduz

a MoFe-proteina e esta Gltima reduz o N».
Fonte: Epstein e Bloom (2006); Taiz e Zeiger (2013).

Apesar do sucesso obtido com a FBN na cultura da soja e demais leguminosas,
a utilizacdo de inoculantes para cereais como o trigo, ainda é uma estratégia pouco habitual,
pois existe certa especificidade entre bactéria e hospedeiro, ou seja, é necessario que mais
estudos sejam realizados, com diferentes estipes; variedades e, regides do pais, para a
obtencdo de resultados consistentes que apontem ganhos significativos em produtividade
(SALA, 2002; CANTARELLA, 2007).

Conforme reportado por Bashan et al. (2012), as BPCV isoladas da mesma
variedade de planta que se deseja inocular, sdo mais eficientes, principalmente quando
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associadas na presenca da populagdo nativa. Roesch et al. (2005) sugerem que organismos
adaptados as condicdes ambientais do local, proporcionam melhores condicdes para competir
com a microbiota nativa, por estarem adaptados as condicBes edafoclimaticas e também pelo
aumento na populagcdo em razdo de sua inoculagéo.

De acordo com Reis et al. (2006) cerca de 20% do total de N requerido pela
cultura do trigo, pode ser assimilado por via da FBN. Resultados semelhantes foram obtidos
em leguminosas, sendo que ficou caracterizado que a amplitude de absorcdo € definida por
fatores como a variedade, local de plantio, método utilizado para estimar a contribuicdo, e

também a estirpe avaliada além de outros fatores abidticos.

2.3.2 Producéo de reguladores vegetais

Um dos mecanismos de atuacdo de BPCV € o de promover o crescimento pela
producdo de reguladores vegetais, também denominados fitormdnios (BASHAN e BASHAN,
2005). Thuler et al. (2003) apontam que as bactérias do género Azospirillum sdo conhecidas
pela habilidade de produzir fitormbnios, bem como poliaminas e amino4cidos para as
culturas. E dentre esses fitormbnios podem-se destacar também os inddis, como &cido
indolacético (AIA) e as giberelinas, que desempenham um papel importante no crescimento
vegetal (BASHAN et al., 2004).

A producdo de fitormdnios por bactérias € um dos fatores responsaveis pelo
efeito estimulatério observado no crescimento de plantas, como no caso da inoculacdo de
estirpes de Azospirillum (BOTTINI et al., 1989). Sala (2002) ressalta que ao lado da fixacao
biolégica do nitrogénio, a producdo de fitormdnios surge como uma evidéncia dos beneficios
causados por BPCV.

A estimulagdo do crescimento de raizes, pela produgdo de fitormonios e
fixacdo biologica de nitrogénio no desenvolvimento inicial de plantulas de trigo, pode ser
responsdvel pelo impacto positivo da inoculacdo (BHATTARAI e HESS, 1993). Dobbelaere
et al. (1999) verificaram reducdo do comprimento radicular, entretanto ocorreu aumento no
nimero de pélos radiculares de plantas de trigo devido a secrecdo de auxina por Azospirillum
spp.

Bashan e Bashan (2005) destacam que a producdo de fitormbnios por
Azospirillum spp. reflete como efeito fisioldgico, na planta, pelo estimulo a ramificacdo das

raizes, incremento na biomassa de folhas e raizes e, indugdo ao ciclo reprodutivo.
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Até entdo sdo conhecidas trés vias biossintéticas para a producdo de AIA em
Azospirillum: duas dependentes de triptofano, via indole-3-acetamida (IAM) e indole-3-
piruvato (IpyA), e uma outra independente do triptofano (DOBBELAERE et al., 1999). A
enzima indole-3-piruvato descarboxilase € comum as duas vias IpyA, e a via independente de
triptofano, a qual o precursor é desconhecido, se acredita na possibilidade de que todas
tenham inicio num intermedidrio comum, que é o IpyA (LAMBRECHT et al., 2000).

Parte dos efeitos benéficos obtidos pela inoculacio de plantas com
Azospirillum spp. pode ser explicado pela producdo de giberelina (GA), pois a aplicacdo de
reguladores vegetais a base de GA, também ocasiona aumento no ndmero de pélos radiculares
(BASHAN et al., 2004).

Cassan et al. (2001) avaliaram o efeito da inoculacdo de A. brasilense e A.
lipoferum em plantulas de arroz mutantes, em que as giberelinas produzidas formam
conjugados e se tornam inativas, fazendo com que as plantas tenham nanismo. Esses
pesquisadores observaram que a inoculagdo promove o incremento nos niveis de GA
fisiologicamente ativas, acarretando no crescimento da planta e também no incremento em
produtividade dos gréos.

Durante a maior parte do periodo de crescimento das plantas, os niveis de
concentragdo de etileno se mantém baixos, com excecdo da fase de germinacdo em que 0S
niveis aumentam para se quebrar a dorméncia das sementes (BASHAN et al., 2004). Esses
autores citam que a manutencdo de baixos niveis de etileno durante o crescimento das plantas
pode prevenir perdas consideraveis de producdo na agricultura. Considerando-se que de
acordo com Glick et al. (1999), o aumento na concentracdo de etileno nas raizes, podem ser
causados por estresses biologicos e ambientais, gerando murchamento e senescéncia.

Nesse sentido, Rojas et al. (2001) verificaram que varios microrganismos do
solo bem como BPCV, produzem uma enzima conhecida pela degradacdo do acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACC), a ACC deaminase. Glick et al. (1999) concluem que

baixando-se os niveis de etileno, potencializa-se a promocdo do crescimento vegetal.
2.5 Matéria organica estabilizada
A matéria organica presente no solo é oriunda da mistura de diversos produtos

de varios processos de decomposicdo, resultantes da degradacdo quimica e biologica de

residuos vegetais e da atividade microbiana (AGUIAR, 2012), e as substancias hdmicas (SHs)
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constituem o produto final de decomposicdo de residuos organicos e representam o principal
componente da matéria organica em agua, solos e sedimentos (CANELLAS et al., 2006).

As caracteristicas da natureza definida das substancias ndo himicas € o que as
diferem das substancias humicas como, por exemplo, a presenca de carboidratos, proteinas e
acidos organicos, ao contrario das substancias himicas, em que a estrutura quimica é
indefinida, formando-se uma mistura de compostos (STEVENSON, 1994).

As SHs tratam-se de materiais coloidais do tipo &cidos fulvicos (AFs), acidos
himicos (AHs) e humina, em um esquema simplificado de classificacdo; trata-se de classes de
moléculas que possuem variagdo em cor, grau de condensacdo e massa molar e que
apresentam anéis aromaticos e grupos funcionais com potencial de desenvolvimento de cargas
elétricas (VAUGHAN et al., 1985).

Por as SHs compreenderem uma mistura de materiais coloidais, com moléculas
que possuem muitas variacdes, é necessario o fracionamento de acordo com seus atributos
para se obter fracGes diferentes, com caracteristicas semelhantes (AGUIAR, 2012). Conforme
a autora, geralmente o material é fracionado em funcdo de sua solubilidade em trés fracGes
principais: os AHs (fracdo solivel a pH alcalino e insolivel em pH fortemente acido), AFs
(solivel em todo intervalo de pH) e huminas (fracdo residual e insolivel em meio aquoso em
qualquer valor de pH).

Piccolo et al. (1996) postularam por observacdes de AHs submetidos a
cromatografia de exclusdo por tamanho molecular, em funcdo da reducdo do pH de AHs de
9,2 para 2,0, que em vez de consistir num polimero estavel em pH neutro ou alcalino, os AHs
se comportam como uma associacdo supramolecular de moléculas relativamente pequenas e
heterogéneas que se mantém unidas pela acdo de forcas fracas dispersivas, como forgcas de
Van der Waals e mteragdes n-n, CH-n em valores de pH na neutralidade ou por meio de
pontes de H em valores de pH mais baixos.

A estrutura basica da molécula de acido hdmico é constituida por: 50-60% de
C; 30-35% de O; 4-6% de H; 2-6% de N e; 0-2% de S, tendo alta afinidade aos ions metalicos
no solo onde formam complexados de grande importancia para as culturas, tanto no tocante a
necessidade da cultura quanto reducdo indireta da acidez (ABATE, 1998). Porém Stevenson
(1994) destaca que ha uma alta complexidade e heterogeneidade estrutural das SHs, que séo
influenciadas pelo grau e mecanismo de decomposicdo, de tal forma que provavelmente ndo

exista uma proposta estrutural totalmente satisfatoria para essa fracdo da matéria organica.
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2.5.1 Bioatividade de substancias himicas

As SHs sdo reportadas como condicionadores de solo, ocasionando maior
estabilizacdo dos ions nutritivos presentes na solugdo do solo e consequentemente
proporcionando para planta, quando em condicdes de ambientes favordveis, aumento no
tamanho e ndmero de raizes, incremento da absorcdo de nutrientes e elevacdo da taxa de
crescimento (ARANCON, et al., 2006; CUNHA et al., 2009; PINHEIRO, SILVA e FURTINI
NETO, 2010). Canellas et al. (2006) apontam que esses efeitos que as SHs exercem no solo,
sdo conhecidos como efeitos indiretos da matéria organica humificada sobre o crescimento
vegetal.

Com relacdo aos efeitos diretos das substancias himicas sobre o metabolismo
das plantas, Nannipieri et al. (1993) apontam como resultados: 1) influéncia positiva sobre o
transporte de ions, facilitando a absorcdo; 2) aumento da respiracdo e da velocidade das
reagbes enzimaticas do ciclo de Krebs, resultando em maior producdo de energia metabdlica
sob a forma de ATP; 3) aumento no conteldo de clorofila; 4) aumento da sintese de acidos
nucléicos; 5) efeito seletivo sobre a sintese protéica e; 6) aumento ou inibicdo da atividade de
diversas enzimas.

A H'-ATPase de membrana plasmatica (MP) exerce papel fundamental de
crescimento das células vegetais, pois essa enzima funciona como uma bomba de prétons
acionada pela hidrolise de ATP, sendo responsavel pelo transporte primario de H* do interior
da célula para o apoplasma, gerando gradiente de H* através da MP, favorecendo o transporte
secundario de ions e demais metabolitos, contra um gradiente de concentracdo (CANELLAS
et al., 2006; TAIZ e ZEIGER, 2013).

A partir disso e considerando-se a teoria do crescimento acido proposta por
Rayle e Cleland (1992), que consiste na acidificacdo da parede celular causada pela ativagéo
de H'-ATPase de MP, desencadeando varios processos que findam com a expansdo celular,
Canellas et al. (2006) afirmam que um dos fendmenos que tém sido mais relacionados com a
bioatividade das SHs correspondem ao mecanismo tipicamente auxinico da teoria do
crescimento acido. Pois a presenca de auxina (hormbnio vegetal) ativa H'-ATPase de
membrana, acdo fisiologica que esses autores reportam como realizada também por SHs e por
uma toxina fungica (fusicocina), utilizando-se de varios mecanismos, entre eles o da indugdo
de sintese de H*-ATPase, moduladas por genes Mhal e Mha2, conforme Frias et al. (1996).

Em experimento realizado com sementes de milho, o &cido hdmico apresentou

grupamentos de auxinas e efeito de bioatividade, sendo que o indicador para isso foi a
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capacidade de ativar a bomba de protons da membrana plasmatica, que ocasiona a
acidificacdo do apoplasto e o consequente aumento da plasticidade da parede celular
(FACANHA et al., 2002).

Canellas e Facanha (2004) trabalharam com SHs oriundas de Argissolo
Amarelo em avancado estadio de intemperismo, verificaram que o estimulo no transporte de
prétons através de vesiculas enriquecidas de MP isoladas de raizes de milho, foi mais forte
quando as SHs foram coletadas das camadas superficiais em relacdo as camadas mais
profundas.

A aplicacdo foliar de AHs provenientes tanto do solo de origem quanto de
composto, promoveu efeitos positivos com relagdo aos aspectos qualitativos de uva de mesa
cv. ‘Italia> sendo os principais efeitos observados em incrementos significativos no tamanho
das bagas e decréscimo na acidez titulavel do fruto (FERRARA e BRUNETTI, 2008).

Baldotto et al. (2009) avaliando o efeito de é&cido hidmico aplicado via
hidroponia no abacaxizeiro em fase de aclimatagdo, e verificaram que houveram incrementos
no crescimento da parte aérea, sistema radicular e conteido de N, P, K, Ca e Mg, e também
ocorreu aumento na relagédo clorofila a/ clorofila b na planta.

Katkat et al. (2009) observaram que a aplicacio foliar de 0,1 % p v'! de AHs
pulverizados no trigo, cultivado em solo alcalino, promoveu acréscimo em matéria seca das
plantas, além de elevar os teores de N, P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Cu, Zn e Mn nas folhas, quando
ndo se realizou a aplicacdo de calcario ao solo, e que em condicGes de adicdo de calcéario ao
solo, a dose de 0,2 % p v de AHs gerou maiores valores de matéria seca e de teor de N nas
folhas, em relacdo a testemunha.

Em experimento semelhante Katkat et al. (2009), utilizaram porém a técnica de
salinizacdo do solo pela aplicacdo de cloreto de sddio, Asik et al. (2009) observaram que nao
houve interacdo significativa para KCI x AHs, porém a pulverizacdo foliar de AHs promoveu
0 incremento dos teores de P, K, Mg, Na, Cu e Zn, e que a melhor concentragéo ¢é de 0,1 % p

v'! de AHs para a cultura do trigo.

2.6 Interacdes entre bactérias promotoras do crescimento vegetal e substéncias humicas

AGUIAR (2012) realizou em sua dissertacdo a prospeccdo de BPCV
associadas a vermicomposto, no intuito de observar microrganismos capazes de utilizar AHs
como Unica fonte de carbono, em que foram caracterizados 89 isolados, separados em trés

grupos, onde foi possivel observar que grande parte desses isolados foram eficientes na
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fixacdo bioldgica de N, atmosférico e que todos eles produziram AIA a partir do triptofano. A
inoculacdo dos isolados do terceiro grupo em raizes de milho, promoveu efeitos significativos
em relacdo a testemunha quanto as matérias fresca e seca de raizes, parte aérea e da relacdo
raiz/parte aérea.

Estudos com aplicagdo de AHs em milho inoculado com Herbaspirillum
seropedicae, indicam que ndo ha interferéncia negativa no crescimento das bactérias e que o
AH estimula a colonizacdo da microbiota nativa (CONCEICAOQ et al., 2009).

A tilizacdo de AHs com a bactéria endofitica H. seropedicae proporcionou
aos microtoletes de cana-de-agucar maior desenvolvimento de raizes e também da parte aérea
(MARQUES Jr et al, 2008), sendo que a utilizacdo de AHs ndo afetou na populacdo de
bactérias.

A aplicacdo foliar de H. seropedicae e SHs, em condicbes de casa de
vegetagdo, ativou o metabolismo de plantas de milho, incluindo aumento na atividade de H*-
ATPase da MP, alteragbes nos metabolismos de aglcar e do N, elevadas taxas de fotossintese
liquida, e no campo, incremento em produtividade de grdos de milho em 65 % com relacdo a
testemunha sem inoculagdo (CANELLAS et al., 2012).

Em um trabalho realizado no intuito de verificar se a inoculacdo de BPCV,
aplicadas com vermicomposto, afetam aspectos da nutricdo e do crescimento inicial de milho,
Baldotto et al. (2012) observaram que as BPCV, quando comparadas ao controle, apresentam
maiores teores foliares de N e P, acompanhadas por caracteristicas de crescimento mais
elevadas, sugerindo um efeito sinérgico do uso combinado dessas bactérias com
vermicomposto, favorecendo o desenvolvimento inicial das plantulas de milho.

Baldotto et al. (2010) verificaram a possibilidade de reducdo do periodo de
aclimatacdo de mudas de abacaxizeiro ‘Vitoria’ utilizando da aplicacio de AHs nas axilas das
folhas basais e imersdo das raizes em meio bacteriano contendo Burkholderia spp. Nesse
experimento foi constatado que o uso combinado de AHs e BPCV influenciou no crescimento
da planta, resultando maiores massas da parte aérea (147 %), raiz (105 %) e conteldo de
nutrientes (N, 132 %; P, 131 %; K, 80 %) quando comparado com as mudas sem inoculacao e
sem aplicacdo de AHs, caracterizando-se entio como uma ferramenta biotecnologica

promissora nesse sentido.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagéo dos experimentos

3.1.1 Casa de vegetacdo

Dois experimentos foram conduzidos simultaneamente no ano agricola
2011/2012, na Estagdo de Horticultura e Cultivo Protegido ‘“Prof. Dr. Mario César Lopes”,
pertencente a0 Nucleo de Estagdes Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Campus de Marechal Candido Rondon-PR. As coordenadas geograficas do local séo:
latitude de 24°33°29,48” S ¢ longitude de 54°02°44,13” W, com altitude média de 410 m.

A casa de vegetacdo utilizada esta orientada no sentido norte-sul, coberta com
filme duplo de polietileno de baixa densidade (PEBD), aditivados contra raios UV
(ultravioletas). Os experimentos foram conduzidos em duas bancadas, com orientacao

também norte-sul com altura de aproximadamente 1,0 m.

3.1.2 Campo

O trabalho realizado a campo foi conduzido em uma area que se praticava o
sistema de semeadura direta na palhada de milho, sendo a mesma utilizada por um periodo
aproximado de cinco anos somente com esse cereal, localizada na Estacdo Experimental
“Prof. Dr. Anténio Carlos dos Santos Pessoa”, pertencente a Universidade Estadual do Oeste
do Parani, Campus de Marechal Candido Rondon-PR. As coordenadas geogréficas do local
séo: latitude de 24°31°56,92” S e longitude de 54°01°12,90” W, com altitude média de 390 m.

A regido é classificada climaticamente como Cfa - Clima subtropical, com
temperatura média no més mais frio inferior a 18 °C (mesotérmico) e temperatura média no
més mais quente acima de 22 °C, com verfes quentes, geadas pouco frequentes e tendéncia de
concentragdo das chuvas nos meses de verdo, contudo sem estagdo seca definida (KOPPEN,
1948).

Os dados meteoroldgicos foram obtidos da Estacdo Meteorologica Automatica
de Marechal Candido Rondon (A820). As médias diarias de temperatura (°C) e umidade

relativa do ar (%) sdo apresentadas na Figura 3. Os dados referentes as precipitacfes pluviais
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acumuladas (mm) e quantidade de agua aplicada por irrigacdo, durante a conducdo do

experimento, podem ser visualizados na Figura 4.
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Figura 3. Temperatura do ar (T - °C) e umidade relativa do ar (UR - %), médias diaria,
durante a conducdo do experimento a campo. Marechal Candido Rondon-PR,

2012.
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Figura 4. Precipitacdo pluvial e volume de agua aplicada via irrigacdo por aspersao, durante a
conducdo do experimento a campo. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

*Entre os dias 2 de junho e 10 de julho, ndo foi registrada a quantidade de precipitacdo pluviométrica

acumulada, pois o pluviémetro estava inoperante.

3.2 Material vegetal

Foi utilizado como material vegetal a cultivar de trigo CD 150, obtido pela
COODETEC - Cooperativa Central Agropecuaria de Desenvolvimento Tecnologico e
Econbmico Ltda, lancada no ano de 2009. Essa cultivar tem origem genética do cruzamento

de CD 104 e CD 108, é recomendada tanto para os sistemas de cultivo irrigado quanto
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sequeiro. O ciclo médio para a regido de Marechal Candido Rondon-PR é de 110 dias. O
material € moderadamente resistente ao acamamento, 0s grdos apresentam qualidade
industrial como trigo melhorador e a cultivar € exigente quanto a fertilidade do solo
(COODETEC, 2013).

3.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados em
esquema fatorial 4x4, com quatro repeticOes, totalizando 64 unidades experimentais. O
primeiro fator referiu-se a combinacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal e
matéria organica estabilizada, utilizando-se 0s seguintes tratamentos: controle; estirpe Ab-V5
de Azospirillum brasilense; acido himico (AH) e; Ab-V5 + AH. O segundo fator referiu-se as
doses de nitrogénio (0, 30, 60 e 90 kg ha™ de N). Dessa forma, formaram-se os 16 tratamentos

contidos na Tabela 2.

Tabela 2. Descricdo dos tratamentos utilizados nos experimentos.

Tratamentos Doses d? N Descrigdo dos tratamentos
(kg ha™)
1 0 Controle sem aplicacdo de nitrogénio e acido hdmico e sem
inoculacao
2 30 Dose de 30 Kg ha™* de nitrogénio
3 60 Dose de 60 Kg ha™* de nitrogénio
4 90 Dose de 90 Kg ha™ de nitrogénio
5 0 Inoculagdo das sementes com Azospirillum brasilense, estirpe
Ab-V5, sem aplicacdo e nitrogénio
6 30 Inoculagdo das sementes com Azospirillum brasilense, estirpe
Ab-V5, com aplicacdo de 30 Kgha™ de nitrogénio
7 50 Inoculagcdo das sementes com Azospirillum brasilense, estirpe
Ab-V/5, com aplicacdo de 60 Kgha™ de nitrogénio
8 90 Inoculagdo das sementes com Azospirillum brasilense, estirpe
Ab-V/5, com aplicacdo de 90 Kgha™ de nitrogénio
9 0 Aplicacdo de &cido hdmico sem aplicacdo de nitrogénio
10 30 Aplicacdo de &cido hl]mico_, com aplicacdo de 30 Kgha™ de
nitrogénio
11 60 Aplicacdo de &cido hl]mico_, com aplicacdo de 60 Kgha™ de
nitrogénio
12 90 Aplicacdo de &cido hl]mico_, com_aplicagéo de 90 Kgha™ de
nitrogénio
13 0 Inoculagcdo das sementes com Azospirillum brasilense, estirpe

Ab-V5, com aplicacdo de acido himico sem aplicacdo e
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nitrogénio

Inoculagdo das sementes com Azospirillum brasilense, estirpe

14 30 Ab-V5, com aplicacdo de acido himico e com aplicacdo de 30
Kg ha de nitrogénio

Inoculagdo das sementes com Azospirillum brasilense, estirpe

15 60 Ab-V5, com aplicacdo de acido himico e com aplicacdo de 60
Kg ha de nitrogénio

Inoculagdo das sementes com Azospirillum brasilense, estirpe

16 90 Ab-V5, com aplicacdo de acido himico e com aplicacdo de 90
Kg ha! de nitrogénio

3.4 Instalacéo e conducdo dos experimentos

3.4.1 Casa de vegetacdo

Os experimentos em casa de vegetacdo foram instalados no dia 21 de maio de
2011 e a colheita procedeu-se no dia 13 de setembro de 2011. Como unidades experimentais
foram utilizados vasos de polietileno nimero 5, com capacidade para 15,0 dm?, preenchidos
com aproximadamente 13,5 dm® de solo peneirado em malha de 5,0 mm. O solo utilizado nos
experimentos € classificado como LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef)
(EMBRAPA, 2006), de textura muito argilosa, sendo retirado da camada de O a 20 cm,
coletado no préprio municipio. As caracteristicas quimicas e granulométricas do solo estéo
apresentadas na Tabela 3.

O solo foi peneirado e em seguida misturado em betoneira, juntamente com o
calcario e os adubos, no intuto de uma distribuicdo mais homogénea, seguindo as
recomendagdes de adubagdo e calagem propostas por Marchioro e Franco (2010). Nesse
momento, foram utilizados: calcario dolomitico - para calagem, pelo método de elevacdo da
saturacdo de bases para 70 %; superfosfato simples e cloreto de potassio, para o fornecimento

de fésforo e potéssio, respectivamente.

Tabela 3. Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo utilizado para o experimento.
Marechal Candido Rondon-PR, 2011,

P MO  pHCaCl, H+Al AP K* ca® Mg~  SB CTC
mgdm”®  gdm” -cmol, dm™
32,01 12,30 4,80 3,87 0,20 0,58 245 0,95 3,98 7,85
V m Cu Zn Mn Fe Argila Silte Areia
-------- %-------- e 111001 | IR g kg™ -
50,70 4,78 4,10 3,00 4500 59,10 721,0 108,0 171,0

* Andlise realizada no Laboratério de Quimica Ambiental e Instrumental. Unioeste.
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A adubacdo nitrogenada foi realizada em dois momentos, sendo 30 kg ha™ de
N aplicados na base de semeadura e o restante aos 15 dias ap6s a emergéncia (DAE) das
plantulas, no estddio de afilhamento, respeitando-se os limites propostos de N para cada
tratamento em questdo, e adotando-se a uréia para o fornecimento desse nutriente.

Antes de proceder-se com a semeadura, foram realizadas as inoculagdes das
sementes de trigo com a estirpe Ab-V5 de A. brasilense. O inoculante foi obtido pelo Ndcleo
de Fixacdo Biologica de Nitrogénio do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana (UFPR), Campus Ill, Centro Politécnico, Curitiba — PR. Este
continha cerca de 2x10® UFC mL*, dos quais se aplicou a proporcdo de 2,0 mL para cada
1000 sementes e em seguida deixou-se a sombra por quatro horas. Foram semeadas seis
sementes por vaso e no momento da aplicacdo foliar de N, realizou-se o desbaste,
conduzindo-se duas plantas por vaso.

O é&cido huimico foi obtido da purificacdo de vermicomposto, pelo Laboratorio
de Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF,
estabelecida em Campos dos Goytacazes-RJ. O material foi previamente dissolvido em agua
destilada a uma proporcdo de 13,5 mg L, sendo pulverizados nas plantas 20 mL por vaso
dessa solucdo, no estadio de alongamento do colmo, aos 27 DAE.

O controle de plantas daninhas foi realizado manualmente e os demais tratos
culturais para o controle de pragas e doencas foram realizados de acordo com as
recomendagdes de Marchioro e Franco (2010).

O primeiro experimento foi conduzido até o inicio do estddio de
emborrachamento do trigo, aos 52 DAE, em que se realizaram as medidas de trocas gasosas, e
as andlises biomeétricas e nutricionais. O segundo experimento foi conduzido até a maturagdo
fisiologica do trigo, aos 106 DAE, momento em que se realizou a colheita e foram analisados

0s componentes de produgéo e a produtividade da cultura.
3.4.2 Campo

O experimento foi instalado no dia 15 de junho de 2012 e a colheita procedeu-
se no dia 7 de outubro de 2012. As unidades experimentais foram compostas por 14 linhas
com 4,0 m de comprimento e espacamento de 0,17 m entre linhas, onde foram semeadas 450
sementes m?, obtendo-se um estande final de aproximadamente 420 sementes viaveis mZ,

levando-se em consideracdo um poder germinativo de 93 %.
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O solo do local € classificado como LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico
(Lvef) (EMBRAPA, 2006), de textura argilosa e as suas caracteristicas quimicas e

granulométricas estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo da area experimental. Marechal
Candido Rondon-PR, 2012.

P MO pHCaCkL H+Al AF’ K™ Ca™ Mg~ SB CTC
mg dm® gdm® 0 11 0] N |||
23,99 15,04 4,75 477 045 0,33 4,89 136 658 11,35
\Y m Cu Zn Mn Fe Argila Silte Areia
-------- Ypmmmmmmm mmmmmmmmmmmmme e G M P m e oo g K oo

57,97 6,40 10,30 127,00 2,30 38,00 566,00 393,41 40,59

* Andlise realizada no Laboratorio de Quimica Ambiental e Instrumental. Unioeste.

A correcdo do solo foi realizada 30 dias antes da semeadura, com aplicacdo de
calcério dolomitico. Para a adubacdo foi utilizado superfosfato simples e cloreto de potassio,
para o fornecimento de fosforo e potassio, respectivamente. Tanto a corre¢do do solo quanto a
adubacgdo foram seguidos conforme recomendacdo proposta pela Embrapa (2011)

Assim como no experimento em casa de vegetacdo, a adubacdo nitrogenada
também foi realizada em dois momentos, sendo 30 kg ha* de N aplicados na base e o restante
aos 15 dias apos a emergéncia (DAE) das plantulas, no estadio de afiliamento, a lanco,
respeitando-se os limites propostos de N para cada tratamento em questdo, e adotando-se a
uréia para o fornecimento desse nutriente.

Antes de proceder-se com a semeadura, foram realizadas as inoculagbes das
sementes de trigo com a estirpe Ab-V5 de A. brasilense. O inoculante foi obtido pelo Ndcleo
de Fixacdo Biologica de Nitrogénio do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parand (UFPR), Campus Ill, Centro Politécnico, Curitiba — PR. Este
continha cerca de 2x10® UFC mL?, dos quais se aplicou a proporcio de 4,0 mL para cada
1000 sementes e em seguida deixou-se a sombra por quatro horas. Inoculou-se um maior
volume de bactérias por unidade de sementes no experimento a campo, pois nessas condicdes
tem-se uma maior competicdo com outros microorganismos.

O éacido huimico foi obtido da purificacdo de vermicomposto, pelo Laboratorio
de Biotecnologia da Universidade Federal do Norte Fluminense — UENF, estabelecida em
Campos dos Goytacazes-RJ. O material foi previamente dissolvido em agua destilada a uma
proporcdo de 20,0 mg L, sendo pulverizados nas plantas no estadio de alongamento do
colmo (27 DAE), com auxilio de um pulverizador manual com capacidade para 2,5 L,

pressurizado por CO, a uma pressdo de 45 lib pol?, gerando um volume de calda de 166,7 L
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hal. A barra utilizada apresenta 2,5 m de extensdo, e se adotou quatro bicos do tipo jato plano
defletor (TT 110.03), espacados a 0,50 m.

Os tratos culturais empregados para o controle de plantas daninhas, de pragas e
doengas do trigo, foram realizados de acordo com as recomendagOes da Embrapa (2011).
Foram necesséarias irrigacdes a partir do estadio de florescimento do trigo, realizando-se seis
irrigacBes, por um periodo de meia hora cada. Utilizou-se a irrigacdo do tipo aspersdao, em que
a lamina aplicada foi de 35 mm, totalizando-se um valor acumulado de 210 mm. As irrigacGes
foram realizadas entre a terceira semana do més de agosto e a primeira semana do més de
setembro de 2012.

No inicio do estadio de emborrachamento do trigo, aos 56 DAE, foram
realizadas as medidas de trocas gasosas, e as andlises biométricas e nutricionais. O
experimento foi conduzido até a maturagdo fisiologica do trigo, aos 109 DAE, momento em
que se realizou a colheita e foram analisados os componentes de producdo e a produtividade
da cultura.

3.5 Caracteristicas Avaliadas

3.5.1 Variaveis biométricas

Para obtencdo dos dados referentes as varidveis biométricas, foram utilizadas
as duas plantas de cada vaso, no experimento conduzido em casa de vegetagdo, e no
experimento a campo adotou-se 1,0 m linear da parcela Util, definido aleatoriamente. Antes de
cada coleta das plantas, suas respectivas alturas foram determinadas com auxilio de uma
régua graduada de 0 a 100 cm, de onde se coletou trés pontos, 0s quais originaram a média
aritmética da unidade experimental.

Apb6s medir a altura, as plantas foram cortadas rente ao solo e levadas ao
Laboratorio de Controle Biologico da Estacao de Horticultura e Cultivo Protegido “Prof. Dr.
Mario César Lopes” — no experimento em casa de vegetagdo e; para o Laboratorio da Estacao
Experimental “Prof. Dr. Antonio Carlos dos Santos Pessoa” — no experimento a campo. Onde
se separaram as diferentes estruturas da parte aérea, tais como: a lamina para o célculo de area
foliar, folhas, colmo+bainhas, e estruturas reprodutivas, quando presentes.

Esses materiais foram entdo acondicionados em sacos de papel Kraft,

etiquetados e levados a estufa de circulacdo forcada de ar, mantida sob temperatura de 65 + 3
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°C, por um periodo de 72 h, para determinacdo da matéria seca de folhas (MSF), matéria seca
de colmo e bainhas (MSC+B) e matéria seca das estruturas reprodutivas (MSER) e, a partir da
soma dos valores desses 6rgdos obteve-se a matéria seca da parte aérea (MSPA). As pesagens
foram realizadas em balanga digital, modelo FA 2104 N, da Celtac, com precisdo de 0,0001 g.

A area foliar (AF) foi quantificada utilizando-se o método de amostragem
proposto por Benincasa (2003). A lamina foliar selecionada para determinacdo da area foliar
apresenta dimensdes conhecidas em decimetro quadrado, a qual se considerou como area
foliar da amostra (AFamostra). De posse dos dados de matéria seca da amostra (MSamostra) e
da MSF, obteve-se a AF total com a utilizacdo da seguinte formula:

AF = [(AFamostra X MSF)/ MSamostra]

3.5.2 Medidas de trocas gasosas e indice SPAD

No mesmo dia em que se realizaram as coletas para determinacdo das variaveis
biométricas, antes de se fazer a retirada do material vegetal, foram medidas as trocas gasosas,
mensuradas sempre na posicdo central de duas folhas bandeira totalmente expandidas e
expostas a radiacdo solar, de dois pontos aleatérios da parcela Util.

Utilizou-se um analisador portatil automatico de fotossintese, com sistema de
caminho aberto, IRGA LI-6400XT da LI-COR (Lincon, Nebrasca — USA). As medidas foram
realizadas no periodo entre as 09:00 e 11:00 h da manhd, em que se avaliaram 0s seguintes
parametros:

e Taxa de assimilacdo liquida de CO; nas folhas (A) - pmol (CO2) m?s™:
e Condutancia estomética (gs) — mol (H20) m?s?:;

e Concentracdo de CO; nos espacos intercelulares (Ci) — pmol (CO,) mol?;
e Taxa de transpiracdo (E) - mmol (H20) m?s™;

o Diferenca de pressdo de vapor folha-ar (VPDL) — kPa;

e Temperatura foliar computadorizada (CTleaf) - °C.

A eficiéncia no uso da &gua (EUA) foi calculada pela relacdo entre a taxa de
assimilacdo liquida de CO; nas folhas e a taxa de transpiracdo (A/E). Também foi calculada a
relagdo entre taxa de assimilagdo liquida de CO; nas folhas e a concentracdo interna de CO;

nos espacos intercelulares (A/Ci).
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A leitura do indice SPAD foi utilizada como um método indireto de mensurar o
teor de clorofila. Foram obtidas no momento da medicdo das trocas gasosas, em trés pontos
aleatdrios da parcela util, mensuradas sempre na posicdo central da folha bandeira. Para essa

variavel foi utilizado o clorofilbmetro Minolta SPAD-502.

3.5.3 Determinacdo de macronutrientes nas folhas e graos

Apbs a determinagdo da MSF e matéria seca dos grdos (MSG), estes foram
levados ao Laboratdrio de Fertilidade do Solo, do Departamento de Agronomia da Unioeste
de Marechal Candido Rondon-PR, para determinagdo dos macronutrientes primarios (N, P e
K).

Os materiais inicialmente foram moidos e submetidos a digestdo sulfirica, o N
foi determinado pelo método Kijeldahl, o P pelo método colorimétrico e o K por
espectrometria de chama. Os nutrientes foram expressos em g kg™ de matéria seca de folhas e

gréos.

3.5.4 Componentes de producédo e produtividade de gréos

Na ocasido da colheita, foram avaliadas as variaveis relacionadas a producédo e
produtividade de grdos da cultura. Seus valores foram obtidos pela média das duas plantas no
experimento em casa de vegetacdo, e a campo a area colhida foi de 1,0 m? utilizando-se de um
aro quadrado, com lado de 0,5 m, arremessando-o quatro vezes aleatoriamente, dentro da
parcela Gtil. Para o célculo da média dos componentes de produgdo, coletou-se 20 espigas
selecionadas ao acaso dentro do 1,0 n? colhido, dentro de cada unidade experimental.

Os componentes de producdo avaliados foram: nimero de espigas (NE),
comprimento médio de espigas (CE) — mensurado em mm com auxilio de um paquimetro
digital, nimero de espiguetas por espiga (NEE), nimero de grdos por espiga (NGE), nimero
de gréos por espigueta (NGEG) e massa de 100 grdos (M100).

Para a determinagcdo da produtividade (PROD) e da M100 da amostra colhida
da area (til foi retirada uma sub amostra para determinar a umidade dos grdos, em estufa de
circulagdo forcada de ar, mantida sob temperatura de 103 £ 3 °C, por um periodo de 24 horas,

de acordo com método proposto por Brasil (2009).
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3.6 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F de Fisher-
Snedecor. Os efeitos dos tratamentos para as variaveis qualitativas foram desdobrados em
contrastes médios, conforme Alvarez e Alvarez (2006). Os fatores quantitativos foram
ajustados em equacOes de regressdo. Os célculos foram realizados com o auxilio do aplicativo
computacional SISVAR — Sistema de Analises de Variancia, versdo 5.3 (FERREIRA, 2010).

Também foi realizada uma andlise de correlagio de Pearson (p<0,05) entre as
seguintes variaveis do experimento a campo: PROD, M100, NGE, NEE, CE, Nf, Pf, Kf,
MSPA, AF, MSF, MSC+B e MSER. No intuito de se verificar quais as variaveis que mais se
relacionaram com a produtividade de grdos na cultura do trigo, nas condicbes com que foi

conduzido este estudo.



4 RESULTADOS

4.1 Variaveis biométricas

Na Tabela 5 estd apresentado o0 resumo da andlise de variancia para as
variaveis biométricas avaliadas no inicio do estadio de emborrachamento do trigo, aos 52
DAE no experimento em casa de vegetacdo e aos 56 DAE no experimento conduzido a
campo. Verifica-se que houve interacdo significativa entre a utilizacdo das BPCV de
crescimento vegetal e doses de nitrogénio, nas varidveis, matéria seca de folhas e de colmo
mais bainhas (no experimento em casa de vegetacdo) e que a campo, ndo houve interacdo

significativa para nenhuma das varidveis biométricas analisadas.

Tabela 5. Resumo das andlises de variancia para matéria seca de folhas (MSF), matéria seca
de colmo e bainhas (MSC+B), matéria seca das estruturas reprodutivas (MSER),
matéria seca da parte aérea (MSPA), area foliar (AF) e altura (H), de plantas de
trigo, cultivar CD 150, submetidas ao uso combinado de &cido himico (AH) e
estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio.
Conduzido em casa de vegetacdo e a campo. Marechal Candido Rondon-PR,

2011.
Quadrados Médios
FV GL MSF MSC+B MSER MSPA AF H
Experimento em casa de vegetacéo (2011)
Ab-V5/AH 3 18,74** 0,20™ 0,50™ 52,31** 006™  17,63"
Doses N 3 123° 2,63** 4,90** 123,71** 058**  37,04"™
Interacdo 9 1,10* 0,30° 054" 12,82" 007" 57,03
Residuo 45 0,50 0,16 0,74 8,70 0,08 72,77
C.V. (%) - 25,46 16,26 58,30 29,83 21,30 12,60
Media - 2,78 242 147 9,89 137 67,69
Experimento a campo (2012)
Ab-V5/AH 3 409636,31™ 356396,26° 84,04* 1944843,02° 0,02"  50,62™
Doses N 3 1170161,78**  516809,67*  16,96™ 3235912,00*  0,28**  78,08*
Interacdo 9 321262,07™ 225270,94™  3941™  1205537.23"™  0,08™ = 34,22"
Residuo 45 236411,32 143674,34 26,27 791983.49 0,06 23,95
CV (%) - 2921 24,34 40,75 26,07 20,26 10,28
Media - 1664,37 1557,15 12,58 341351 1,23 47,60

"S- ndo significativo, °,*e** - significativo a 10 %, 5 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste F de
Fisher-Snedecor.

Observa-se que as BPCV do crescimento vegetal apresentam efeito
significativo nas varidveis matéria seca das folhas e da parte aérea das plantas de trigo, em
casa de vegetacdo, e quando conduzido a campo, nas variaveis matéria seca de colmo mais

bainhas, matéria seca das estruturas reprodutivas e matéria seca da parte aérea.
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Com relagdo as doses de nitrogénio aplicadas, todas as variaveis foram
significativamente influenciadas em ambos os experimentos, com excecdo a altura das plantas
do experimento em casa de vegetacdo e na matéria seca das estruturas reprodutivas do
experimento a campo.

As varidveis biométricas significativas apenas em funcdo da utilizacdo de
promotores do crescimento vegetal foram comparadas pela analise de contrastes ortogonais
(Tabela 6). Nota-se que para MSPA; coletados no experimento conduzido em casa-de-
vegetacdo, os tratamentos onde as sementes receberam inoculagdo com a estirpe de Ab-V5 e
as plantas foram pulverizadas com AH, de forma isolada ou em associacdo, estas

apresentaram um incremento medio em 2,33 g por vaso em relacdo as plantas ndo tratadas.

Tabela 6. Incremento médio e F calculado da andlise de variancia dos contrastes ortogonais
para a matéria seca da parte aérea de plantas de trigo conduzidas em casa de
vegetacdo (MSPA;), matéria seca de colmo mais bainhas (MSC+B;), matéria seca
das estruturas reprodutivas (MSER;) e matéria seca da parte aérea de plantas de
trigo conduzidas a campo (MSPA;), cultivar CD 150, submetidas ao uso
combinado de &cido humico (AH) e estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense.
Marechal Céandido Rondon-PR, 2011/2012.

Incremento médio (F calculado)

Contrastes ortogonais* GL MSPA, MSC+B, MSER, MSPA,
gvaso- 00— —kgha'———
()vsT 1 233 (746*%) 3504 (0,10") -8347 (4,77%) -49,36 (0,04™)
Ab-V5 vs AH 1 291 (7,78**) 358,75 (7,17**) 100,07 (4,57*) 84751 (7,26**)
Ab-V5e AHvs Ab-V5+AH2 1 151 (2,79™) 4824 (017™) -17,40 (0,18"™) 74,48 (0,08"™)
QMR 45 8,70 143674,34 1751731 79198349

!Contrastes ortogonais: (-) — Controle; T — tratados com Ab-V5 ou AH ou ambos. 20 contraste Ab-V5 e AH vs
Ab-V5+AH compara se os tratamentos isolados, somente inoculagdo com Ab-V5 ou pulverizagdo com AH, se
diferem da associacdo Ab-V5+AH. ™ - ndo significativo, *e** - significativo a 5 % e 1 % de probabilidade
respectivamente, pelo teste F de Fisher-Snedecor.

A pulverizacdo com AH promoveu incremento médio na MSPA; de 2,91 g por
vaso, em relacdo as plantas inoculadas com Ab-V5, ndo havendo diferenga significativa entre
0 uso associado de Ab-V5+AH com o uso isolado de algum desses tratamentos.

De maneira geral o AH promoveu incrementos significativos de 358,75; 100,07
e; 847,51 kg ha' em MSC+B;, MSER; e MSPA,, respectivamente, em comparacdo com as
plantas apenas inoculadas com Ab-V5. Porém todos os tratamentos influenciaram
negativamente na MSER; nesse estadio de avaliacao.

As doses de nitrogénio influenciaram de maneira significativa a producdo de
MSF; e MSC+B; pelas plantas de trigo, com exce¢do em MSF; daquelas tratadas somente

com Ab-V5 ou AH (Figura 5). Os maiores incrementos médios na matéria seca de folhas
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foram alcancados com o uso isolado de AH (3,49 g por vaso) e o combinado de Ab-V5+AH
(4,63 g por vaso), sendo que esse Ultimo promoveu aumento linear em MSF;, com as

crescentes doses de N.
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Figura 5. Matéria seca de folhas (MSF;) — A, e matéria seca de colmo mais bainhas
(MSC+B;) — B, de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas em casa de
vegetacdo, submetidas ao uso combinado de &cido humico (AH) e estirpe Ab-V5
de Azospirillum brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Candido
Rondon-PR, 2011. ™ — néo significativo, °*e** - significativo a 10 %, 5 % e 1 % de
probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student, na analise dos B da regressao. R?, pelo teste
F de Fisher-Snedecor.

Na Figura 5B verifica-se que a MSC+B; aumentou de forma linear para as
plantas de trigo tratadas com Ab-V5 e com Ab-V5+AH. Os maiores valores foram obtidos
com AH (3,00 g por vaso) e Ab-V5+AH (3,03 g por vaso), na dose de 90 kg ha™ de N. O
grupo controle apresentou crescimento em MSC+B; até proximo & aplicagdo de 60 kg ha™* de
N, em que atingiu em média 2,60 g vaso™, e a partir desse ponto houve decréscimo no
incremento.

A AF; foi influenciada apenas pelas diferentes doses de nitrogénio avaliadas no
presente trabalho (Figura 6), sendo que os incrementos em area foliar ocorreram até a dose de
60 kg ha de N. Com esta dose de N obteve-se valor médio de 1,52 dm? por vaso. A partir
dessa quantidade de N os valores em AF; comecaram a declinar até 1,47 dm? vaso™, com 90

kg ha™ de N.
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Figura 6. Area foliar (AF;) de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas em casa de
vegetacdo, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Céandido Rondon-PR,

2011. *e** - significativo a 5 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student,
na analise dos B da regressdo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.

Assim como AF;, os valores de MSER; aumentaram significativamente, de

forma quadratica, com o aumento do fornecimento de nitrogénio (Figura 7A), sendo que o

maior valor (1,89 g por vaso) foi obtido com a aplicacdo de 60 kg ha® de N. Quanto &

MSPA;,

esta aumentou linearmente conforme o aumento nas doses de N (Figura 7B), tendo

como valor mais elevado, uma média de 12,95 g por vaso, com 90 kg ha™ de N.
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7. Matéria seca das estruturas reprodutivas (MSER;) — A, e matéria seca da parte
aérea (MSPA;) — B, de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas em casa de
vegetacdo, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Céandido Rondon-PR,

2011. *e** - significativo a 5 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student,
na analise dos 3 da regressdo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.
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No experimento realizado a campo, diferentemente do conduzido em casa de
vegetacdo, as varidveis MSF, e MSC+B, foram influenciadas apenas pelas doses de
nitrogénio aplicadas via fertilizacdo (Figura 8). Em ambas as variaveis analisadas, os maiores
valores foram obtidos com a aplicacdo de 60 kg ha* de N, obtendo uma média de 1906,11 e,
1711,28 kg ha para MSF, e MSC+Bj, respectivamente (Figuras 8A e 8B).
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Figura 8. Matéria seca de folhas (MSF,) — A, e matéria seca de colmo mais bainhas
(MSC+B;) — B, de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas a campo, em
fungdo de doses de nitrogénio. Marechal Céndido Rondon-PR, 2012, *e** -
significativo a 5 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student, na andlise dos
B da regresséo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.

Na Figura 9A, observa-se um incremento linear em AF, das plantas de trigo,
em funcdo das doses de N, produzindo em média 1,37 dm? por planta, com a aplicacdo de 90
kg ha de N. Quanto & H, (Figura 9B) houveram incrementos até a dose de 60 kg ha* de N
(49,59 cm). Apds esta dose houve decréscimo para esta variavel.

N&o houve efeito houve efeito significativo da interagdo entre os promotores
do crescimento vegetal, com as doses de N para a varidvel MSPA;, (Figura 10). De maneira
geral, o comportamento das plantas de trigo, com relagdo a MSPA,, ocorreu de forma
quadratica, em funcdo da dose de nitrogénio aplicada, tendo com 60 kg ha™ de N, um valor

médio de MSPA; de 3816,70 kg ha™.
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Figura 9. Area foliar (AF,) — A, e altura (H;) — B, de plantas de trigo, cultivar CD 150,
cultivadas a campo, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Candido

Rondon-PR, 2012. *e** - significativo a 5 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo
teste t de Student, na analise dos B da regressdo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.
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Figura 10. Matéria seca da parte aérea (MSPA) de plantas de trigo, cultivar CD 150,
cultivadas a campo, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Céandido

Rondon-PR, 2012. ** - significativo a 1 % de probabilidade pelo teste t de Student, na
analise dos B da regressao. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.

4.2 Medidas de trocas gasosas e indice SPAD

O resumo da andlise de variancia das medidas de trocas gasosas e do indice
SPAD, avaliados no inicio do estadio de emborrachamento do trigo estdo apresentados na
Tabela 7. N&o foi observado interacdo significativa para as medidas de trocas gasosas no
experimento em casa de vegetacdo, sendo observado apenas no indice SPAD efeito

significativo das doses de nitrogénio aplicadas. Porém, a campo, observou-se que todas as
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medidas de trocas gasosas foram influenciadas significativamente pela interacdo entre o0s
promotores do crescimento vegetal e as doses de nitrogénio fornecidas via fertilizacdo, exceto
para o indice SPAD que ndo apresentou variancias significativas para nenhuma das fontes de
variacdo em estudo.

O indice SPAD; foi acrescido linearmente conforme se aumentou a dose de
nitrogénio aplicado (Figura 11), apresentando um valor médio atingido de 48,00, com a maior

dose testada de N.

Tabela 7. Resumo das andlises de varidncia para taxa de assimilagdo liquida de CO; (A),
condutdncia estomatica (gs), matéria concentracdo de CO, nos espacos
intercelulares (Ci), taxa de transpiracdo (E), diferenca de pressdo de vapor folha-ar
(VPDL), temperatura foliar computadorizada (CTleaf), eficiéncia no uso da agua
(EUA) e indice SPAD (SPAD), de plantas de trigo, cultivar CD 150, submetidas
ao uso combinado de &cido himico (AH) e estipe Ab-V5 de Azospirillum
brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio. Conduzido em casa de vegetacédo e
a campo. Marechal Céandido Rondon-PR, 2011/2012.

Quadrados Meédios

Fv GL A gs Ci E VPDL CTleaf A/Ci EUA SPAD

Experimento em casa de vegetacdo (2011)
Ab‘ ns ns ns ns ns ns ns ns ns
V5/AH 3 18,69 0,01 151,07 0,49 0,02 1,10 0,0002 0,55 6,89

Doses N 3 6,79" 0,01" 33,08™ 049" 001" 056" 00001 018"  102,57**
Interagéo 9 61,58" 0,05 39,74 1,74" 002" 049" 00007 027" 24,04"
Residuo 45 38,38 0,06 211,13 2,31 0,03 1,17 0,0004 0,57 14,71

CV (%) - 21,18 28,42 4,72 22,20 16,60 4,81 21,80 17,19 8,46
Média - 29,25 0,84 308,10 6,84 0,98 22,52 0,09 4,38 45,35
Experimento a campo (2012)
Ab' ns ns ns ns ns ns ns ns ns
V5/AH 3 11,69 0,02 967,54 2,73 0,29 1,62 0,0001 0,12 4,45

Doses N 3 2,77 0,01"™  53767" 090" 010" 061" 00001" 012" 3,29"™
Interagéo 9 1390  0,03* 127952 3,00+ 0,32* 1,75* 0,0001° 0,13° 9,84"

Residuo 45 6,26 0,01 583,06 1,38 0,14 0,74 0,0001 0,07 7,21
CV (%) - 16,74 36,40 9,55 19,75 15,76 2,64 13,35 10,29 5,57
Média - 14,95 0,28 252,84 5,95 241 32,68 0,06 2,58 48,23

"S- ndo significativo, °*e** - significativo a 10 %, 5 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste F de
Fisher-Snedecor.

A inoculacdo das plantas de trigo com Ab-V5, apresentou maiores taxas de A,
quando ndo recebeu a adubacdo nitrogenada (Figura 12A). Nesse ponto, ndo ha diferenca
entre a inoculagdo (16,01 pmol [CO2] m™? s™) e o uso combinado de Ab-V5+AH (16,14 pmol
[CO,] m? s1), sendo esse (ltimo tratamento ndo responsivo as crescentes doses de N.

Na Figura 12B nota-se que as plantas tratadas com Ab-V5+AH, aumentam a
gs significativamente, até a dose de 43,72 kg ha* de N, com abertura de 0,43 mol [H,0] m™
s1. Com o aumento para 90 kg ha* de N, houve uma menor abertura estomética, pois a gs;

caiu para valores médios préximos a 0,23 mol [H,O] m? s,



49.0
48.0
470
A 460
<
o
»n 450
440

430

420

¥ =42,75+0,06x** - R?=80,70 %**

0 30

60 90

Doses de N (kg ha?)

49

Figura 11. indice SPAD (SPAD;) de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas em casa de
vegetacdo, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Céandido Rondon-PR,

2011. ** - significativo a 1 % de probabilidade pelo teste t de Student, na analise dos p da
regressao. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.
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Figura 12. Taxa de assimilacdo liquida de CO, (A2) — A, e condutancia estomatica (gs;) — B,
de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas a campo, submetidas ao uso
combinado de acido himico (AH) e estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense, em
funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Candido Rondon-PR, 2012. og** -

significativo a 10 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student, na analise dos
B da regressdo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.

A concentracdo interna de CO, (Ci) e a taxa de transpiracao foliar (E2) foram

aumentadas consideravelmente nas plantas tratadas com Ab-V5+AH, e que receberam a

adubacdo de 30 e 60 kg ha™* de nitrogénio (Figura 13). Quanto ao controle, sem inoculacio e

aplicacdo de acido humico, verifica-se resposta quadratica em funcdo das doses de N, sendo
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que com 41,48 kg de N ha! (228,99 umol [CO,] mol* de ar) obteve-se o menor valor para
Ciy.

Para as plantas que receberam o tratamento com Ab-V5+AH, quando estas
apresentaram maior condutncia estoméatica também foram registrados os maiores valores de
Ci; e E,. Sendo que Cij foi de 277,50 pmol (CO,) mol* de ar e, E, de 7,33 mmol (H,0) mol*
de ar, nas plantas tratadas com Ab-V5+AH e que se aplicou 42,43 e 40,85 kg ha™,

respectivamente.
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Figura 13. Concentracdo de CO, nos espacos intercelulares (Ciz) — A, e taxa de transpiragdo
(E2) — B, de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas a campo, submetidas ao
uso combinado de 4&cido himico (AH) e estipe Ab-V5 de Azospirillum
brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Céandido Rondon-PR,
2012. %* - significativo a 10 % e 5 % de probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student,
na analise dos B da regressdo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.

O diferencial de pressdo de vapor entre a folha e o ar (VPDL,), bem como a
temperatura foliar computadorizada (CTleaf;), a qual leva em consideragdo o balanco
energético no momento da leitura, foram significativamente reduzidas, em relacdo ao grupo
controle, quando se aplicou 40,78 kg ha™ de N e utilizou-se como tratamento a combinacéo de
Ab-V5+AH (Figura 14). Os menores valores de VPDL, (1,95 kPa) foram obtidos com a dose
de 40,63 kg ha™! de N, valores estes proximos aos obtidos para CTleaf, (40,78 e 41,41 kg ha™
de N para o tratamento com AH e associagdo de Ab-V5+AH, respectivamente) em que 0

tratamento com AH obteve valores minimos préximos a 32,10 °C e, Ab-V5+AH, 31,56 °C.
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Figura 14. Diferenca de pressdo de vapor folha-ar (VPDLp) — A, e temperatura foliar
computadorizada (CTleaf;) — B, de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas
a campo, submetidas ao uso combinado de &cido himico (AH) e estirpe Ab-V5
de Azospirillum brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal
Céandido Rondon-PR, 2012. ns — néo significativo, %* - significativo a 10 %, e 1 % de
probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student, na andlise dos B da regressdo. R?, pelo

teste F de Fisher-Snedecor.

A relagdo A/Ci foi maior no grupo controle em relacdo ao tratamento apenas

com AH, no se diferindo do uso combinado de Ab-V5+AH e, nos pontos 0 e 90 kg ha™ de N,

quando se inoculou as sementes de trigo com Ab-V5. A maior relagcdo A/Ci foi obtida com a

aplicacdo de 54,60 kg ha' de N, no grupo controle, em que se atingiu valores médios de

0,065. A menor relacdo A/Ci, obtida pela inoculagdo com Ab-V5, foi com a aplicagédo de

46,37 kg ha de N, em que a relacdo chegou a 0,053.

A EUA; foi maior no grupo controle, em relagdo aos demais tratamentos,

atingindo valores proximos a 2,89 pmol de CO, fixado, por mmol de agua transpirada, com a

aplicacdo de 44,59 kg ha™* de N (Figura 15B). Apesar das maiores taxas fotossintéticas, 0 uso

combinado de Ab-V5+AH, proporcionou menor EUA, do que apenas a inoculacdo com Ab-

V5. Ab-V5+AH apresentou valores minimos de EUA, da ordem de 2,41, com a aplicacdo de

46,54 kg ha* de N.
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Figura 15. Relacdo A/Ci — A, e eficiéncia no uso da agua (EUA;) de plantas de trigo, cultivar
CD 150, cultivadas a campo, submetidas ao uso combinado de acido hdmico (AH)
e estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio.

Marechal Candido Rondon-PR, 2012. °, *e** - significativo a 10 %, 5 %, e 1 % de
probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student, na analise dos B da regressdo. R?, pelo teste
F de Fisher-Snedecor.

4.3 Determinacdo de macronutrientes nas folhas e nos graos

Na Tabela 8 é apresentado um resumo da analise de varidncia para os teores de
N, P e K, tanto nas folhas quanto nos grdos do trigo. Verifica-se que houve interagdo
significativa entre a utilizacdo dos promotores de crescimento vegetal e doses de nitrogénio,
apenas no experimento realizado em casa de vegetacdo, para o teor de N nas folhas e, P e K,
nos graos.

Para 0 experimento conduzido a campo, foi observado efeito significativo do
fator promotores do crescimento vegetal no teor de K dos grdos e, doses de N no teor de N
nos graos de trigo.

O teor de nitrogénio nas folhas de trigo, cultivado em casa de vegetacdo, ndo
foi influenciado pelas doses de N, quando se utilizou Ab-V5+AH para o tratamento das
plantas (Figura 16A). Porém, nos demais tratamentos, o aumento na quantidade de N
aplicado, elevaram significativamente e linearmente o Nfolha;, sendo o grupo controle mais

responsivo as doses de N aplicadas quando comparado aos demais tratamentos.
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Tabela 8. Resumo das andlises de variancia para o teor de nitrogénio, fosforo e potassio das
folhas (Nfolha, Pfolha e Kfolha, respectivamente) e dos grdos (Ngrdo, Pgrdo e
Kgréo, respectivamente), de plantas de trigo, cultivar CD 150, submetidas ao uso
combinado de acido humico (AH) e estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense, em
funcdo de doses de nitrogénio. Conduzido em casa de vegetacdo e a campo.
Marechal Candido Rondon-PR, 2011/2012.

Quadrados Médios

FV GL Nfolha Pfolha Kfolha Ngréo Pgréo Kgréo

Experimento em casa de vegetacdo (2011)

Ab-V5/AH 3 31,88™ 0,05 15,28" 15,86" 0,54" 3,29"
Doses N 3 504,71** 0,09° 45,47* 617,92** 2,09** 5,28*
Interagdo 9 73,80** 0,02" 21,82° 10,81™ 0,72° 3,69*
Residuo 45 24,40 0,03 11,14 21,71 0,38 1,50
CV (%) - 23,20 28,47 12,93 17,33 24,30 18,85

Média - 21,29 0,63 25,81 26,88 2,54 6,51
Experimento a campo (2012)

Ab-V5/AH 3 53,67™ 0,04" 1,64 6,29" 0,01™ 1,03°
Doses N 3 42,56 0,12"* 79,94" 20,69° 0,04 0,15"
Interacéo 9 38,03™ 0,07" 19,14 8,18" 0,03™  0,46™
Residuo 45 39,20 0,07 40,59 7,79 0,09 0,45
CV (%) - 18,32 33,99 23,44 10,98 29,78 6,99

Média - 34,17 0,79 27,18 25,42 0,98 9,58

"S- ndo significativo, °,*e** - significativo a 10 %, 5 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste F de
Fisher-Snedecor.

Os maiores valores no teor de Kfolha; foram obtidos com o uso de Ab-
V5+AH, sendo que a quantidade de K acumulada nas folhas nesse momento foi de 29,81 g
kg! de K, pela aplicagdo de 43,18 kg ha™* de N (Figura 16B). Diferente dos teores de Nfolha;
e Kfolha;, o teor de Pfolha; foi influenciado apenas pela dose de N fornecida, o qual de
maneira geral, quando se aplicou 90 kg ha de N, o teor médio de Pfolha; foi de 0,71 g kg'*
de P na matéria seca das folhas, sendo a resposta linear crescente (Figura 16C).

Nos gréos, o teor de Kgrdo; e de Pgrdo; acumulado nas plantas tratadas com
Ab-V5+AH foram mais elevados, em relagdo ao grupo controle, quando se aplicou 90 kg ha™
de N (Figura 17 A e B). As plantas tratadas apenas com AH também resultaram em grdos com
maiores teores de Kgrdo; do que as do grupo controle, acumulando uma média de 7,78 g kg™,
com a aplicagdo de 56,52 kg ha™ de N.

Quanto ao teor de N acumulado nos grdos de trigo, cultivados em casa de
vegetacdo (Ngrdo;), Este aumento significativamente em funcdo do aumento da fertilizacdo
nitrogenada (Figura 17C). A utilizacdo de 90 kg ha™ de N, resultou em teores médios de
Ngréo; de 35,03 g kg de matéria seca de gréos.
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Figura 16. Teor de nitrogénio (Nf;) - A, potassio (Kf;) — B e, fosforo (Pf;) — C, nas folhas de
plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas em casa de vegetacdo, submetidas ao
uso combinado de 4&cido himico (AH) e estirpe Ab-V5 de Azospirillum
brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Céndido Rondon-PR,
2011. *e** - significativo a 5 %, e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student,
na analise dos B da regressédo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.
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Figura 17. Teor de fosforo (Pgrdo;) - A, potassio (Kgrdo;) — B e, nitrogénio (Ngréo;) — C,
nos graos de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas em casa de vegetacéo,
submetidas ao uso combinado de é&cido humico (AH) e estirpe Ab-V5 de
Azospirillum brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Céandido

Rondon-PR, 2011. °*e** - significativo a 10 %, 5 %, e 1 % de probabilidade respectivamente,
pelo teste t de Student, na analise dos B da regressdo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.

Como observado na Tabela 8, apenas para o teor de Kgrdo, houve incremento
significativo no experimento a campo e, somente para o fator de promotores do crescimento.
Sendo assim, a Tabela 9 contém o desdobramento desse fator, em contraste ortogonais. E
possivel verificar nessa tabela que, os tratamentos incrementam em média 0,45 g (de K) kg
de matéria seca de grdos, em relacdo ao grupo controle. Ndo houve diferenca estatistica
significativa, para a variavel Kgrdo,, com relagdo ao tratamento com Ab-V5, AH ou ainda
Ab-V5+AH.
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Tabela 9. Incremento médio e F calculado da andlise de variancia dos contrastes ortogonais
para o teor de potassio nos grdos (Kgrdo;) de plantas de trigo conduzidas a campo,
cultivar CD 150, submetidas ao uso combinado de &cido hdmico (AH) e estirpe
Ab-V5 de Azospirillum brasilense. Marechal Candido Rondon-PR, 2012.

Incremento médio (F calculado)

Contrastes ortogonaist GL Kgréo,
g kg™
()vsT 1 0,45 (5,41°)
Ab-V5 vs AH 1 -0,17 (0,51™)
Ab-V5 e AH vs Ab-V5+AH? 1 0,20 (0,98™)
QMR 45 0,45

!Contrastes ortogonais: (-) — Controle; T — tratados com Ab-V5 ou AH ou ambos. 20 contraste Ab-V5 e AH vs
Ab-V5+AH compara se os tratamentos isolados, somente inoculagdo com Ab-V5 ou pulverizagdo com AH, se
diferem da associagio Ab-V5+AH. ™ - ndo significativo e, * - significativo a 5 % de probabilidade, pelo teste F
de Fisher-Snedecor.

4.4 Componentes da producéo e produtividade de gréos

Na tabela 10 é apresentado o resumo da analise de variancia para as variaveis
dos componentes da producdo e para a produtividade dos grdos de trigo. Verifica-se que
houve interacdo significativa entre a utilizagdo dos promotores de crescimento vegetal e doses
de nitrogénio, nas varidveis, nimero de espigas, comprimento médio das espigas e massa de
100 grdos (no experimento em casa de vegetacdo) e, a campo houve interagdo significativa
apenas para o nimero de espigas.

O numero de espigas produzidas pelas plantas conduzidas em casa de
vegetacdo (NE;) aumentou linearmente, conforme se aumentou as doses de N, com excecao
das plantas tratadas com Ab-V5+AH, as quais produziram em média 7,53 espigas por vaso
(Figura 18 — A).

Para o comprimento médio das espigas (CE;), tanto o controle quanto os
tratamentos com Ab-V5+AH, ndo sofreram influéncia das doses de N aplicadas (Figura 18B).
Nos tratamentos em que se utilizou a inoculagdo com Ab-V5 ou a pulverizagdo com AH de
forma isolada, ocorreu aumento linear do CE; com o aumento das doses de N, que apresentou
efeito mais pronunciado nas plantas inoculadas com Ab-V5, devido ao maior coeficiente
angular obtido (0,14).

Ainda na tabela 10 wverifica-se que as doses de nitrogénio em estudo
influenciaram significativamente o comprimento medio das espigas, 0 nimero de espiguetas
por espiga e a produtividade de grdos do trigo conduzido a campo. E ndo houve respostas
significativas, para nenhuma das varidveis em andlise, com relacdo apenas do uso de

promotores do crescimento vegetal.
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Tabela 10. Resumo das analises de variancia para o ndmero de espigas (NE), comprimento
médio de espigas (CE), nimero de espiguetas por espiga (NEE), nimero de
grdos por espiga (NGE), nimero de graos por espigueta (NGEG), massa de 100
grdos (M100) e produtividade de grdos (PROD) de plantas de trigo, cultivar CD
150, submetidas ao uso combinado de acido himico (AH) e estirpe Ab-V5 de
Azospirillum brasilense, em fungdo de doses de nitrogénio. Conduzido em casa
de vegetacdo e a campo. Marechal Candido Rondon-PR, 2011/2012.

Quadrados Médios

FV GL NE CE NEE NGE NGEG M100 PROD
Experimento em casa de vegetagdo (2011)

Ab-V5/AH 3 156™ 4641 430" 3753 024 022" 0,117
Doses N 3 45,62 238827 486" 5544™ 031" 823" 012"
Interacdo 9 4,57° 63,18 430" 6241 017"  0,72° 0,84™
Residuo 45 2,56 28,85 2,58 66,86 0,18 0,38 0,53

CV (%) - 22,61 7,18 9,85 27,13 2300 2034 24,76
Média - 7,08 74,85 16,29 30,14 1,85 3,05 2,94

Experimento a campo (2012)

Ab-V5/AH 3 6459,69™ 27,89" 061" 5077 004" 014" 150326,77™
Doses N 3 14510,68™ 58,60 4227 1969™ 002" 006" 112294365
Interacéo 9 88197,33" 15,88™ 1,11 1633™ 003" 009" = 412428,03™
Residuo 45 26535,40 15,50 0,98 14,72 0,03 0,07 280947,73
CV (%) - 19,86 544 6,66 12,03 8,10 7,91 19,48
Média - 820,42 7241 14,84 31,90 2,14 3,29 2721,03

"S- ndo significativo, °,*e** - significativo a 10 %, 5 % e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste F de
Fisher-Snedecor.

A massa de 100 grdos (M100;) foi reduzida linearmente conforme se elevou a
dose de N aplicada, para todos os tratamentos utilizados (Figura 18C), sendo que o0s valores
mais estaveis foram alcancados pelo tratamento com Ab-V5 e também para o controle, com
coeficiente angular de aproximadamente 0,01 para ambos. A maior M100; foi obtida pela
inoculacdo com Ab-V5, sem aplicacdo de adubo nitrogenado.

O ndmero de espigas das plantas de trigo conduzidas a campo (NEy), tratadas
com Ab-V5+AH, foi ajustado em uma equacdo quadratica, com ponto de maxima proximo a
dose de 60 kg ha de N, tendo uma producdo média de 920,28 espigas m? (Figura 19). Ao
contrario do grupo controle, em que sua maior producdo (981,45 espigas m?) de NE, foi
obtida com 0 kg ha™* de N.

O comprimento médio das espigas, 0 nimero de espiguetas de uma espiga e a
produtividade de grdos (CE,, NEE; e PROD;) do experimento conduzido a campo foram
influenciados apenas pelas doses de N aplicadas (Figura 20). O CE, e NEE, aumentaram
linearmente, conforme as doses de N, tendo 74,30 cm como comprimento médio maximo das

espigas e média de 15,31 espiguetas por espiga, quando se utiliza da dose de 90 kg ha* de N.
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Figura 18. NUmero de espigas (NE;) - A, comprimento médio das espigas (CE;) — B e, massa
de cem grdos (M100;) — C, de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas em
casa de vegetacdo, submetidas ao uso combinado de &cido hdmico (AH) e estirpe
Ab-V5 de Azospirillum brasilense, em fungdo de doses de nitrogénio. Marechal

Candido Rondon-PR, 2011. o*e** - significativo a 10 %, 5 %, e 1 % de probabilidade
respectivamente, pelo teste t de Student, na analise dos  da regressao. R?, pelo teste F de Fisher-
Snedecor.

A produtividade de grdos da cultura de trigo (PROD,) foi ajustada em uma
equacdo quadratica em funcdo da dose de nitrogénio aplicada, de tal forma que até 54,13 kg
hat de N, houve incremento em produtividade, chegando a uma média de 2969,69 kg ha™ de
graos, nesse ponto.

Quando se avaliou, em condicdes de campo a correlacdo entre a produtividade
de grdos (PROD) e os componentes da producdo (Tabela 11) wverificou-se que houve

correlacdo significativa e positiva da produtividade com a M100, NGE, NEE, CE, MSPA,
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AF, MSF e MSC+B. Nao foi observada corrrelagdo significativa entre a produtividade de
grdos e o teor de macronutrientes (Nfolha, Pfolha e Kfolha) das plantas de trigo, bem como
com a MSER.

O teor de Nfolha ndo se correlacionou significativamente com nenhuma das
varidveis estudadas neste trabalho. O teor de Pfolha apresentou correlacdo positiva altamente
significativa com AF e significativa para. E o teor de Kfolha teve correlacdo positiva e

significativa com o NEE, CE, a MSPA e a AF.
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Figura 19. NUmero de espigas (NE;) de plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas a
campo, submetidas ao uso combinado de acido humico (AH) e estirpe Ab-V5 de
Azospirillum brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio. Marechal Candido
Rondon-PR, 2012. °*e** - significativo a 10 %, 5 %, e 1 % de probabilidade
respectivamente, pelo teste t de Student, na analise dos P da regressao. R?, pelo teste F de Fisher-

Snedecor.
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Figura 20. NUmero de espiguetas por espiga (NEE;) — A, comprimento médio de espigas
(CE») — B e, produtividade de grdos (PROD;) — C, de plantas de trigo, cultivar CD
150, cultivadas a campo, submetidas ao uso combinado de &cido humico (AH) e
estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense, em funcdo de doses de nitrogénio.
Marechal Candido Rondon-PR, 2012. °*e** - significativo a 10 %, 5 %, e 1 % de
probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student, na analise dos B da regressdo. R?, pelo teste
F de Fisher-Snedecor.
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Tabela 11. Andlises de correlacdo de Pearson de caracteristicas agron6micas e nutricionais de
plantas de trigo, cultivar CD 150, cultivadas a campo, submetidas ao uso
combinado de acido himico (AH) e estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense, em
fungdo de doses de nitrogénio. Marechal Candido Rondon (PR), Unioeste, PPGA,
20121,

PROD, M100, NGE, NEE, CE NfOlhaz PfOlhaz Kfolhaz MSPA, AF, MSF, MSC+B,

M100, 0,47**
NGE, 0,52** ns
NEE; 0,54** ns 0,79**
CE, 0,48** ns 0,71** 0,88**

Nfolha, ns ns ns ns ns
Pfolha, ns ns ns ns ns ns
Kfolha, ns ns ns 0,26* 0,27* ns ns
MSPA,  0,46** ns ns ns ns ns ns ns
AF, 0,39** ns ns 0,34** 0,34** ns 0,32**  0,41**  0,50**
MSF, 0,48** ns ns 0,27*  0,31* ns 0,31* 0,26* 0,95** 0,62**
MSC+B, 0,42** ns ns ns ns ns ns ns 0,97** 0,41** ns
MSER, ns ns ns ns ns ns ns ns 0,40** ns ns 0,37**

\Variaveis: PROD, — Produtividade de grdos; NGE, — Numero de grdos por espiga; NEE, — NUmero de
espiguetas por espiga; CE, — Comprimento médio de espigas; Nf, — Teor de nitrogénio foliar; Pf, — Teor de
fosforo foliar; Kf, — Teor de potéssio foliar; MSPA, — Matéria seca da parte aérea; AF, — Area foliar; MSF, —
Matéria seca de folhas; MSC+B, — Matéria seca de colmo mais bainhas e; M100, — Massa de cem gréos. *e** -
significativo a 5 %, e 1 % de probabilidade respectivamente, pelo teste t de Student, na analise dos P da
regressdo. R?, pelo teste F de Fisher-Snedecor.



5 DISCUSSAO

Sala et al. (2007) observaram que a inoculacdo com bactérias diazotrdficas
resultou no dobro de producdo de matéria seca da parte aérea de plantas de trigo, em relacéo a
testemunha. Esse resultado, porém, so6 foi obtido nos tratamentos que receberam baixa
quantidade de P. Nos experimentos conduzidos no presente trabalho, os teores de P no solo
estavam em niveis elevados, que é maior que 9,0 mg dm™ para a cultura do trigo, conforme a
EMBRAPA (2011). E possivel entio que esses niveis tenham contribuido para que os valores
de MSF e MSC+B do trigo inoculado com Ab-V5, sem AH, ndo se diferirem do tratamento
controle.

Katkat et al. (2009) estudaram os efeitos da aplicagdo de calcério e
pulverizacdo foliar de &cido humico no trigo duro conduzido em solo alcalino (pH = 7,24),
onde obtiveram a contribuicdo significativa do acido hdmico, no acUmulo em matéria seca da
parte aérea, apenas quando ndo se aplicou o CaCO3;. Em condigdes semelhantes, Asik et al.
(2009) observaram que a salinizacdo do solo por cloreto de sdédio, ndo teve seus efeitos
minimizados pela pulverizagdo foliar de acido himico na matéria seca da parte aérea do trigo
duro. Ambos os resultados, sugerem que os efeitos mais significativos da pulverizacdo foliar
com &cido humico, na producdo de matéria seca das plantas de trigo, sdo obtidos sob
condices mais favoraveis ao crescimento, quando o pH do solo encontra-se proximo a
neutralidade, por exemplo.

Marques Jr. et al. (2008) observaram que o uso combinado de Herbaspirillum
seropedicae (estirpe HRC 54) e acido himico, em microtoletes de cana de acUcar, favoreceu a
producdo de matéria seca da parte aérea, quando estes ndo foram tratados termicamente com
agua a 50,5 °C. Resultados analogos aos observados no presente trabalho, em que o uso de
Ab-V5 com acido himico, favoreceu o incremento em matéria seca da parte aérea.

Com relacdo a atividade fotossintética, Bashan et al. (2006) verificaram que a
inoculacdo de sementes de trigop com A. brasilense Cd promoveu incrementos significativos
em alguns pigmentos fotossintéticos, tais como no teor de clorofila a e b, e também na
guantidade de pigmentos fotoprotetores auxiliares como  violaxantina,  zeaxantina,
anteraxantina, luteina, neoxantina e P-caroteno. Nesse trabalho, foi relatado que as maiores
diferencas nos teores destes pigmentos sdo observadas no inicio do estadio de
desenvolvimento do trigo, porém persiste, em menor intensidade, com a maturacdo da cultura.

Delfine et al. (2005) verificaram que a pulverizacdo foliar com &cido humico

apresentou efeito fisiologico significativo no metabolismo fotossintético da cultura do trigo
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duro, sua aplicacdo promoveu maiores taxas de fotossintese liquida, condutancia estomética,
conteudo de proteinas nas folhas e atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxidase
(rubisco).

Somando os efeitos positivos tanto de Azospirillum quanto do acido humico
pulverizado via foliar, acreditava-se que o0 uso combinado desses fatores pudessem favorecer
a atividade fotossintética da cultura do trigo. E isso foi evidenciado no presente trabalho, com
maiores valores das taxas de assimilagdo liquida de CO,, condutancia estomatica,
concentragdo de CO; nos espacgos intercelulares e transpiracdo foliar, principalmente entre as
doses de 30 e 60 kg ha™* de nitrogénio.

As maiores condutancias estomaticas observadas, proporcionadas pelo uso
combinado de acido himico e Ab-V5, promoveram elevados valores na concentracdo de CO»
nos espacgos intercelulares e na taxa de transpiracdo foliar e, apesar das altas taxas
assimilatorias liquidas verificadas também nesse ponto, era de se esperar que a relacdo A/Ci
fosse baixa, nesse caso.

Taiz e Zeiger (2013) relatam que a rubisco é muito abundante nas folhas, pois
representa cerca de 40 % do total das proteinas soliveis e que, a concentracdo de sitios ativos
da RUBISCO no estroma dos cloroplastos é estimada em aproximadamente 4 mM, ou cerca
de 500 vezes maior do que a concentracdo de seu substrato, 0 CO,. Sendo assim, elevadas
concentragdes de CO, nos espacos intercelulares, principalmente de plantas C3 (por nédo
apresentarem mecanismo de recaptura de CO» por cloroplastos especializados, localizados nas
células do mesofilo foliar, como de plantas C4), podem servir como indicativo de mau
funcionamento da rubisco. Nesse sentido, a relacdo A/Ci pode ser utilizada como método
indireto de estimativa da atividade da enzima rubisco in vivo, pois leva em consideracdo a
quantidade de CO; assimilado por unidade de CO, presente nos espacos intercelulares,
disponiveis para assimilagdo (LONG e BERNACCHI, 2003). Com essa relacdo foi observado
que ao contrario do esperado, pelas elevadas concentracdes de CO, nas cameras
subestométicas, obtiveram-se valores superiores em A/Ci no tratamento com a associacdo de
Ab-V5 com 4&cido himico, em relacdo aos demais tratamentos, o que serve de indicativo de
uma elevada atividade da rubisco.

Tal fato sugere que essas elevadas concentragdes de CO; ocorreram devido a
méxima eficiéncia da enzima RUBISCO ter sido alcangada, no momento das avaliagdes. Pois
conforme postulado por Farquhar e Sharkey (1982), o aumento em concentracdo de CO, no
interior da camara subestomética, proporciona uma elevacdo também na taxa de assimilacdo

liquida de CO, pela planta, porém, em um determinado momento, a entrada do CO, na folha
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ndo infere diretamente em aumento da taxa de assimilagdo, sendo entdo esse ponto definido
como o de maxima eficiéncia de carboxilacao.

A menor eficiéncia no uso da agua (relacdo A/E) obtida tanto pela inoculagdo
isolada de Ab-V5 e pulverizacdo foliar de acido hdmico, quanto pelo uso combinado desses
promotores do crescimento, em comparacd0 ao grupo controle, esta relacionada
principalmente com as maiores aberturas estomatica observadas nas plantas tratadas, que
aumenta as taxas transpiratorias e, por consequéncia, diminui os valores da relacdo A/E.

A quantidade de agua captada pelas plantas pode ser significativamente
aumentada com o aumento do crescimento radicular. Com o objetivo de atingir esse
incremento, diversos métodos podem ser utilizados, como a inoculagio de bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BHATTARAI e HESS, 1993; DOBBELAERE et al.,
1999; SALA, 2002; BASHAN et al., 2004; BASHAN e BASHAN, 2005) e a aplicacédo de
acido himico (RAYLE e CLELAND, 1992; ARANCON, et al, 2006; CANELLAS et al.,
2006; CUNHA et al, 2009; PINHEIRO et al., 2010). Entretanto, melhores condicbes de
captacdo de agua ndo estdo diretamente relacionadas a melhor eficiéncia no uso da agua.

Quanto aos teores dos nutrientes observou-se que a utilizacdo dos promotores
do crescimento vegetal, Ab-V5 e acido himico, em uso combinado ou isolado, promoveram
efeitos positivos significativos principalmente nos valores de potéssio, nas folhas e nos graos,
e de fosforo nos grdos de trigo, em relacdo ao grupo controle. Campos et al. (1999)
verificaram que a inoculagdo de sementes de trigo com um “gramineante” COm a combinacao
das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense, proporcionaram maior acumulo de nitrogénio
total nos grdos de trigo cultivado na resteva de soja ou de milho. Resultados diferentes dos
obtidos no presente trabalho, em que ndo houve contribuicdo efetiva da inoculagdo no teor de
nitrogénio, tanto nas folhas quanto nos graos de trigo.

Constantino et al. (2008) estudando os efeitos de Azospirillum e Azotobacter
nos contelido total dos macronutrientes primarios (N, P e K) em pimenteiras, observaram que
a imersdo das raizes em solucdo contendo Azospirillum, favoreceu maior acimulo dos
nutrientes N e P e que, ndo houve diferenca significativa quanto ao grupo controle para o
acumulo de K. Reis et al. (2006) apontam como fatores responsaveis para a grande amplitude
de absorcdes obtidas pela inoculacdo com bactérias promotoras do crescimento vegetal, a
variedade do material vegetal adotado, o local de cultivo, método de estimativa da
contribuicdo e a estirpe do promotor que estd sendo utilizado, além de diversos outros fatores

abioticos que possam influenciar os cultivos agricolas.
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Entre os componentes de producdo em estudo, os BPCV tilizados, foram
eficientes no aumento do comprimento médio das espigas e na massa de cem grdos do trigo
conduzido em casa de vegetacdo e, no ndmero de espigas por metro quadrado, no
experimento conduzido a campo. Teixeira Filho et al. (2008), estudando o efeito de
populacbes de plantas e doses de nitrogénio, em cultivares de trigo, observaram que n&o
houve efeito da adubacdo nitrogenada no comprimento de espiga, nimero de espiguetas por
espiga e numero de grdos por planta. Esses resultados foram diferentes dos obtidos no
presente estudo, em que a adubacdo nitrogenada influenciou diretamente a maioria das
variaveis analisadas.

Sala et al (2007) trabalharam com diferentes estirpes de bactérias promotoras
do crescimento vegetal e verificaram que independente da bactéria utilizada, houve maior
massa de mil grdos. No experimento realizado em casa de vegetacdo no presente trabalho,
verificou-se que todos os tratamentos foram influenciados negativamente na massa de cem
gréos, conforme se elevou a dose de nitrogénio aplicado.

Rodrigues et al. (2000) verificaram que apesar de nao haver influéncia das
doses de nitrogénio na massa de mil grdos, houve efeito linear significativo das doses na
produtividade de grdos de trigo. Sala et al. (2007) e Teixeira Filho et al. (2008) obtiveram
resultados semelhantes e que corroboram com o presente estudo.

Baldani e Baldani (2005) apontam que as bactérias promotoras do crescimento
vegetal em ndo leguminosas, podem ndo disponibilizar quantidades de nitrogénio suficientes
para que a cultura atinja a maxima produtividade de grdos possivel, sendo que a inocula¢éo
com esses microrganismos deve vir acompanhada de uma adubagdo nitrogenada, pois a
atividade da nitrogenase é dependente da exsudacdo de esqueletos de carbono pela planta.

A inoculagdo com Ab-V5 proporcionou efeito ndo significativo na produgéo
por planta nos trabalhos realizados por Rodrigues et al. (2000) e Cantarella (2007). Ambos o0s
autores consideram as questdes de especificidade entre a bactéria e o hospedeiro, e também a
competicdo por espaco e alimento entre 0s varios microrganismos presentes no solo, como
funcdo que devem ser levadas em conta para resultados significativos. Didonet et al. (1996),
Campos et al. (1999), Sala et al. (2007) e Mendes et al. (2011) obtiveram efeito positivo e
significativo da inoculagio com bactérias promotoras do crescimento vegetal, na
produtividade de gréos de trigo.

Em ambientes de cultivo menos favoraveis, Borras et al. (2004) relataram que a
massa de matéria seca dos grdos de trigo ndo mudou na mesma intensidade que as ocorridas

na éarea foliar, como a diminuicdo da fotossintese durante o enchimento dos grdos. E
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Heinemann et al. (2006) observaram que a aplicacdo de uma baixa quantidade de nitrogénio,
faz com que a producdo de grdos esteja mais correlacionada com a biomassa acumulada na
antese do que com a acumulada na maturacdo fisioldgica do trigo e, que houve correlagdo
significativa também quando se aplicou quantidades suficientes de nitrogénio, porém ela ndo
se difere entre os estadios de desenvolvimento da cultura.

As correlagcbes feitas entre a produtividade de grdos de trigo, do presente
estudo, foram significavas com as matérias secas da parte aérea, das folhas e colmos mais
bainhas e com a area foliar, das variaveis obtidas no inicio do estadio de emborrachamento da

cultura.



6 CONCLUSOES

O é&cido hdmico, aplicado via pulverizacdo foliar, proporciona estabilidade das
caracteristicas produtivas de trigo, tanto em ambiente protegido, quanto em

condi¢bes de campo;

e A estirpe Ab-V5 de A. brasilense, inoculada via semente, € eficiente na promocao
do crescimento, no desempenho fotossintético e no acumulo de potassio nos gréos

de trigo cultivado a campo;

e A inoculagdo A. brasilense (estirpe Ab-V5) em sementes de trigo, potencializa o

efeito do acido himico;

e A aplicacio de 55 kg ha de nitrogénio resulta maior produtividade de grios de

trigo cultivado a campo, com média de 2970 kg ha™.
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