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RESUMO

BATTISTUS, Andre Gustavo, Magister Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Fevereiro- 2015. Inoculacgéo via semente e foliar de Azospirillum brasilense associado ao
tratamento de sementes com bioativador na cultura do milho. Orientador: Vandeir

Francisco Guimaraes. Coorientadores: Odair José Kuhn e Jeferson Klein.

O milho é um cereal de elevada importancia econémica devido a sua magnitude de formas de
utilizacdo. Incrementando o0s niveis de produtividade, substancias promotoras de
desenvolvimento vegetal ganham papel de destaque na agricultura contemporanea, advindas de
origem bioldgica ou quimica. Contudo, a escassez de resultados a respeito da utilizacéo
conjunta desses promotores leva a necessidade de informacGes sobre sua utilizacdo simultanea.
Neste contexto, esta obra buscou avaliar os efeitos da utilizacdo conjunta de tiametoxam aliado
a inoculacdo via semente e pulverizacdo foliar de Azospirillum brasilense na qualidade
fisiologica de sementes de milho e seu desempenho agronémico em dois ambientes de
investimento em cultivo a campo. Inicialmente, testou-se o crescimento bacteriano em meio de
cultura contendo concentracbes crescentes de tiametoxam. Avaliou-se também o
desenvolvimento inicial e qualidade fisioldgica de plantulas por medidas morfométricas, indice
de velocidade de emergéncia e indice SPAD, por meio de arranjo fatorial 2 x 3, com inoculagéo
de sementes com A. brasilense (100 mL por cada 25 kg de sementes) e trés doses de tiametoxam
(0, 28 e 42 mg por 60.000 sementes). A campo, esquema fatorial 2 x 4 foi composto pela
presenca e auséncia de tratamento quimico de sementes com o bioativador de plantas
tiametoxam (28 mg por 60.000 sementes), enquanto o segundo fator englobou sementes sem
inoculacdo; inoculacdo de sementes com A. brasilense (100 mL por 60.000 sementes),
pulverizacéo foliar de inoculante a base de A. brasilense (300 mL ha*) e inoculacio de sementes
associado a pulverizagdo foliar com A. brasilense, testados em ambientes de alta e média
aplicacdo de tecnologia de producdo. Os tratamentos foram avaliados por analises
morfometricas, teor de nutrientes nos tecidos vegetais, componentes da producdo e
produtividade da cultura. A populagdo bacteriana mostrou reducéo linear de acordo com o
aumento das doses de tiametoxam. A dose de 42 mg de tiametoxam causou reducdo na
velocidade de emergéncia, indice SPAD, comprimento de parte aérea e de raiz, volume de raiz,

relacdo raiz/parte aérea e massa da materia seca de parte aérea, enquanto que, a inoculagao
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evidenciou atividade positiva na qualidade fisiologica das plantulas. Deste modo, a inoculacao
combinada com dose de 28 mg de tiametoxam demonstra efeito sinérgico no inicio do
desenvolvimento de plantulas de milho. A campo, o tiametoxam, assim como a inoculacao via
semente + pulverizacdo foliar, promoveram incrementos no comprimento das plantas, didmetro
de colmo, acimulo de massa e &rea foliar ao longo do ciclo vegetal em ambos os ambientes.
Reducdo no teor de umidade, impurezas e descontos da massa de grdos, assim como
incrementos nos niveis foliares de fosforo sao resultados da inoculagédo, contudo sem apresentar
alteracdes na produtividade do milho. Tiametoxam também reduziu a umidade da massa de
grdos. A produtividade foi incrementada pela presenca do tiametoxam em ambiente de média
tecnologia produtiva.

Palavras-chave: Zea mays. Bioativador vegetal. Tiametoxam. Bactérias promotoras de

crescimento vegetal. Hormonio vegetal. Regulador vegetal.



ABSTRACT

BATTISTUS, Andre Gustavo, Magister Scientiae, State University of Western Parana,
February - 2015. Seed and leaf inoculation with Azospirillum brasilense associated with
bioactivator seed treatment in maize. Advisor: Vandeir Francisco Guimarées. Co-advisors:

Odair José Kuhn and Jeferson Klein.

The maize is a cereal with high economic importance due to its magnitude forms of use.
Increasing productivity levels, promoting substances plant development are highlighted role in
contemporary agriculture, arising from biological or chemical origin. However, the lack of
results regarding the joint use of these promoters leads to the need for information on their
simultaneous use. In this context, this work aimed to evaluate the effects of joint use of
thiamethoxam combined with seed inoculation and foliar spray Azospirillum brasilense on
physiological quality of corn seeds and its agronomic performance in two environments in the
growing field. Initially, we tested bacterial growth in culture medium containing increasing
concentrations of thiamethoxam. It was also evaluated the initial development and
physiological quality of seedlings by morphometric measurements, emergency speed index and
SPAD index through factorial 2 x 3 with seed inoculation with A. brasilense (100 mL per 25
kg seeds) thiamethoxam and three doses (0, 28 and 42 mg per 60,000 seeds). In the field,
factorial 2 x 4 was composed by the presence and absence of chemical seed treatment with
bioactivator of thiamethoxam plants (28 mg per 60,000 seeds), while the second factor
comprised seeds without inoculation; seed inoculation with A. brasilense (100 mL per 60,000
seeds), foliar spray inoculant base A. brasilense (300 mL ha™) and associated with the seed
inoculated with A. brasilense foliar spray, tested in high ambient and applying average
production technology. The treatments were evaluated by morphometric analysis, nutrient
content in plant tissues, components production and crop yield. The bacterial population
showed a linear decrease with increasing doses of thiamethoxam. The dose of 42 mg of
thiamethoxam caused reduction in emergence speed, SPAD index, shoot length and root, root
volume, root/shoot and dry matter of shoots, while inoculation showed activity positive
physiological quality of seedlings. Thus, combined with inoculation dose of 28 mg
thiamethoxam demonstrates synergistic effect in the early development of maize seedlings. In

the field, thiamethoxam, as well as seed inoculation + foliar spray promote increase in plant



length, stem diameter, leaf and mass accumulation area throughout the plant cycle in both
environments. Reduction in moisture content, impurities and discounts of grain mass, as well
as increases in leaf phosphorus levels are the result of inoculation, yet without deterioration in
corn yields. Thiamethoxam also reduced the moisture of the grain mass. Productivity was

increased by the presence of thiamethoxam on average productive technology environment.

Keywords: Zea mays. Plant bioactivator, Thiamethoxam. Plant growth promotion bactéria.

Plant hormone. Plant regulator.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) apresenta elevada importancia econdmica mundial, sendo
cultivado em todos os continentes e tendo emprego em varias cadeias do setor do agronegdcio.
Neste cenario, o Brasil desponta como terceiro maior produtor e segundo maior exportador do
grdo (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2014).

Devido ao seu elevado potencial produtivo, a pesquisa para desenvolvimento de
tecnologias com potencial de emprego na producdo da cultura é intensa, dentre as quais destaca-
se produtos que visam abrandar efeitos derivados de estresses e incrementar a produtividade da
cultura, com foco na reducdo de custos da producéo.

Produtos com caracteristica de controladores hormonais destacam-se em culturas de
alta liquidez, como o milho, onde sua aplicacdo pode ser efetuada ao longo de todo o ciclo
vegetativo, dependendo da natureza, atividade bioquimica, mecanismo e modo de acéo.

Tanto no tratamento quimico como na inoculacdo das sementes de milho com
microrganismos encontram-se exemplos de aplicacbes de substancias promotoras de
crescimento da planta, com ampla atuacdo nos Orgaos vegetais, tendo a aplicacdo via
pulverizacdo foliar destes compostos efeitos semelhantes a aplicacdo via semente.

Estas substancias atuam como moduladoras do metabolismo vegetal por meio da
ativagdo de reacdes fisiologicas que culminam em maior expressdo hormonal, enzimética e
proteica. Consequentemente ha desenvolvimento de mecanismos bioquimicos e morfoldgicos
que facilitam o transporte idnico e a nutricdo mineral, permitindo maior exploracdo do solo
devido ao crescimento radicular, e acionando mecanismos de defesa, que em conjunto
possibilitam ao vegetal melhores condicGes para enfrentar adversidades bi6ticas e abidticas.

Apesar dos resultados da utilizacdo isolada destes produtos demostrarem seu efeito
positivo em diversas culturas de interesse econémico, é evidente a falta de informagdes acerca
da utilizacdo conjunta de defensivos quimicos e microrganismos. Desta forma, estudos de
desempenho agronémico sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de informacbes a
respeito da aplicabilidade das tecnologias em conjunto na cultura do milho, seja pela aplicacéo
via semente ou pela pulverizagéo via foliar.

Considerando o contexto explanado, esta obra objetivou avaliar efeitos da utilizacdo
conjunta de tiametoxam aliado a inoculagéo via semente e pulverizagéo foliar de Azospirillum

brasilense na qualidade fisioldgica de sementes e desempenho agrondmico da cultura do milho.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ACULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) € um cereal de elevada importancia econdmica, cultivado em
todos os continentes, pela sua relevancia devido a magnitude de formas de utilizacdo. Esta
amplitude ¢é alcancada pelo seu emprego em inimeros produtos, variando desde a alimentagéo
humana e animal, até a industria de alta tecnologia (MIRANDA; DUARTE; GARCIA, 2012;
PAES, 2008).

A estimativa temporal da origem do milho é de dificil determinacdo. Contudo, é uma
cultura de antiga exploracdo juntamente ao arroz, feijéo, milheto, entre outras, com sua origem
considerada entre cinco e dez mil anos, derivado do teosinto (MATSUOKA et al., 2002).
Analises filogenéticas indicam que seu centro de origem se localiza na bacia do rio Balsas, na
regido centro-sul do atual México (ABBO; LEV-YADUN; GOPHER, 2010; HARLAN, 1971,
MATSUOKA et al., 2002).

Dados recentes afirmam a elevada importancia da cultura, atingindo o patamar de 981
milhGes de toneladas produzidas mundialmente. Deste montante, o Brasil contribui com 80
milhGes de toneladas do grdo, tornando-o o terceiro produtor e segundo maior exportador do
cereal na temporada 2013/2014 (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2014).
Para a temporada 2014/2015 estima-se reducdo na area cultivada, contudo incrementos no nivel
tecnoldgico prometem incrementar a produtividade e manter a produgédo nacional estabilizada
em relacdo a temporada anterior (COMPANIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2015).

Estima-se que 70% de toda a producdo mundial do milho é voltada para a cadeia
produtiva de suinos e aves, atingindo até 80% no Brasil devido a caracteristica exportadora de
carne gque o0 pais possui. Deste modo, o sistema agroindustrial do milho é diretamente
dependente do sucesso de outras cadeias produtivas (MIRANDA; DUARTE; GARCIA, 2012).

Por ser uma cultura de elevado potencial produtivo, diversas tecnologias despontam
para utilizacéo no sistema produtivo do milho, visando abrandar efeitos derivados de estresses
e incrementar a produtividade da cultura, com foco na reducdo de custos da produgéo.

Estas tecnologias e incrementos nos patamares de producdo s&o resultados de
pesquisas iniciadas na década de 1990, que proporcionam ao sistema produtivo hibridos de
elevado potencial genético e adi¢do da transgenia na cultura, manipulagéo espacial das plantas

melhorando o aproveitamento de nutrientes, agua, luz e controle de plantas daninhas, melhoria



na qualidade das sementes, além de correcBes de fertilidade do solo e controle quimico de
doengas em sistemas de elevada tecnologia (CRUZ, 2012). Ainda segundo 0 mesmo autor, as
produtividades medias obtidas pelos produtores sdo bastante variaveis devido a diferenca de

investimentos entre os sistemas de producao.

1.2 SUBSTANCIAS PROMOTORAS DE DESENVOLVIMENTO VEGETAL

Substéncias denominadas como controladores hormonais veem ganhando destaque na
agricultura, acompanhando a evolucdo das técnicas de cultivo, sendo principalmente utilizadas
em culturas de alto valor econdmico agregado (BUSATO et al., 2010). Estas substancias sdo
agrupadas em bioreguladores, bioestimulantes, bioativadores e aminoécidos (CASTRO, 2006).
A aplicacgéo desses compostos nas plantas pode ser efetuada ao longo de todo o ciclo vegetativo,
dependendo da natureza e atividade da substancia, assim como seu mecanismo e modo de acéo.

Tanto o tratamento quimico, como a inoculacdo das sementes de milho com
microrganismos sao exemplos de aplicagdes de substéncias promotoras de crescimento de
plantas (ALMEIDA et al., 2009; HUNGRIA et al., 2010; MACEDO et al., 2013; QUADROS
etal., 2014). Contudo, a aplicacdo via pulverizacao foliar destes compostos também apresentam
efeitos semelhantes a aplicacdo via semente, com ampla atuacdo nos 6rgdos vegetais
(MARTINS et al., 2012; NETO et al., 2013), podendo, estes produtos, ser tanto de origem
biol6gica quanto quimica.

1.3 BIOATIVADORES

De modo geral, substancias denominadas bioativadoras atuam como modificadoras do
metabolismo vegetal por meio da ativacdo de vérias reacdes fisioldgicas que culminam em
maior expressdo proteica. Por sua vez, estas proteinas interagem com varios mecanismos de
defesa, possibilitando ao vegetal melhores condic¢des para enfrentar adversidades, tanto bidticas
como abioticas (ALMEIDA et al., 2009).

A alteracdo de fatores de transcricdo no ndcleo da célula vegetal ocasionada pelos
bioativadores culmina em incrementos na expressdo génica de proteinas transportadoras das
membranas e enzimas metabolicas. Isto resulta em alteracdo no metabolismo vegetal como um

todo, por meio da sintese de aminoacidos precursores de proteinas, elevando a sintese de



hormonal e promovendo o desenvolvimento de mecanismos que facilitam o transporte i0nico e
a nutricdo mineral (Figura 1) (CARVALHO; PERLIN; COSTA, 2011; CASTRO, 2006).
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Figura 1 - Representacdo esquemaética do
modo de acéo de bioativadores nos vegetais
(CASTRO, 2006).

Apesar de apresentarem elevacoes

nos niveis hormonais dos vegetais,

bioativadores ndo devem demonstrar
atividade reguladora direta. Os incrementos
hormonais derivados de sua utilizacdo
normalmente séo resultantes de estimulos na
sintese endogena (CASTRO et al., 2007).

O tiametoxam ou 3-(2-cloro-tiazol-
5-ilmetil)-5-metil-[1,3,5],

inseticida de efeito sistémico,

molécula

também
possui como caracteristica ser um composto
bioativador de destaque devido ao seus
efeitos secundarios nos vegetais (CASTRO,
2006).

principalmente

Este composto é recomendado

para  utilizagdo  via
tratamento de sementes para controle de
pragas iniciais em diversas culturas de
grande importancia econémica.

Este  bioativador estimula a
atividade das enzimas peroxidase (SOARES
et al.,, 2008) e fenilalanina amonia-liase
(MACEDO; CASTRO, 2011), responsaveis
por varios processos desencadeados pelo
vegetal contra estresses bioticos e abidticos.

Sob condicdes adversas, como
estresses hidricos e salinos, as plantas
devido ao

tornam-se mais tolerantes,

aumento no didmetro dos vasos do xilema, assim como acréscimo no numero de vasos

xilematicos nas raizes (MARTINS et al., 2012). Estas respostas permitem maior translocacéo

de &gua e nutrientes, aliado ao maior volume radicular (ALMEIDA et al., 2012) e elevagdo da

resisténcia estomatica (CASTRO, 2006), permitindo a manutencdo da turgidez e equilibrio

hidrico pela planta em situacGes de estresse. Consequentemente, maiores taxas fotossintéticas



sdo encontradas quando contrastadas plantas tratadas com tiametoxam frente a plantas controle
(ALMEIDA et al., 2012).

Indiretamente, o tiametoxam afeta a expressédo génica e sintese de giberelinas, refletida
em maiores niveis de a-amilases e 3-amilases, e a0 mesmo tempo reduzindo os niveis de acido
abscisico (AFIFI et al., 2014), devido a maior turgidez vegetal e reducdo de sua sintese no
sistema radicular (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Ao se considerar todos 0s mecanismos de acdo descritos anteriormente, agindo
simultaneamente, o tiametoxam promove incrementos tanto na parte aérea como no sistema
radicular do vegetal (GROHS et al., 2012; MACEDO; CASTRO, 2011; PEREIRA;
FERNANDES; VELOSO, 2010). Estes efeitos sdo alavancados pela reducéo da expresséo de
alguns genes codificadores de nanismo em plantas, permitindo resultados mais evidenciados,

guanto ao desenvolvimento das plantas, em condicGes adversas (AFIFI et al., 2014).

1.4 BACTERIAS PROMOTORAS DE DESENVOLVIMENTO VEGETAL

Substéncias promotoras de desenvolvimento vegetal também podem ter origem
bioldgica. Esta promocéo se dd em funcdo de bioreguladores vegetais que podem ser produzidos
por microrganismos associativos, ou pela producdo destes compostos pelos vegetais em funcéo
da associacdo com estes microrganismos (BALDANI; BALDANI, 2005). Estes compostos
bioreguladores sdo produzidos em uma célula, sendo capazes de modular processos em células
vizinhas quando em baixa concentragdo, interagindo com proteinas especificas que funcionam
como receptores para rotas de transducdo de sinais (CASTRO, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Bactérias promotoras de desenvolvimento vegetal sdo pesquisadas desde a década de
1970, a partir da descoberta de géneros bacterianos antecedentes ao Azospirillum. Este género
apresenta ampla distribuicdo global sendo de ocorréncia natural junto a culturas forrageiras e
cereais (DOBEREINER; MARRIEL; NERY, 1976).

Estes microrganismos colonizam tanto a regido rizosférica como tecidos internos da
raiz (BALDANI; BALDANI, 2005; HUERGO et al., 2008), devido a sua caracteristica motilica
e quimiotaxica para acidos organicos, agucares, aminoacidos e compostos aromaticos
exsudados pelas raizes (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000), beneficiando-se dessas
fontes de carbono e energia. O aumento da capacidade de absor¢do de agua e nutrientes é

resultado dessa interacéo bactéria-planta devido ao estimulo bioregulador (PEDRAZA, 2008).



A atividade bioreguladora desses microrganismos é funcdo da producéo e excrecdo
hormonal, destacando-se auxinas e giberelinas (BASHAN; HOLGUIN; LUZ, 2004,
MASCIARELLI et al., 2013; TIEN; GASKINS; HUBBELL, 1979), reducdo dos niveis de
etileno devido a acdo da enzima ACC deaminase, desviando compostos de rotas metabolicas,
que dariam origem ao hormonio gasoso no vegetal, para a bactéria (BLAHA et al., 2006) e
producéo de outros compostos, como poliaminas (CASSAN et al., 2009; PERRIG et al., 2007).

Aliado a bioregulacdo vegetal, mecanismos como a fixacdo bioldgica de nitrogénio
(HUNGRIA et al., 2010), solubilizacéo de fosfatos inorganicos (RODRIGUEZ; GONZALEZ;
GOIRE, 2004), e incrementos na atividade do oxido nitrico (ALEN’KINA; NIKITINA, 2010;
CREUS et al., 2005) podem contribuir para o desenvolvimento vegetal e aumento da tolerancia
a condicdes de estresse (HAMDIA; SHADDAD; DOAA, 2004)

Desta forma, o sinergismo presente entre os mecanismos de acdo do Azospirillum
resulta em maior desenvolvimento radicular, melhor exploragdo do solo e absorgéo de
nutrientes (HUNGRIA et al., 2010; RADWAN; MOHAMED; REIS, 2004). Como reflexo
desse aporte no sistema radicular, sao relatados incrementos na parte aérea do vegetal (KLEIN
etal., 2012; OLIVEIRA; ARRUDA; BACH, 2004) até componentes de producdo (QUADROS
et al., 2014) e produtividade do milho (NOVAKOWISKI et al., 2011).

Porém, apesar das bactérias pertencentes ao género Azospirillum serem usualmente
descritas aliadas a diversas espécies poaceas, principalmente em sua rizosfera (REIS JUNIOR
et al., 2004), as mesmas possuem a capacidade de se instalar em outros 6rgaos vegetais, como
o filoplano e tecidos internos (DAVIDSON, 1988).

Levando em consideracdo a habilidade de ampla colonizagéo no vegetal, a utilizagéo
do Azospirillum ndo fica restrita a inoculagdo via semente, sendo expandida, e podendo ser
efetuada via pulverizacdo foliar (PORTUGAL et al., 2012), promovendo aumento no acumulo
de biomassa (NETO et al., 2013) e incrementos na produtividade (PORTUGAL et al., 2013).

1.5 INTERACAO TIAMETOXAM-Azospirillum-AMBIENTE

A interacdo de tiametoxam com A. brasilense remete-se a interacdo de produtos
guimicos com bioldgicos, apesar do bioativador em questdo e rizobactérias desencadearem
respostas semelhantes nos vegetais (SOARES et al., 2014).

O tiametoxam € considerado por alguns autores de baixa toxidade para

microrganismos como Beauveria bassiana e Herbaspirillum seropedicae, onde ndo afeta a



germinacio, crescimento e nem producdo de conidios do fungo (ANDALO et al., 2004) e o
tempo de geracdo e fase log da bactéria (FERNANDES et al., 2012). Porém, esta interacdo é
muito especifica, visto que o A. brasilense é bastante suscetivel a compostos como
bromopropilato e metidationa (GOMEZ et al., 1998).

Contudo, a reducédo na populacdo bacteriana é evidente devido ao acimulo de diversos
fatores nesta interacdo (FERNANDES et al., 2012; GOMEZ et al., 1998; OMAR; ABD-ALLA,
1992; PROCOPIO et al., 2011). Isto resulta em respostas menos expressivas quanto a utilizacio
da inoculagdo com bactérias do género Azospirillum (CONCEICAO et al., 2009), visto que a
populacéo ideal é necessaria para maior expressao dos mesmos, e estdao diretamente ligados aos
niveis de bioreguladores excretados (DOBBELAERE et al., 2002).

Adicionalmente aos empecilhos descritos, quando inoculadas ou pulverizadas, as
células bacterianas sdo expostas a ambientes adversos e sujeitas a desidratacao, como sementes,
que em estado quiescente tendem a absorver agua do meio (MARCOS FILHO, 2005). Quanto
ao filoplano, no caso da pulverizacéo foliar, este tende a perder agua por transpiracao e trocas
gasosas (TAIZ; ZEIGER, 2013), acarretando em reducédo da populacdo bacteriana.

A utilizacdo de defensivos quimicos, principalmente de acdo sistémica que atingem
varios 6rgdos do vegetal promovem efeitos negativos sobre a populacdo das bactérias
promotoras de desenvolvimento vegetal. Podem-se destacar dentre estes efeitos 0 aumento no
tempo de geracdo e redugdo da fase log (FERNANDES et al., 2012; GOMEZ et al., 1998),
retardando e reduzindo a multiplicacdo pelas restricdes na taxa respiratoria das bactérias
(OMAR; ABD-ALLA, 1992). Além disso, a atividade da enzima nitrogenase das bactérias
também é reduzida, afetando diretamente a fixagéo bioldgica (PROCOPIO et al., 2011).

E importante ainda ressaltar que a sobrevivéncia das bactérias associativas nos
diversos 6rgaos dos vegetais é essencial para o sucesso da inoculacdo (BASHAN; HOLGUIN,
1995). Condic¢bes climaticas, tipo e manejo de solo, assim como condi¢cdes e equipamentos
utilizados no momento da aplicacdo afetam diretamente a adaptacdo das bactérias ao novo
ambiente, podendo levar a variacbes nos resultados de promocdo do crescimento e
produtividade (QUADROS et al., 2014). Ao mesmo tempo, o melhor desempenho de ambas
tecnologias € detectado principalmente em condi¢des adversas, como em estresses salinos
(HAMDIA; SHADDAD; DOAA, 2004; SOARES et al., 2008), restri¢des hidricas (CASSAN
et al., 2009; CASTRO, 2006) e mato competicdo intensa (AFIFI et al., 2014), servindo de base
para detecgéo, estudos e compreensdo dos mecanismos envolvidos para cada agente promotor

de desenvolvimento vegetal.



3 ARTIGO 1: ACAO SINERGICA DE Azospirillum brasilense COMBINADO COM

TIAMETOXAM SOBRE A QUALIDADE FISIOLOGICA DE PLANTULAS DE MILHO

BATTISTUS, A. G. et al. Synergistic action of Azospirillum brasilense combined with
thiamethoxam on the physiological quality of maize seedlings. African Journal of Biotechnology,

v. 13, n. 49, p. 45014507, 2014. http://dx.doi.org/10.5897/AJB2014.14059

Adaptado apds Banca de Defesa para publicacdo da Dissertacdo

Resumo: Substancias promotoras de crescimento de plantas, sejam de origem bioldgica ou quimica,
sdo amplamente utilizados na agricultura moderna. Neste contexto, o presente estudo avaliou a
qualidade fisiol6gica de plantulas de milho tratadas com tiametoxam e inoculadas com Azospirillum
brasilense. Inicialmente, testou-se o crescimento bacteriano em meio de cultura DYGS com
concentracdes crescentes de tiametoxam. Também avaliou-se a qualidade fisiologica de sementes
através de medidas morfomeétricas, indice de velocidade de emergéncia e indice SPAD por meio de
arranjo fatorial 2x3, com ou sem inoculacdo de plantulas com A. brasilense (100 mL por 25 kg de
sementes) e trés doses de tiametoxam (0, 28 e 42 mg por 60.000 sementes). A populacdo bacteriana
mostrou reducédo linear de acordo com o aumento das doses de tiametoxam. A dose de 42 mg de
tiametoxam ocasionou reducdo na velocidade de emergéncia, indice SPAD, comprimento de parte
aerea e de raiz, volume de raiz, relacdo raiz/parte aérea e massa da matéria seca de parte aérea,
enquanto que, a inoculagdo evidenciou atividade positiva na qualidade fisioldgica das plantulas. Desta
forma, a inoculagdo com A. brasilense combinada com 28 mg de tiametoxam demonstram efeito

sinérgico no inicio do desenvolvimento de plantulas de milho.

Palavras-chave: Zea mays, inoculante, bactérias promotoras de crescimento vegetal.


http://dx.doi.org/10.5897/AJB2014.14059

Introducéo

O milho (Zea mays L.) é um cereal cultivado em todos os continentes, com elevada
importancia econémica devido a variedade de formas de utilizagdo (Fancelli e Dourado Neto, 2003).
Isso é possivel porque este cereal é utilizado em indmeros produtos, que variam desde alimentos e
racGes até a industria de alta tecnologia (Paes, 2008).

Dados recentes indicam a grande importancia desta cultura no Brasil, pois apenas na
temporada 2013/2014 o pais produziu cerca de 75,18 milhdes de toneladas do cereal, em uma érea
plantada de 15,12 milhdes de hectares (Companhia Nacional de Abastecimento, 2014). Esses
nameros sdo o resultado de anos de pesquisa, producédo de cultivares melhoradas, insumos e técnicas
de cultivo adequadas, juntamente com a expansao da area de cultivo (Cruz, 2012).

Substéncias promotoras de crescimento vegetal tém impulsionado os recentes aumentos de
produtividade, sendo largamente utilizadas na agricultura moderna, tendo origem biolégica ou
quimica (Busato et al., 2010).

Uma das substancias promotoras de crescimento mais frequentemente utilizada atualmente é
a molécula tiametoxam: inseticida sintético com efeito na planta de bioativacdo vegetal,
desencadeando diversas reac@es fisioldgicas. Ela promove a ativacdo de proteinas transportadoras na
membrana e ativacdo enzimética, aumentando a atividade metabolica da planta pela sintese de
aminoacidos, precursores de proteinas, e sintese enddgena de hormdnios vegetais (Carvalho et al.,
2011), contudo sem apresentar atividade hormonal direta (Castro et al., 2007).

Bioquimicamente, este inseticida estimula a atividade das peroxidases, cuja atividade se
concentra na inibicdo das formas reativas de oxigénio, antes que danifiguem biomoléculas
ocasionando a morte celular das plantas. Efeitos indiretos do mecanismo de ac¢éo do tiametoxam sao
observados no aumento da biomassa, taxa fotossintética e formacao de raizes (Almeida et al., 2012).

Do mesmo modo, substancias promotoras do desenvolvimento de plantas podem tambéem ser
de origem bioldgica, tais como bactérias promotoras de crescimento vegetal. Microrganismos do

género Azospirillum sdo capazes de sobreviver tanto na rizosfera como em tecidos internos de plantas,
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principalmente em vegetais pertencentes a familia das Poaceae (Baldani e Baldani, 2005). Estes
microrganismos estimulam o desenvolvimento da planta devido a fixacdo bioldgica de nitrogénio
(Hungria, 2011), solubilizacéo de fosfatos (Rodriguez et al., 2004), produgéo hormonal (Perrig et al.,
2007) e reducdo da atividade de etileno pela acdo da enzima ACC desaminase (Blaha et al., 2006).

No entanto, muitos pesquisadores combinam os efeitos de Azospirillum, principalmente na
producdo ou a estimulagdo da sintese hormonal, promovendo incrementos na parte aérea e radicular,
como verificados por Rampim et al. (2012) e Dartora et al. (2013). Estes resultados estéo associados
principalmente ao &cido indol-3-acético (IAA) e giberelinas (Bashan et al, 2004; Perrig et al, 2007;
Radwan, et al., 2004). De acordo com Hungria et al. (2010), este maior desenvolvimento da parte
radicular também pode proporcionar melhor absor¢do de macro e micronutrientes pela planta.

Neste contexto, tendo em vista a utilizacéo de produtos quimicos e bioldgicos para promover
o desenvolvimento vegetal, é necessario verificar se seus efeitos apresentam sinergismos quando
aplicados em conjunto.

Deste modo, este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade fisiol6gica de plantulas de
milho perante a associacdo de tratamento de sementes com tiametoxam e inoculagdo com

Azospirillum brasilense estirpe AbV5, bem como o efeito do inseticida sobre a populacdo bacteriana.

Material e Métodos
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana - Unioeste, Campus Marechal Céandido
Rondon, Parana. A estirpe AbV5 de A. brasilense utilizada no estudo foi obtida a partir da colecéo
de bactérias promotoras crescimento vegetal da Universidade Federal do Parana - Campus Curitiba,
Parana, Brasil. As células bacterianas foram cultivadas em enlermeyers com 250 mL contendo 100

mL de meio de NFb (Dobereiner et al., 1976) a 30 °C com agitacdo constante a 80 rpm, até atingirem



11

fase de crescimento exponencial na densidade o6ptica (DO 450 nm) de 0,5, correspondendo a
populacdo de 6,67 x 107 unidades formadoras de colonia (UFC) mL™,

Inicialmente, testou-se a toxicidade do inseticida tiametoxam sobre a populagdo bacteriana.
Para este fim, em meio sélido DYGS (Baldani, 1996) foram adicionadas as doses de tiametoxam
correspondente & 0; 14; 28; 42; 56 e 70 mg por 60.000 sementes, proveniente do produto comercial
Cruiser (350 mg tiametoxam mL1), enquanto o meio de cultura encontrava-se entre 45 e 55 °C, de
modo a que o ingrediente ativo ndo fosse inativado. Previamente, o tiametoxam foi esterilizado por
filtracdo através de filtro milipore (0,25 um), homogeneizado ao meio de cultura em camara de fluxo
de ar continuo, e distribuidos 20 mL em placas de Petri.

O inoculante contendo A. brasilense estirpe AbV5 foi diluido serialmente com adicéo de 100
uL de inoculante a 900 uL de solucdo salina (NaCl 0,85%), e assim por diante, compreendendo
diluicdes entre 10t a 10°8. Em seguida, as diluicdes foram distribuidas em placas de petri utilizando
a técnica de microgota, com volume de 10 uL por gota, em trés réplicas por diluicdo em cada placa.
Com o emprego de relagcBes matematicas, cada microgota ocupava area determinada sobre o0 meio de
cultura correspondente a proporcdo tiametoxam/Azospirillum que as bactérias encontrariam nas
sementes. Foram efetuadas quatro repeticdes em delineamento experimental inteiramente
casualizado, em um total de 24 placas. Subsequentemente, as placas foram incubadas a 30 °C durante
48 h, quando ent3o as coldnias foram contadas e expressas em UFC mL™ de inoculante.

Para avaliar a influéncia da associagéo de tiametoxam com a inoculagdo com Azospirillum
brasilense na qualidade fisiologia das plantulas adotou-se delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x3. No primeiro fator, alocou-se a inoculagdo de sementes com A.
brasilense (sem e com inoculacdo na dose de 100 mL por 25 kg de sementes). No segundo fator,
foram admitidas as doses de tiametoxam de 0; 28 e 42 mg por 60.000 sementes, tal como registro do
produto. Os tratamentos foram adicionados as sementes por agitagdo em sacos de polietileno até

homogeneizagéo visual. O inoculante apresentava populacdo bacteriana inicial de 6,67 x 10" UFC
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mL? de A. brasilense AbV5. Utilizou-se sementes comerciais do hibrido Dekalb 240 VT PRO como
padréo para o teste.

Em papel germitest umedecido com &gua destilada em volume equivalente a 2,5 vezes a sua
massa, quatro repeticdes experimentais foram realizadas com 100 sementes cada, alocadas em camara
de germinagdo BOD a 25 + 1 °C, com fotoperiodo 12:12. Quatro dias apds a semeadura, determinou-
se 0 numero de sementes com protrusdo da radicula maior que dois milimetros, coledptilo reto e bem
desenvolvido, compondo a variavel vigor. No sétimo dia, foi realizado o mesmo procedimento,
determinando a viabilidade das sementes, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil,
2009), ambos expressos em porcentagem.

Paralelamente, 25 sementes foram semeadas em bandejas de polietileno, com quatro
repeticbes por tratamento. Utilizou-se como substrato areia esterilizada em autoclave durante 20
minutos a 121+ °C. As bandejas foram colocadas em cdmara de germinacdo tipo BOD a 25 + 1 °C,
com fotoperiodo 12:12. As bandejas foram pesadas diariamente e umedecidas com &gua até atingirem
capacidade de campo. As plantulas emergidas foram contabilizadas diariamente durante sete dias,
para determinacdo do indice de velocidade de emergéncia (ESI), como descrito por Maguire (1962).
Ao fim de sete dias, foi determinado o indice SPAD com auxilio do medidor digital SPAD-502-Plus,
com base na amostragem de dez plantulas por parcela, obtida a partir da média aritmética de trés
medicdes por planta, em folhas totalmente expandidas.

As mesmas plantas foram selecionadas para determinacéo de caracteristicas morfométricas,
contando-se 0 nimero de raizes, e mensurando o comprimento de raiz e da parte aérea com auxilio
de régua graduada. O didmetro do caule foi medido com paquimetro digital. Calculou-se a razdo
comprimento da parte aérea/colmo, dividindo-se 0 comprimento de parte aérea pelo diametro do
caule, expressando a robustez da plantula. Com a ajuda de proveta graduada, determinou-se o volume
do sistema de radicular pela técnica de deslocamento da coluna de agua, com base na diferenca de

volume de agua antes e ap0s a completa imerséo das raizes.
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Apos as medi¢Bes morfométricas, as plantas foram separadas em parte aérea e radicular,
conduzidas a secagem em estufa a 65 + 2 °C durante 72 horas até atingirem massa constante, quando
tiveram sua massa mensurada em balanca analitica de precisdo. Cada valor de massa seca e sistema
radicular foi obtido dividindo-se a massa total do 6rgao pelo nimero de plantulas avaliadas. A soma
do peso seco da parte aérea e raizes estimou a matéria seca total. A relacdo raiz/parte aérea foi obtido
dividindo-se a matéria seca de raizes pela matéria seca da parte aérea. Os dados foram testados quanto
a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, e, em seguida, submetidos a analise de variancia com
auxilio do software Sisvar 5.1 build 72 (Ferreira, 2011). No caso do efeito significativo a 95% de

significancia, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Resultados e Discusséo

A mortalidade ocasionada pelo tiametoxam a populacdo bacteriana de A. brasilense (Figura
1) proporcionou ajuste linear decrescente de acordo com a elevagdo da dose do inseticida,
ocasionando mortalidade de 35% e 50% para as doses de 28 e 42 mg por 60.000 sementes,
respectivamente.

De acordo com Andal6 et al. (2004), o tiametoxam apresenta baixa toxicidade sobre
microrganismos, ndo afetando a germinacdo, crescimento e producdo de conidios de Beauveria
bassiana. Também, para organismos mais préximos filogeneticamente, como a bactéria
Herbaspirillum seropedicae, a mesma molécula inseticida ndo apresentou efeito no tempo de geracao
e de fase log de crescimento, demonstrando comportamento semelhante a testemunha (Fernandes et
al., 2012).

Contudo, Gomez et al. (1998) encontraram suscetibilidade de A. brasilense a compostos
quimicos como bromopropilato e metidationa, evidenciando o mesmo comportamento linear

decrescente da populacdo bacteriana, como observado no presente estudo. Desta forma, evidencia-se
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que a sensibilidade de A. brasilense é dependente diretamente da interacdo microrganismo-composto
quimico a qual é submetida.

De acordo com a andlise de variancia (Tabela 1), houve interacdo entre as doses de
tiametoxam e a inoculacéo para as variaveis IVE, didmetro de coleto, volume de raiz, comprimento
de parte aérea, relacdo parte aérea/colmo, indice SPAD, massa da matéria seca de parte aérea e relacdo
raiz/parte aérea. As variaveis vigor, viabilidade e nimero de raizes ndo foram influenciadas pelos
tratamentos com tiametoxam e nem pela inoculagdo com A. brasilense.

Em relacdo ao IVE (Tabela 2), quando realizada inoculagdo juntamente a dose mais elevada
de tiametoxam, houve reducdo dos valores médios desta varidvel. Quando as sementes de milho
foram inoculadas com A. brasilense, maiores indices de velocidade de emergéncia foram obtidos sem
a presenca do inseticida, indicando efeito deste sobre a populacdo (Figura 1) e a capacidade de acao
das bactérias. Quando ndo houve inoculagdo com A. brasilense o indice de velocidade de emergéncia
foi mais elevado com o uso de tiametoxam.

Estes resultados corroboram com os resultados obtidos por Lauxen et al. (2010) onde
observou-se aumento no IVE em sementes de algodoeiro quando tratadas com esse inseticida. Da
mesma forma, Almeida et al. (2012) ao avaliarem a influéncia do tiametoxam no desempenho
fisiologico de sementes de aveia preta, observaram que o produto é capaz de estimular o desempenho
fisiologico de sementes, principalmente na dose de 105 mg de tiametoxam para 100 kg de sementes.

Ao comparar o efeito da inoculacdo dentro de cada dose de tiametoxam, mesmo ndo havendo
diferenca estatistica, nota-se incremento no IVE quando as sementes foram inoculadas com as
bactérias, nas doses de 0 e 28 mg do inseticida. Aradjo et al. (2010) denotam que a inoculagdo com
bactérias diazotroficas é capaz de promover aumento da velocidade de germinacdo em sementes de
arroz, dependendo da espécie de bactéria utilizada.

Da mesma forma, Cassan et al. (2009) indicam que o inoculante & base de A. brasilense,
estirpe Az39, é capaz de elevar a velocidade de germinacdo de sementes e o desenvolvimento inicial

de plantas de milho. Além disso, essa bactéria promotora do crescimento vegetal € capaz de excretar
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acido indol-3-acético, acido giberélico e zeatinina, horménios que contribuem para aumento dos
valores de indice de velocidade de emergéncia. Assim, bactérias fixadoras de nitrogénio podem
contribuir para o crescimento vegetal pela producéo de auxinas (Radwan, Mohamed, & Reis, 2004),
levando ao aumento dos valores de indice de velocidade de emergéncia através do rapido
alongamento do epicotilo.

Para o indice SPAD das plantulas (Tabela 2), quando ndo foi efetuada a inoculacao, houve
incremento no indice SPAD acompanhando a elevagdo das doses de tiametoxam, indicando efeito
benéfico do inseticida para essa variavel. O tiametoxam atua fisiologicamente ativando proteinas
transportadoras das membranas e elevando a ativacdo enzimatica, incrementando o metabolismo
através da sintese de aminoéacidos precursores de novas proteinas e sintese endégena de horménios
vegetais (Carvalho et al., 2011). Assim, com a elevagédo de sua dose, a inducdo para a producédo de
metabdlitos secundarios fortaleceu-se, desviando fotossintatos que seriam utilizados no crescimento,
principalmente o nitrogénio, consequentemente reduzindo o porte e elevando a pigmentacdo da
plantula. Quando foi realizada a inoculacdo, o indice SPAD foi mais elevado para as doses de 0 e 28
mg de tiametoxam.

Sendo o nitrogénio um elemento diretamente ligado a clorofila como componente essencial
da estrutura quimica tanto de clorofilas a como clorofilas b (Streit et al., 2005), e a determinacdo do
indice SPAD apresenta correlagdo com a concentracdo de clorofila (Argenta et al., 2001), o0 aumento
da pigmentacdo indica mudanga da utilizacdo deste elemento. Dietrich et al. (2005) sugerem que
quando a planta é submetida a qualquer processo de inducdo que envolva grandes custos metabdlicos,
se faz necessario a complementacdo da adubacdo com maiores doses de nitrogénio, afim de
compensar 0 consumo extra do elemento pelo metabolismo secundario. Desta forma, os menores
valores de indice SPAD sdo consequéncia da maior utilizagdo de nitrogénio no metabolismo
secundario, promovida pela aplicacdo de tiametoxam a 42 mg por 60.000 sementes quando associada

a inoculacéo.
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Para o comprimento da parte aérea (Tabela 3) foi observada interagdo entre as doses de
tiametoxam e inoculacéo de A. brasilense. Quando as sementes ndo foram inoculadas com a bactéria,
as plantas apresentaram maiores valores de comprimento na dose mais elevada de tiametoxam, sendo
observado efeito inverso quando as plantas foram inoculadas, onde as plantas apresentaram maiores
valores de comprimento na dose de 28 mg e na auséncia do inseticida. Segundo Almeida et al. (2011),
0 aumento do comprimento da parte aérea com a utilizacdo de tiametoxam, dependendo da dose
aplicada, pode elevar a absorcao e a resisténcia dos estbmatos da planta a perda de agua, favorecendo
0 metabolismo e incrementando a resisténcia a estresses ambientais. Além disso, pode também
aumentar a eficiéncia na absorcéo, transporte e assimilacao de nutrientes.

Em relagdo ao incremento no comprimento de parte aérea devido a inoculagdo, Cassan et al.
(2009) denotam que inoculantes a base de A. brasilense sdo capazes de promover o desenvolvimento
inicial de plantulas de milho, tendo como principais agentes a excrecdo de acido indol-3-acético,
acido giberélico e zeatinina (citocinina), compostos pertencentes a grupos hormonais que podem
contribuir para aumento no desenvolvimento vegetal quando em balanco adequado (Cato et al., 2013).
Assim, bactérias promotoras de crescimento vegetal, quando em quantidade apropriada, podem
contribuir para o crescimento vegetal principalmente pela acdo de auxinas (Radwan et al., 2004),
induzindo a sintese e ativando ATPases pré-existentes na membrana celular vegetal, reduzindo a
rigidez da parede celular e favorecendo a entrada de agua no protoplasma (Taiz e Zeiger, 2013),

acarretando em incremento na parte aérea das plantulas.

Houve incremento para o diametro de coleto quando efetuada a inoculagdo com A. brasilense
somente para a auséncia de tiametoxam. Para as demais doses ndo houve diferenca entre inoculagédo
ou ndo inoculacdo. Vérios trabalhos evidenciam o favorecimento de tiametoxam para a qualidade
fisiologica na germinacdo de sementes de diversas culturas (Almeida et al., 2009; 2012; Lauxen et
al., 2010), demonstrando incremento no enraizamento e desenvolvimento de parte aérea. Assim,
maiores valores de diametro de coleto também sdo possiveis de serem encontrados, devido ao

estimulo no crescimento das plantulas com uso do inseticida.
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A relacdo parte aérea/colmo foi prejudicada na dose mais elevada de tiametoxam (42 mg)
associado a inoculacdo. Esse dado € resultado da relacdo entre menor altura encontrada no mesmo
tratamento, sem alteracdo do diametro do coleto.

O comprimento das raizes foi influenciado apenas pelas doses de tiametoxam, ndo sendo
observada influéncia da inoculagdo com Azospirillum. Em numeros absolutos, as raizes foram
maiores na dose de 28 mg de tiametoxam, porém essa dose ndo diferiu da dose controle. A dose de
42 mg reduziu o desenvolvimento das raizes. Resultados semelhantes foram obtidos por Corréa Junior
et al. (2013) ao trabalhar com diferentes produtos quimicos na germinacdo de sementes de milho.
Segundo os autores, esses resultados comprovam que a aplicacéo do inseticida tiametoxam em doses
elevadas produziu efeito fitotoxico para o crescimento radicular em plantulas de milho.

Foi observada interacdo entre as doses de tiametoxam e a inoculagdo com Azospirillum para
0 volume de raizes. Para o controle (sem inoculacdo) ndo houve efeito das doses de tiametoxam.
Assim como para comprimento de raiz, ocorreu efeito fitotoxico do inseticida quando aplicado em
doses elevadas (Tabela 3). Tavares et al. (2007) ao avaliarem o efeito do tiametoxam na germinacao
de sementes de soja, obtiveram maior volume radicular e foliar quando realizada a aplicacdo do
produto. De acordo com Almeida et al. (2011) essa diferenca entre o controle e a dose de maior
resposta pode ser explicada devido ao fato do tiametoxam possibilitar melhor expresséo do potencial
de germinacdo, area foliar, comprimento radicular e total da plantula. Com relacéo a inoculagdo com
Azospirillum aliado a dose de 28 mg de tiametoxam, a inoculagdo proporcionou um aumento de 30%
no volume de raizes. Nos demais tratamentos (0 e 42 mg) ndo foi observado efeito da inoculagéo.
Quadros (2009) observou volume de raizes 60 a 80% superiores em plantulas cujas sementes foram
inoculadas com Azospirillum em relagéo as plantulas ndo inoculadas.

Para a varidvel massa da matéria seca de parte aerea (Tabela 4), as menores doses de
tiametoxam inoculados com A. brasilense foram melhores do que os tratamentos ndo inoculados. Da

mesma forma, Dartora et al. (2013) encontraram aumento da producdo de massa seca da parte aérea
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para os tratamentos com inoculacdo de Azospirillum spp. A alta dose de tiametoxam aliado a
inoculacao foi o tratamento que apresentou 0 menor incremento de massa seca da parte aérea.

Em relacdo a massa da matéria seca de raiz e massa de matéria seca total, entre as trés doses
de tiametoxam, pode-se observar que menores valores foram encontrados na dose controle. Os
tratamentos inoculados tiveram maior média que os tratamentos ndo inoculados, corroborando com
0s resultados obtidos por Santos et al. (2008) ao inocular bactérias promotoras de crescimento de
plantas em melancia, e Dawwam et al. (2013) trabalhando com sete isolados em batata.

Pesquisas conduzidas por Bashan et al. (2004) explanam que em plantas inoculadas com
Azospirillum ocorrem alteragdes na atividade das membranas celulares vegetais, acarretando em
alteracdes da morfologia radicular, o que resulta em incremento na matéria seca do sistema radicular.
Neto et a.l (2013) descrevem maior desenvolvimento do sistema radicular como resultado do estimulo
hormonal e do desvio de rotas metabdlicas que fornecem as raizes aporte de mecanismos, nutrientes
e 4gua, que estimulam o crescimento e acimulo de massa em seus tecidos (Puente et al., 2009).

Para a relacdo raiz/parte aérea, todos os tratamentos proporcionaram médias superiores a 1,
apontando que as plantulas investiram mais em raiz do que parte aérea. Na dose mais elevada de
tiametoxam (42 mg), o tratamento ndo inoculado com a bactéria apresentou a menor relagdo em
comparagdo com o tratamento inoculado. 1sso ocorre pois, quando inoculado, o Azospirillum afeta a
atividade da membrana celular da planta, ocorrendo alteragfes na morfologia radicular, resultando

em acréscimo no sistema radicular (Bashan et al., 2004).

Conclusdes
O tiametoxam apresenta toxidade a populagéo de A. brasilense.
A inoculacdo de sementes com A. brasilense resulta em ganhos significativos sobre a

qualidade fisiologica de plantulas de milho.



19

A dose de 28 mg tiametoxam por 60.000 sementes promove incrementos quando combinado

com a inoculagéo das sementes com A. brasilense, atuando sinergicamente.
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Tabela 1. Anéalise de variancia baseada nos valores de F para as variaveis analisadas no ensaio.

Quadrado médio (QM)

Variavel Tiametoxam Inoculacdo Interagdo  Erro Média CV (%)
Vigor 1,16666 16,6666  7,16666  6,11111 96,1666 2,57
Viabilidade 2,66666 20,1666  2,66666  6,27777 96,4166 2,60
IVE 0,16255 0,00540  1,12718** 0,82072 4,9491 579
Indice SPAD 11,6168**  9,15135** 21,4975** 1,04220 32,8916 3,10
Comprimento de parte aérea 1,49708* 0,01815  7,96036** 0,31636 11,2150 5,02
Diametro de coleto 0,04167**  0,02535* 0,02821** 0,00349 2,5908 2,28
NUmero de raizes 0,01625 0,06000  0,00875 0,04861 3,9250 5,62
Comprimento de raiz 5,01290* 0,29703  2,41651 0,91163 18,9929 5,03
Volume de raiz 0,01162 0.00666  0,01652* 0,00444 0,4933 13,51

Relacdo parte aérea/colmo 0,46902**  0,10800  0,68707** 0,05493 4,3304 5,41
gﬂe?:;a da materia seca de parte  n5001 000001 0,00007** 0,00000 0382 622
Massa da matéria seca de raiz  0,00099**  0,00053** 0,00011  0,00005 0,0603 12,56
Massa da matéria seca total 0,00104**  0,00071** 0,00011 0,00007 0,0984 8,66
Relacdo raiz/parte aérea 0,64214**  0,25184* 0,31669** 0,03478 1,5907 11,73

**significativo a 1% pelo teste F; *significativo a 5% pelo teste F; CV: coeficiente de variagao.
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Tabela 2. indice de velocidade de emergéncia e indice SPAD de plantulas provenientes de sementes tratadas

com tiametoxam (0; 28 e 42 mg por 60.000 sementes) e inoculadas com A. brasilense (0 e 100 mL por 25 kg
sementes).

Dose Tiametoxam IVE — Indice SPAD —
NI | Média NI | Média
0 mg 4,77 bA 541 aA 5,09 10,77 bB 12,06 aA 11,41
28 mg 4,82 aA 5,07 aA 4,94 11,07 bAB 1196 aA 11,51
42 mg 521 aA 4,40 bB 4,81 11,89 aA 9,55 bB 10,72
Média 4,93 4,96 4,94 32,27 33,51 32,89
*Meédias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e mintsculas na linha, diferem entre si a de 5% de probabilidade de erro

pelo teste de Tukey; NI: N&o Inoculado; I: Inoculado.
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Tabela 3. Comprimento de parte aérea (CPA), didmetro de coleto (DC), relacdo parte aérea/colmo (RPAC),

comprimento de raiz (CR) e volume de raiz (VR) de plantulas provenientes de sementes tratadas com

tiametoxam (0; 28 e 42 mg por 60.000 sementes) e inoculadas com A. brasilense (0 e 100 mL por 25 kg

sementes).
Dose CPA (cm) DC (mm) RPAC
tiametoxam NI I Média NI I Média NI [ Média
0 mg 10,77bB  12,06aA 11,41 2,42 bB 260aA 251 4,46aA 4,64aA 4,55
28 mg 11,07bAB 1196aA 1151 2,60 aA 2,66aA 2,63 426aA 4,49aA 4,37
42 mg 11,89 aA 955bB 10,72 2,66 aA 261laA 263 447aA 3,66bB 4,07
Média 11,24 11,19 11,21 2,56 2,62 2,59 4,4 4,26 4,33
CR (cm) VR (cmd)
NI I Média NI [ Média

0 mg 18,29 19,53 18,91 AB 0,50 aA 0,49 aAB 0,49

28 mg 19,64 20,01 19,82 A 0,46 bA 0,60 aA 0,53

42 mg 18,72 17,78 18,25 B 0,47 aA 0,44 aB 0,46
Média 18,88 19,10 18,99 0,48 0,51 0,49

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si a de 5% de probabilidade de erro pelo

teste de Tukey; NI: Néao Inoculado; I: Inoculado.
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Tabela 4. Massa da matéria seca de parte aérea (MMSPA), massa da matéria seca de raiz (MMSR), massa da

matéria seca total (MMST) e relac&o raiz/parte aérea (RRPA) de plantulas provenientes de sementes tratadas

com tiametoxam (0; 28 e 42 mL 60.000 por sementes) e inoculadas com Azospirillum brasilense (0 e 100 mL

por 25 kg sementes).

Dose MMSPA (g plantula™®) MMSR (g plantulat)
tiametoxam NI I Média NI I Média
0mg 0,0360 bA  0,0410 aA 0,0384 0,0476 0,0483 0,048 B
28 mg 0,0370 bA  0,0420 aA 0,0394 0,0622 0,0772 0,070 A
42 mg 0,0400 aA  0,0340 bB 0,0367 0,0568 0,0695 0,063 A
Média 0,0374 0,0389 0,0382 0,056 b 0,065 a 0,0603
MMST (g plantula™) RRPA
NI | Média NI | Média
0mL 0,0832 0,0893 0,0863 B 1,35 aA 1,18 aB 1,26
28 mL 0,0992 0,1188 0,1090 A 168 aA 1,85 aA 1,76
42 mL 0,0963 0,1033 0,0998 A 1,44 bA 2,05 aA 1,74
Média 0,0929 b 0,1038 a 0,0984 1,49 1,69 1,59

*Meédias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si a de 5% de probabilidade de erro

pelo teste de Tukey; NI: Ndo Inoculado; I: Inoculado.
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4 ARTIGO 2: TIAMETOXAM ASSOCIADO A Azospirillum brasilense VIA SEMENTE

E FOLIAR CULTIVADO EM DOIS AMBIENTES DE PRODUCAO DE MILHO

BATTISTUS, A. G. et al. Thiamethoxam associated with Azospirillum brasilense seed and foliar
grown in two environments in maize production. Agriculture, ecosystems and environment, v.

XX, n. XX, p. XXXX-XXXX, XXXX.

RESUMO: Substancias promotoras de crescimento vegetal possuem papel de destaque na agricultura
contemporanea, provindas de origem bioldgica ou quimica. Contudo, a escassez de resultados a
respeito da utilizacdo conjunta desses promotores leva a necessidade de informacGes sobre sua
utilizacdo simultanea. Desta forma, objetivou-se avaliar os efeitos da utilizacdo do bioativador
tiametoxam aliado a inoculacdo via semente e pulverizacdo foliar de Azospirillum brasilense na
cultura do milho. O experimento foi conduzido sob delineamento de blocos casualizados em esquema
fatorial 2x4, composto pela presenca e auséncia de tratamento quimico de sementes com o bioativador
de plantas tiametoxam, enquanto o segundo fator englobou sementes sem inoculagéo; inoculagéo de
sementes, pulverizacdo foliar e inoculacdo de sementes associado a pulverizacdo foliar com A.
brasilense, testados em dois ambientes de producdo. Os tratamentos foram avaliados por analises
morfométricas, teor de nutrientes nos tecidos vegetais, componentes da producéo e produtividade da
cultura. O tiametoxam, assim como a inoculagdo via semente aliada a pulverizagdo foliar com A.
brasilense, promoveram incrementos no comprimento das plantas, diametro de colmo, acumulo de
massa e area foliar ao longo do ciclo vegetal, em ambos os ambientes de produgdo. Reducéo no teor
de umidade, impurezas e descontos da massa de grdos, assim como incrementos nos niveis foliares

de fosforo sdo resultados da inoculacdo, contudo sem apresentar alteracdes na produtividade do
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milho. Tiametoxam também reduziu a umidade da massa de grdos. A produtividade apenas foi
incrementada pela presenca do tiametoxam em ambiente conduzido em semeadura convencional.
PALAVRAS-CHAVE: Zea mays, bioativador, bactérias promotoras de crescimento vegetal,

regulador vegetal.

3.1 Introducéo

O milho (Zea mays L.) € um cereal cultivado em todos os continentes, apresentando elevada
relevancia econémica devido a amplitude de formas de utilizacdo. Tal caracteristica € atribuida ao
emprego do grdo em indmeros produtos, variando desde a alimentagdo humana e animal, até a
industria de alta tecnologia (Paes, 2008).

Dados recentes reforcam a elevada importancia mundial da cultura, atingindo o patamar de
981 milhdes de toneladas produzidas. Deste montante, o Brasil contribui significativamente com 80
milhdes de toneladas do grdo, tornando-o o terceiro produtor e segundo maior exportador do cereal
na temporada 2013/2014 (Companhia Nacional de Abastecimento, 2014).

Estes patamares produtivos sdo resultados de pesquisas iniciadas no passado, gerando
hibridos de elevado potencial genético aliados a transgenia, e desenvolvimento e melhoria na
qualidade do setor de sementes. Adicionalmente, a manipulacdo espacial das plantas facilitaram o
aproveitamento de nutrientes, agua, luz e controle de daninhas, correcdes de fertilidade do solo e
controle quimico de doencas em sistemas de elevada tecnologia (Cruz, 2012). Ainda segundo o autor,
as produtividades médias obtidas pelos produtores sdo bastante varidveis devido a diferenca de
investimentos entre os sistemas de producao.

Impulsionando o0s recentes avancos em produtividade, substancias promotoras de
crescimento vegetal merecem papel de destaque na agricultura contemporanea (Busato et al., 2010),

as quais podem ser advindas de origem biologica ou quimica.
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Substancia bioativadora de destaque, o tiametoxam originalmente € uma molécula inseticida
de efeito sisttmico, com acdo secundéaria de bioativacdo vegetal, recomendado para utilizacdo via
tratamento de sementes para controle de pragas iniciais em diversas culturas. Sua atuagdo
bioativadora da-se por alteracfes dos fatores de transcri¢cdo no vegetal, culminando em aumento da
expressdo génica de proteinas transportadoras das membranas e enzimas metabolicas. Isto gera
incremento no metabolismo vegetal pela sintese de aminoacidos precursores de proteinas e sintese de
horménios vegetais, assim como elevacao nas taxas de transporte idnico, e consequentemente, aporte
na nutricdo mineral (Carvalho et al., 2011; Castro, 2006).

Em geral, bioativadores sdo substancias organicas modificadoras do metabolismo vegetal,
ativando varias reacdes fisiologicas, dentre os quais na expressdo de proteinas. Por sua vez, estas
proteinas podem interagir com varios mecanismos de defesa, permitindo que a planta se adapte as
condi¢cBes ambientais adversas (Almeida et al., 2009). Apesar de incrementar os niveis hormonais
dos vegetais, estes compostos ndo demonstram atividade reguladora direta, sendo estes resultantes do
maior desenvolvimento e sintese endégena dos horménios (Castro et al., 2007).

O tiametoxam propicia as plantas maior capacidade de sobreviver a situacGes adversas
devido ao estimulo na atividade de peroxidases em periodos de estresse, com fungdo de combater
formas reativas de oxigénio que danificam biomoléculas ocasionando morte celular (Soares et al.,
2008). Sob estresses por déficit hidrico e salinidade, as plantas tornam-se mais tolerantes devido ao
aumento no didmetro dos vasos do xilema, assim como aumento no nimero de vasos nas raizes para
transporte de agua e nutrientes (Martins et al., 2012).

Efeitos indiretos de seus mecanismos sdo observados no processo de acimulo de fitomassa,
elevacdo da taxa fotossintética e formacao de raizes mais longas (Almeida et al., 2012). O aumento
de absorcdo de agua e da resisténcia estomatica, incremento nos niveis nutricionais dos tecidos

vegetais (Castro, 2006), efeitos na germinacao de sementes (Soares et al., 2014, 2012; Vieira et al.,
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2014) e auxilio na atividade de fungicidas sistémicos sobre doencas foliares (Battistus et al., 2013)
também sdo resultado de sua utilizacéo.

Da mesma forma, estas substancias promotoras também podem ter origem bioldgica, como
é 0 caso das bactérias promotoras de crescimento vegetal. Desde a década de 1970 estuda-se a ampla
distribuicdo do género Azospirillum, sendo de ocorréncia natural, presente junto a culturas forrageiras
e cereais (Dobereiner et al., 1976). Esses microrganismos possuem motilidade e quimiotaxia para
acidos organicos, acglcares, aminoadcidos e compostos aromaticos comumente presentes em
exsudados de raizes, permitindo sua instalacdo na rizosfera (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000).
Estas bactérias se beneficiam desses compostos como fonte de carbono e energia, e se consolidam na
regido rizosférica ou colonizam internamente o vegetal (Baldani e Baldani, 2005). O resultado desta
interacdo é a maior capacidade de absorcdo de agua e nutrientes devido ao estimulo hormonal
(Pedraza, 2008), resultando em beneficios ao crescimento vegetal.

Diversos autores atribuem os efeitos da utilizacdo do género Azospirillum a fixacao biologica
de nitrogénio (Hungria et al., 2010), producdo hormonal - destacada pelas auxinas e giberelinas
(Bashan et al., 2004; Masciarelli et al., 2013; Tien et al., 1979) - e outros compostos reguladores como
poliaminas (Cassan et al., 2009a; Perrig et al., 2007), solubilizacdo de fosfatos (Rodriguez et al.,
2004) e reducéo dos niveis de etileno pelo aumento da atividade da enzima ACC deaminase produzida
pela bactéria (Blaha et al., 2006). Desta forma, a acdo conjunta desses mecanismos resulta em maior
crescimento radicular, proporcionado melhor exploracéo do solo e absor¢do de nutrientes pela planta
(Hungria et al., 2010).

Contudo, processos adicionais como tolerancia a estresses salinos (Hamdia et al., 2004) e
incremento na atividade do oxido nitrico (Alen’kina e Nikitina, 2010; Creus et al., 2005) estdo sendo
estudados como mecanismos de acdo auxiliares das bactérias promotoras de desenvolvimento

vegetal.
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Resultados positivos da inoculacdo podem ser verificados tanto no crescimento inicial
(Rampim et al., 2012) quanto no teor de nitrogénio de plantulas (Klein et al., 2012), estendendo-se
até os componentes da producao (Quadros et al., 2014) e produtividade das culturas (Novakowiski et
al., 2011).

Bactérias desse género sdo comumente encontradas associadas a diversos géneros de
Poaceas, principalmente na rizosfera das plantas (Reis Junior et al., 2004). Porém, além da rizosfera,
possuem capacidade de colonizar outras partes da planta, como o filoplano e tecidos internos dos
vegetais (Davidson, 1988).

Sabendo-se da capacidade do Azospirillum em colonizar diversos 6rgdos vegetais, sua
utilizacdo em cultivo comercial pode dar-se tanto via inoculacdo de sementes como via pulverizacao
foliar (Portugal et al., 2012), incrementando o acumulo de biomassa (Neto et al., 2013) e
produtividade da cultura (Portugal et al., 2013) em ambas situagdes.

A amplitude de utilizagdes do género Azospirillum no sistema produtivo do milho e dos
efeitos benéficos desencadeados pelo emprego de bioativadores sdo bem elucidados isoladamente,
contudo, ha escassez de resultados sobre a utilizacdo conjunta dessas tecnologias.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar efeitos da utilizacdo do
bioativador tiametoxam associado a inoculacéo via semente e/ou pulverizagéo foliar de Azospirillum

brasilense no crescimento e produtividade da cultura do milho em dois ambientes de produgéo.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Delineamento Experimental

O estudo foi conduzido a nivel de campo sob delineamento de blocos casualizados em
esquema fatorial 2 x 4, com quatro repeticdes, em dois ambientes de producdo, em plantio direto com

adocéo de alta tecnologia no sistema produtivo, e em plantio convencional com media tecnologia de
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producdo. O primeiro fator “Bioativador” foi constituido pela presenca e auséncia de tratamento
quimico de sementes com tiametoxam (28 mg i. a. por 60.000 sementes) de acordo com Battistus et
al. (2014). O segundo fator “Inoculacdo” englobou os seguintes tratamentos: sementes sem
inoculacdo; inoculacdo de sementes com A. brasilense AbV5+AbV6 (100 mL por 60.000 sementes);
pulverizacéo foliar de A. brasilense AbV5+AbV6 no estadio V5 do milho (300 mL ha); Inoculagéo
de sementes com A. brasilense associado a pulverizacao foliar de A. brasilense no estadio V5 do
milho nas doses previamente descritas para tratamentos anteriores. Como padrdo para 0S ensaios

utilizou-se o hibrido simples Dekalb 240 VVTPro, de ciclo precoce e alta responsividade a fertilidade.

3.2.2 Aplicacdo dos tratamentos

O tratamento de sementes com tiametoxam foi efetuado no Laboratorio de Fisiologia
Vegetal pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana dois dias antes da semeadura, com
agitacdo manual rotativa das sementes + calda do produto em frascos de vidro durante trés minutos.
A inoculagdo com A. brasilense foi efetuada em sacos plésticos, adicionando o volume
correspondente de inoculante, e homogeneizado por agitagdo manual durante trés minutos, 30
minutos antes da semeadura. A aplicacao foliar foi efetuada no estadio V5 da cultura, ao entardecer,
com pulverizagdo de inoculante a base de A. brasilense. Utilizou-se pulverizador costal, mantido a
pressdo constante por CO2, equipado com seis pontas Magno 11002 ADGA, espacadas em 0,5 m, a

pressdo de 40 kgf cm2, fornecendo um volume de calda de 300 L ha™.

3.2.3 Localizacao e caracterizacdo das areas experimentais
Os experimentos foram conduzidos em dois locais com distancia de 85 quildmetros entre si.
O primeiro local, conduzido sob sistema de plantio direto consolidado onde se utilizou alto nivel

tecnoldgico na producdo, foi no municipio de Corbélia — Parana, com latitude 24° 85” 61” S, longitude
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53°25” 03” O e 673 metros de altitude, em area fornecida por produtor rural. O segundo local, sob
sistema de plantio convencional com revolvimento do solo previamente ao plantio e regime de média
aplicacdo de tecnologia de producédo, foi no municipio de Marechal Candido Rondon - Parana na
Fazenda Experimental “Professor Anténio Carlos dos Santos Pessoa”, pertencente a Universidade
Estadual do Oeste do Parana — Unioeste, latitude 24° 53 19” S, longitude 54° 01° 73” O e altitude de
400 metros.

Ambas as localidades possuem solos classificados como Latossolo Vermelho eutroférrico
(EMBRAPA, 2013). Previamente a instalacdo do experimento coletou-se amostras na camada de

0,00-0,20 metros para determinacao da fertilidade de ambos solos (Tabela 1).

3.2.4 Ambiente 1: Sistema Plantio Direto

Na localidade de Corbélia as parcelas experimentais foram compostas de 6 metros de
comprimento por seis linhas de plantas com entrelinhas de 0,50 metros, sendo a parcela util de 8 m?,
descartando-se um metro em cada extremidade e as linhas laterais da cultura.

A érea encontrava-se sob sistema de plantio direto consolidado, ou seja, ha mais de 10 anos,
tendo como culturas precedentes o milho (inverno 2012), soja (verdo 2012/2013) e trigo (inverno
2013), deixando sobre o solo 7000 kg ha* de palhada residual contendo 49 kg ha™ de nitrogénio,
15,05 kg ha de fdsforo e 72,80 kg ha* de potassio.

A semeadura foi realizada com semeadora mecénica no dia 4 de setembro de 2013, tendo
como adubagcéo de base 345 kg ha de formulado NPK 12-31-17. O estande final foi de 75.000 plantas
hal. Seis dias apds a semeadura efetuou-se aplicacdo de cobertura de potassio & lango, distribuindo
103 kg ha* de cloreto de potassio (KCI). A area encontrava-se sob manejo de agricultura de preciséo.

Durante o estadio V3 da cultura foi efetuada a pulverizagdo de 3,5 kg ha* de atrazina para

controle de plantas daninhas. No estadio V4, 27 dias ap0s a semeadura (DAS) foi efetuada a adubacao



36
de cobertura, efetuada & lango através da distribuicdo de 92 Kg ha* de nitrogénio na forma de sulfato
de amonio de liberacdo gradual.

A pulverizacao aérea de A. brasilense ocorreu 36 DAS, no dia 10 de outubro de 2013. No
momento da aplicacdo, a temperatura encontrava-se a 22,8 °C, umidade relativa do ar a 73% e
velocidade do vento em 3,96 km h,

No estadio V7 realizou-se aplicagdo de fertilizantes foliares, distribuindo 24,9 g ha* de
molibdénio, 114 g ha* de manganés, 22,8 g ha de zinco, 11,4 g ha* de cobre e 68,4 g ha™* de enxofre.
A pulverizagio de fungicidas foi efetuada no estadio Vt, pulverizando 40 mL ha* de azoxistrobina,
16 mL ha® de ciproconazol e 100 mL ha* de difeconazol. A colheita da parcela util (8 m?) foi

realizada no dia 30 de janeiro de 2014, totalizando 148 dias de ciclo.

3.2.5 Ambiente 2: Sistema Plantio Convencional

No experimento localizado no municipio de Marechal Candido Rondon as parcelas
experimentais foram compostas de 6 metros de comprimento com seis linhas de semeadura,
espacadas a 0,70 metros de entrelinha, sendo a parcela Gtil de 11,2 m?, descartando-se as as linhas
laterais e um metro em cada extremidade da parcela. O solo foi revolvido por escarificacdo apds o
cultivo de inverno, tendo como culturas prévias milho (verdo 2012/2013) e crambe (inverno 2013),
deixando sobre o solo 5300 kg ha™ de palhada residual que continha 51,03 kg ha™ de nitrogénio,
23,27 kg ha* de fosforo e 33,39 kg ha de potassio.

A semeadura foi realizada no dia 21 de setembro de 2013. A adubacéo de base foi realizada
previamente com uso de semeadora mecanica, distribuindo 40 kg ha™ de nitrogénio, 80 kg ha de
fosforo e 60 kg ha de potassio, por meio das fontes uréia, superfosfato simples e cloreto de potassio,
respectivamente. A semeadura foi realizada com auxilio de distribuidores manuais tipo bazuca,

totalizando estande de 75.000 plantas ha.
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Capinas manuais com o auxilio de enxada foram efetuadas no estadio V3, V7, Vt e R2. No

estadio V4, 24 dias ap0s a semeadura efetuou-se a adubacéo de cobertura a lanco com distribuicédo de
120 kg ha* de nitrogénio na forma de ureia.

A pulverizacdo aérea de A. brasilense foi realizada aos 27 DAS no dia 18 de outubro de

2013. As condicges climaticas médias no momento da aplicacdo foram de 21,9 °C de temperatura,

umidade relativa do ar de 70% e velocidade do vento de 2,52 km h. A colheita da parcela util (11,2

m?) foi realizada no dia 03 de fevereiro de 2014, totalizando 133 dias de ciclo.

3.2.6 Quantificacdo bactérias diazotroficas e A. brasilense

Para quantificacdo da populacdo de microrganismos diazotréficos, coletou-se amostra de
solo na camada de 0-5 centimetros de profundidade em ambos locais. No Laboratério de Fisiologia
Vegetal, as amostras foram secas ao ar e peneiradas para retirada de torrdes e residuos culturais. Em
seguida, um grama da amostra foi homogenizada em 9 mL de solucéo fisioldgica (0,85 NaCl), por
turbo agitacdo em tubo de ensaio. A partir desta amostra (10%), diluiu-se serialmente, tomando-se
aliquota de 100 pL e adicionando-a 900 pL de solucdo fisioldgica formando a diluicdo 102, e assim
sucessivamente, contemplando dilui¢des de 107 até 108. Apos as diluigdes, uma aliquota de 100 pL
foi inserida em tubos de penicilina contendo 5 mL de meio de cultura NFb (Dobereiner et al., 1976)
semi-solido, tampadas com uma peca de espuma esterelizada e incubadas durante sete dias a 30 °C.
Avaliou-se entdo a formacdo de pelicula, caracteristica de microrganismos diazotroficos, e
quantificou-se a populacgéo através do método de NMP (Tabela 2) (Dobereiner et al., 1995).

Juntamente a cada inoculagéo e pulverizacdo de A. brasilense, uma aliquota de 10 mL do
inoculante foi selecionada e armazenada em tubo falcon esterelizado para quantificacdo em
laboratério da populacdo viavel de bactérias. Esta aliquota foi diluida serialmente em solugéo

fisiolégica (0,85% NaCl) adicionando 100 pL do inoculante a 900 pL de solucéo fisiologica
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formando a dilui¢do 107, e a partir da mesma, tomou-se aliquota de 100 pL adicionando-a novamente
a 900 pL de solugéo fisiologica formando a diluicdo 102, e sucessivamente, contemplando diluigbes
de 107" até 108,

Distribuiu-se entdo as diluicbes em placas de petri contendo meio de cultura NFb
(Dobereiner et al., 1976) através da técnica de micro gota, com volume de 10 pL por gota, em trés
repeticdes por diluicdo em cada placa. Posteriormente, as mesmas foram incubadas a 30 °C durante
120 horas, quando realizou-se a contagem de colbnias desenvolvidas, expresso em unidades

formadoras de colonia (UFC) mL™ de inoculante (Tabela 2).

3.2.7 Avaliacbes

Anélises morfométricas foram efetuadas nos estadios V8, Vt e R3, baseandos na coleta
aleatoria de trés plantas por parcela, avaliando com auxilio de trena graduada comprimento de planta,
compreendido entre a base do colmo ao apice da mais longa folha e/ou penddo e comprimento de
colmo sendo determinado entre a base do colmo e a inser¢do da mais alta folha ligulada. Com auxilio
de paquimetro determinou-se o didmetro de coleto, baseada no didametro longitudinal da estrutura.

Posteriormente, as plantas foram seccionadas em colmo + bainha, folhas (a partir da ligula)
e demais estruturas, acondicionadas em sacos de papel tipo kraft e levadas a estufa de circulagdo
forcada de ar para secagem a 65 °C até obtencdo de massa constante. Em seguida, estas amostras
foram pesadas em balanca analitica, e os resultados expressos em gramas por planta. A soma da massa
de matéria seca de colmo + bainha, folhas e demais estruturas foram utilizadas para a estimativa da
massa de matéria seca total. A &rea foliar foi determinada pela técnica da area foliar conhecida (Kemp,
1960), por meio da determinacéo da massa seca de quatro anéis de 4,1457 cm? provenientes de folhas

distintas, e relacionadas matematicamente com a massa total de folhas.
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No estadio R1 coletou-se o terco médio da folha oposta e abaixo da espiga superior e
excluida da nervura central de cinco folhas por parcela, acondicionando-as em sacos kraft. Tambeém
ao final do ciclo uma amostra de graos de cada parcela foi coletada. Ambas as amostras foram levadas
a estufa de circulacéo forcada de ar para secagem a 65 °C durante trés dias, processadas em moinho,
para entdo serem determinados os teores nutricionais de nitrogénio por digestdo sulfarica, e de ,
fosforo e potassio por digestdo nitro-percldrica (Silva, 2009).

No momento da colheita, todas as plantas da parcela Gtil tiveram suas espigas colhidas
manualmente. Dez espigas foram separadas aleatoriamente para serem avaliados os componentes da
producdo do milho: A contagem do nimero de fileira de grdos e nimero de graos por fileira, efetuada
manualmente; com auxilio de régua graduada foi mensurado o comprimento de espiga e com
paquimetro o diametro de espiga; em seguida, as espigas foram trilhadas e a massa de grdos
mensurada em balanca analitica, de onde duas amostras por parcela foram coletadas para
determinacdo da umidade, calculada em base imida (Marcos Filho, 2005), e determinagdo da massa
de mil gréos (Brasil, 2009).

Por fim, mais duas amostras por parcela foram coletadas para quantificacdo de impurezas
presentes na massa de gréos, como fragmentos de espigas, graos ardidos, danificados, germinados,
fermentados, entre outros (Brasil, 2011) pela pesagem da massa limpa de grdos e das impurezas,
expressada em porcentagem. O teor de umidade foi ajustado para 14%, juntamente com a
porcentagem de impurezas, as quais foram utilizados para estimar a porcentagem de descontos, que
compreende o valor de massa perdido pela massa de grdos bruta quando submetidos ao
beneficiamento por secagem e limpeza (Brasil, 2011). Apos efetuados os descontos, estimou-se a
produtividade, expressa em Mg ha, composta da massa de grios beneficiada com umidade aferida

para 14%.
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No final do ciclo, trés plantas por parcela tiveram a sua parte aérea coletada para
determinacdo da massa seca, utilizada para o calculo do indice de colheita, expresso pela relacéo da
massa seca de gréos dividida pela massa seca de parte aérea produzida pela planta (Gifford et al.,

1984).

3.2.8 Condicdes climaticas

Durante todo o periodo experimental as condi¢cdes meteoroldgicas foram monitoradas, com
os dados pluviais do municipio de Corbélia (Figura 1) sendo provenientes de monitoramento e os de
temperatura extraidos do Sistema de Monitoramento Agrometereolégico - AGRITEMPO (Embrapa
Informatica Agropecudria, 2002), e os dados do municipio de Marechal Candido Rondon (Figura 2)

fornecidos pela estacdo climatoldgica localizada na prépria fazenda experimental.

3.2.9 Andlise Estatistica

Os dados para cada local foram submetidos a analise de variancia com o auxilio do programa
Sisvar 5.1 Build 72 (Ferreira, 2011). No caso de efeito significativo a 95% de significancia, efetuou-
se teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Os gréficos foram plotados com auxilio do software

Microsoft Office Excell 2013®.

3.3 Resultados
3.3.1 Ambiente 1: Sistema plantio direto

De acordo com a analise de varidncia baseada nos resultados dos quadrados médios dos
atributos (Tabela 3), as avaliagOes apresentaram interagdo apenas para a porcentagem de impurezas.
De modo geral, o bioativador afetou o crescimento da planta, contudo ndo exerceu efeitos isolados
de sua utilizagdo nos componentes da producdo e produtividade da cultura. As formas de aplicagao

de A. brasilense apresentaram resultados durante todo o ciclo da cultura, porém em menor nimero de
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atributos que o tiametoxam. Ambos os fatores ndo afetaram o acumulo de nutrientes, tanto nos tecidos
foliares como nos graos de milho.

A andlise dos atributos morfométricos realizada no estadio V8 da cultura (Figura 3)
apresentou diferencas no comprimento das estruturas das plantas, didmetro de coleto e acumulo de
massa seca nos o0rgaos avaliados para ambos os fatores, sem constatacdo de interacao significativa.

O comprimento de planta foi superior quando as sementes foram tratadas com tiametoxam
(Figura 3A), assim como o colmo que também apresentou leve alongamento em relacéo a testemunha.
O tratamento conjunto de inoculacdo via semente e pulverizacao foliar, ambos com A. brasilense,
distinguiu-se da testemunha quando avaliado o comprimento de planta (Figura 3B). Também, a
pulverizacgdo foliar destacou-se quando avaliado o comprimento do colmo, diferindo da testemunha
quando utilizada isoladamente ou conjuntamente a inoculacéo de A. brasilense via semente.

Em relacdo ao diametro de coleto, os tratamentos que receberam tiametoxam (Figura 3C) e
A. brasilense em qualquer forma de aplicacdo (Figura 3D) apresentaram valores superiores em
relacdo a testemunha.

O acumulo de matéria seca de colmo, folhas e total foram superiores para os tratamentos que
receberam tiametoxam (Figura 3E), assim como os que foram inoculados e/ou pulverizados com A.
brasilense (Figura 3F), que também foram superiores a testemunha. Os tratamentos de inoculacédo via
semente e pulverizagdo foliar de A. brasilense, de forma isolada, foram semelhantes tanto a
testemunha quanto a inoculagdo e pulverizagdo conjuntas. A area foliar ndo apresentou distingdo
significativa em fungéo dos tratamentos (Tabela 3).

No inicio do estadio reprodutivo (Vt), apenas o comprimento de planta (Figura 4A) manteve
a diferenca apresentada no estadio V8, e somente para a presenca do tratamento com tiametoxam,
sem apresentar distingdo para as formas de inoculacdo de A. brasilense. A analise do comprimento

de colmo néo resultou em diferencas significativas em fungdo dos tratamentos (Tabela 3).
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O diametro de coleto continuou a exibir diferencas para o fator bioativador (Figura 4B), onde
a presenca de tiametoxam proporcionou melhores resultados. Efeitos do tiametoxam ainda foram
detectados no estadio Vt quanto ao acumulo de matéria seca (Figura 4C), sendo gue tanto o acimulo
de matéria seca no colmo e nas folhas, assim como a matéria seca total, apresentaram 0s maiores
valores na sua presenca. Contudo, somente o acumulo de matéria seca de folhas diferiu
estatisticamente em funcédo das formas de inoculacao de A. brasilense, sendo apenas a inoculagéo via
sementes associada a pulverizacdo foliar superior a testemunha.

Diferentemente da avaliacdo anterior (estadio V8), a area foliar apresentou diferencas no
estadio Vt (Figura 4E), sendo significativa para o fator bioativador, onde a utilizacdo de tiametoxam
promoveu incremento de 12,40% na area foliar das plantas.

No estadio reprodutivo (R3) o diametro de colmo seguiu exibindo diferencgas (Figura 5A),
sendo estimulado pela aplicacdo de tiametoxam nas sementes, promovendo aumento de 10,20 % em
relacdo a testemunha.

O acumulo de matéria seca apresentou efeito para o fator bioativador (Figura 5B) para os
atributos matéria seca de folhas e matéria seca total, sendo os tratamentos com tiametoxam superiores
ao tratamento testemunha. As formas de inoculacdo de A. brasilense influenciaram somente a matéria
seca total das plantas (Figura 5C), promovendo maior acimulo nos tratamentos que receberam
inoculacdo via semente aliada a pulverizacdo foliar. Contudo, esse resultado ndo diferiu da
testemunha, sendo distinto apenas dos tratamentos que receberam isoladamente a inoculacéo via
semente ou a pulverizacéo foliar do inoculante.

Os fatores estudados ndo exerceram influéncia sobre o acimulo de nitrogénio, potéassio e
fosforo no tecido foliar das plantas de milho. Quanto aos componentes da producdo, nenhuma

variavel apresentou resposta significativa aos tratamentos (Tabela 3). Contudo, nota-se tendéncia de
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incremento na produtividade (P = 0,098) pela acdo da inoculacdo conjunta via semente e foliar em
relacdo a testemunha.

Ocorreu interacdo entre os fatores bioativador e formas de inoculagédo de A. brasilense para
a quantidade de impurezas na massa de grdos (Figura 6A). Quando avaliado somente as formas de
inoculacdo, a testemunha apresentou maior teor de impurezas na massa de graos, sendo equivalente
a inoculacdo de A. brasilense via semente, mas diferindo de ambos os tratamentos que receberam
pulverizacdo foliar do inoculante. Contudo, quando os mesmos tratamentos foram submetidos a
influéncia do tiametoxam, todos demonstraram semelhanca. Ainda sob o efeito do tiametoxam, os
tratamentos testemunha e inoculacdo via semente de A. brasilense apresentaram reducdo de
impurezas quando sob acdo do bioativador, o que ndo foi constatado para os tratamentos que
receberam pulverizacdo foliar da bactéria.

O teor de umidade dos gréos teve efeito das formas de aplicacdo do Azospirillum (Figura
6B), sendo que a testemunha se assemelhou a inoculacdo via semente e a pulverizacdo foliar quando
utilizados isoladamente. Porém, quando as préaticas foram efetuadas em conjunto, houve reducéo de
7,45 % no teor de umidade dos grdos no momento da colheita em relacdo a testemunha e 6,80 % em
relacdo a inoculacgdo via semente.

A porcentagem de descontos apresentou influéncia apenas sobre as formas de inoculagéo do
A. brasilense (Figura 6C). Tanto a testemunha quanto as plantas que receberam inoculagdo via
semente apresentaram massa de grdos com maiores porcentagens de descontos, equivalendo-se ao
tratamento que recebeu pulverizagéo foliar. Quanto a inoculagdo conjunta via semente e foliar, esta
reduziu a porcentagem de descontos frente a testemunha e a inoculagdo via semente isolada,
impulsionada pela reducéo na umidade, sendo, no entanto, semelhante a pulverizacgéo foliar isolada,

a qual propiciou resposta intermediaria.
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Por fim, o indice de colheita (Figura 6D) apresentou comportamento contrario ao verificado

até entdo para a presenca do bioativador, visto que 0 mesmo proporcionou menores valores. Estes
resultados estdo baseados principalmente no aumento do acimulo de massa seca verificado durante

o ciclo da cultura (Figura 3, 4 e 5), e que nao se refletiram em aumento na produtividade do milho.

3.3.2 Ambiente 2: Sistema Plantio Convencional

A andlise de variancia (Tabela 4) mostrou baixa interacdo dos fatores estudados, verificado
apenas para o teor de fosforo foliar. O tratamento de sementes com tiametoxam foi efetivo e
evidenciado praticamente em todos as etapas de avaliacdo do ensaio, alterando inclusive a
produtividade da cultura. As formas de inoculacéo de A. brasilense pouco exibiram sua acédo, sendo
pontual para comprimento da planta e diametro de coleto no estadio V8, e para a area foliar no estadio
R3. Nenhum dos fatores interferiram na concentracdo de nutrientes nos grdos de milho.

Na avaliacdo inicial (estddio V8), a utilizacdo do tiametoxam incrementou tanto o
comprimento de planta quanto o didmetro do colmo (Figura 7A), sendo os tratamentos que receberam
0 bioativador superiores a testemunha.

As formas de inoculagéo de A. brasilense influenciaram positivamente o didmetro de coleto
(Figura 7B). Contudo, somente o tratamento com inoculagdo via semente associado a pulverizagéo
foliar diferiu significativamente da testemunha.

A utilizagdo do bioativador como tratamento de sementes incrementou o acimulo de matéria
seca de colmo, folhas e total (Figura 7C), sendo todos superiores a testemunha. Da mesma forma, o
tiametoxam proporcionou incremento na area foliar das plantas de milho (Figura 7D), em torno de
11,15 % em relacgdo a testemunha.

No inicio do periodo vegetativo (Vt), a avaliagdo morfométrica somente foi influenciada

pelo bioativador (Tabela 4). Tanto o comprimento de planta, quanto o comprimento de colmo (Figura
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8A) foram impulsionados pela presenca de tiametoxam. O didmetro de coleto (Figura 8B) seguiu 0
mesmo padréo.

Quanto ao acumulo de matéria seca (Figura 8C), colmo, folhas e matéria seca total, todas
foram superiores a testemunha quando sob efeito do tiametoxam. Também a area foliar (Figura 8D)
manteve o mesmo padrdo, apresentando maiores valores para o tratamento com o bioativador.

No estadio R3 do milho, o didmetro de coleto continuou a ser influenciado positivamente
pelo tiametoxam (Figura 9A), sendo superior ao tratamento testemunha. O acimulo de matéria seca
também foi incrementado pelo bioativador (Figura 9B), onde tanto colmo, como folhas, acumularam
mais massa, culminando no aumento de matéria seca total da planta quando sob efeito do bioativador.

A érea foliar apresentou efeito tanto do bioativador (Figura 9C), como das formas de
inoculacdo com A. brasilense (Figura 9D). No primeiro caso ocorreu acréscimo significativo de 12,89
% quando as plantas eram provenientes de sementes tratadas com tiametoxam. Entretanto, para as
formas de inoculacgdo, a testemunha foi equivalente a inoculacéo via semente, e 0s tratamentos que
receberam pulverizagéo foliar com A. brasilense, seja de forma isolada ou associado a inoculagéo via
semente, foram superiores aos demais, contudo, equivalentes entre si.

Os teores foliares de nitrogénio e potéassio ndo foram alterados pelos tratamentos, contudo
os teores de fosforo no tecido foliar foram influenciados pela interagdo dos fatores (Figura 10).
Quando as plantas receberam tiametoxam via semente, 0s tratamentos com A. brasilense ndo foram
efetivos em alterar os teores de fésforo. Contudo, quando os tratamentos com A. brasilense ndo
estavam sob acdo do tiametoxam, detectou-se aumento do teor de fésforo para a inoculagdo via
semente aliado a pulverizacdo foliar com A. brasilense, o qual foi equivalente a pulverizacéo foliar

isolada, porém este ndo diferiu significativamente da testemunha e da inoculagdo via semente.
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Os componentes da producdo ndo apresentaram diferencas significativas, contudo para
produtividade de gréos e atributos referentes ao beneficiamento dos gréos houve efeito significativo
dos tratamentos.

O teor de umidade dos grdos (Figura 11A) foi reduzido quando utilizado tiametoxam
comparado a testemunha, onde o bioativador amortizou em 9,51 % os descontos com umidade da
massa de grdos no momento da colheita.

Por fim, a produtividade foi incrementada pelo bioativador, com valor de 1,85 Mg ha
superior a testemunha, o que representa aumento de 14,33 % da produtividade da cultura quando

efetuado o tratamento de sementes com tiametoxam.

3.4 Discussdes

Os efeitos encontrados para o tiametoxam nesse estudo, com resultados positivos quanto aos
atributos morfomeétricos e produtivos sao verificados também na literatura. As respostas sdo positivas
desde a germinacdo, estendendo-se ao longo do ciclo do vegetal. Nos primeiros dias do processo de
emergéncia de plantulas de trigo e arroz, varidveis como o crescimento inicial da raizes tem seus
valores reduzidos pela utilizacdo do bioativador, devido a ativacdo do metabolismo secundario que
demanda energia, se normalizando e equiparando-se ao longo do processo, invertendo essa tendéncia
de acordo com o crescimento das plantulas, promovendo maior expansédo do sistema radicular
(Macedo e Castro, 2012).

Ainda, considerando-se o efeito do tiametoxam durante os eventos da germinacdo das
sementes, este atua também protegendo as sementes, aumentando a germinacdo sob testes que
induzem estresses abidticos, como o envelhecimento acelerado, e em condi¢des normais, eleva a

percentagem de germinacdo na primeira contagem e a porcentagem de germinacao, assim como



47
promove incrementos na parte aérea em diversas doses testadas na cultura do amendoim (Vieira et
al., 2014), como verificado nas avaliacdes morfométricas em ambos ambientes.

A ampla gama de respostas verificadas para a cultura do milho em campo justifica-se na
acdo do tiametoxam, constatada tanto em sementes de baixo como alto vigor, porém as melhores
respostas ocorrem em sementes de médio-elevado vigor, devido ao incremento da atividade do
metabolismo secundario, possibilitado por plantas com melhores condicgdes fisioldgicas (Dan et al.,
2013). Essas respostas sdo evidenciadas no principal sitio da atividade do tiametoxam, que é o sistema
radicular, promovendo maior acimulo na matéria seca neste 6rgdo, o qual se reflete em acréscimos
significativos de reservas no colmo, consequentemente culminando no aumento do diametro (Figura
3C, 4B, 5A, 8B e 9A) e estrutura das plantas (Figura 3A, 4A, 7A e 8A), assim como verificado em
cana-de-acgUcar (Pereira et al., 2010). Desta forma, a formacao de plantulas mais vigorosas é capaz de
refletir suas vantagens ao longo do ciclo da cultura, como no presente trabalho.

Outros trabalhos em Poaceas também demonstram o efeito positivo da aplicacdo do
tiametoxam. Pode-se destacar, como exemplo, a pulverizacdo deste bioativador na parte aérea da
cana-de-acucar, com efeitos no sistema radicular, incrementando o didmetro dos cilindros vasculares
e 0 nimero de elementos de vaso do metaxilema em raizes adventicias, facilitando a absor¢éo de agua
e nutrientes pela planta (Martins et al., 2012). Esses efeitos em locais onde ndo receberam a aplicagédo
direta de tiametoxam ocorrem devido a elevada mobilidade de sua molécula, sendo transportada tanto
via xilema como floema de folhas desenvolvidas para folhas novas, caule e raizes, embora em baixas
quantidades frente a quantidade aplicada na regido objetivada na aplicacdo (Torres e Rigitano, 2012).
Estas respostas evidenciam a facilidade de distribuicdo em todo o vegetal, sendo que quando este
produto é aplicado via tratamento de sementes, exerce influéncia na planta desde o inicio de seu

desenvolvimento (Battistus et al., 2014).
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Na cultura do arroz, assim como no presente trabalho, a altura de plantas € influenciada pelo
tiametoxam, aditivamente ao teor de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides), os quais
sdo incrementados linearmente em funcdo da elevacgéo da dose do bioativador (Macedo et al., 2013a).
Isto permite maior protecdo do aparato fotossintético do vegetal, proporcionando maiores taxas
fotossintéticas (Taiz e Zeiger, 2013), podendo ser refletidas nos acimulos de massa seca evidenciados
nos resultados (Figura 3E, 4C, 5B, 7C, 8C e 9B). Grohs et al. (2012), estudando também os efeitos
deste bioativador na cultura do arroz encontraram incrementos no perfilhamento das plantas,
cultivado tanto em sistema convencional como pré-germinado. Consequentemente, houve
aumentando no nimero de paniculas por area, porém sem afetar a produtividade, como verificado
para 0 ambiente sob plantio direto (Figura 6E). Os principais efeitos foram verificados no acimulo
de massa seca das plantas, reduzindo a esterilidade das espiguetas, e elevando a estatura das plantas
em diversas fases de crescimento, entretanto dependente das condicBes climaticas no periodo de
desenvolvimento do vegetal até sua avaliacdo (Grohs et al., 2012), justificando a auséncia de
resultados em determinados momentos de avaliagdo no presente estudo.

Efeitos positivos do uso de tiametoxam, corroborando com os presentes resultados, séo
citados em vérias culturas. Em trigo, esses resultados foram verificados por incrementos lineares no
crescimento de raizes, teor de proteinas, massa seca de parte aérea e massa seca de espigas (Macedo
e Castro, 2011), afirmando os resultados (Figura 3E, 4C, 5B, 7C, 8C e 9B). Em braquiéria, o
tiametoxam altera positivamente o teor de proteina bruta, contudo, reduz a massa seca e a area foliar
da planta, concentrando seus efeitos no sistema radicular, onde promove incrementos no volume
radicular (Macedo et al., 2013b), sendo fator interessante em situacdes de estresse hidrico. Em soja
relata-se aumento do vigor e desenvolvimento inicial de plantulas, que durante o ciclo expressou-se
pela maior area foliar e radicular, verificado ao longo de todo o ciclo no ambiente de sistema

convencional (Figura 7D, 8D e 9D) e no florescimento no ambiente com plantio direto (Figura 4E),
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culminando em incrementos na produtividade, embasando o incremento obtido no ambiente cultivado
em sistema convencional (Figura 11B) (Castro et al., 2007).

O aumento na produtividade do milho obtido com a aplicacdo do bioativador via semente no
ensaio conduzido no ambiente com sistema convencional com média tecnologia (Figura 11B)
relaciona-se, possivelmente, com a bioquimica da enzima fenilalanina amonia liase. A atividade desta
enzima € incrementada pelo bioativador, sendo responsavel por varios processos contra estresses
abioticos e bidticos, sendo capaz de acelerar e induzir respostas de defesa no vegetal (Macedo e
Castro, 2011). Nessa condicao de cultivo ndo foram realizados controle de doencas via fungicida, e
as condicdes de manejo de solo foram inferiores quando comparado ao ambiente de alta tecnologia.
Macedo e Castro (2011) ainda relatam decréscimos na atividade da enzima nitrato redutase na cultura
do trigo quando sob influéncia de tiametoxam. Porém, em arroz e braquiaria, a nitrato redutase foi
alterada com ajuste quadratico, sendo que em concentracdes adequadas, 0 tiametoxam promoveu
aumento da atividade da enzima (Macedo et al., 2013a, 2013b), 0 que representa maior capacidade
da planta na assimilacdo do N, mascarando possiveis efeitos da inoculacdo e promovendo aumento
da produtividade de gréos (Figura 11B).

Vale destacar ainda que, o metabolismo do nitrogénio é modificado pelo bioativador,
ativando rotas de sintese de compostos pelo metabolismo secundario das plantas, consumindo o
nutriente (Macedo et al., 2013a). Contudo, essas respostas variam conforme a espécie em questao,
visto que em milho o tiametoxam n&o demonstrou efeito sobre o acimulo de nitrogénio nos tecidos
vegetais como verificado no presente estudo.

Especificamente na cultura do milho, o bioativador atua desde o inicio do seu
desenvolvimento a campo, evidenciado por Battistus et al. (2014) e encontrados nas avaliacGes ao
longo do ciclo do milho nos dois ambientes, promovendo maior percentagem de germinacao, assim

como no crescimento de raizes por estimulos na expressao génica e sintese de giberelinas. Esse
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incremento nos teores de giberelinas atuam em conjunto com a inibic¢do da sintese do ABA, afetando
0 vegetal como um todo apenas modulando a expressdo genética (Afifi et al., 2014). Estes autores
ainda relatam que o bioativador promove maior expressao génica e sintese tanto de a-amilases como
B-amilases, sendo esta Ultima mais expressiva, acelerando a germinacdo das sementes. A0 mesmo
tempo, genes codificadores de nanismo das plantas tem sua expressao reduzida, e os resultados no
crescimento sdo mais evidenciados em condicGes adversas, como situaces de desenvolvimento
inicial sob mato competicdo (Afifi et al., 2014). Deste modo, esse mecanismo de a¢do embasa 0s
incrementos na parte aérea (Figura 3, 4, 5, 7, 8 € 9), assim como a elevacdo da produtividade no
ambiente de semeadura convencional e média tecnologia (Figura 11B), verificados no presente
estudo.

A utilizacdo de tiametoxam em culturas monocotiledoneas usualmente acarreta em maiores
valores radiculares e de acimulo de massa seca em diversos 6rgdos vegetais pelo estimulo do
metabolismo secundério, afetando o conteldo proteico, absor¢do de nitrogénio, pigmentos
fotossintéticos e enzimas de defesa vegetal (Macedo, 2012). Contudo nem sempre esse conjunto de
alteracbes culmina em diferencas significativas de produtividade (Figura 6E) em culturas
monocotiledoneas.

Os componentes da producdo pouco sdo afetados pelo tiametoxam, porém alguns estudos
indicam aumento na massa de espigas e nimero de espiguetas fertilizadas em trigo (Macedo e Castro,
2011), assim como aumento na sanidade em plantas da mesma espécie (Battistus et al., 2013). Essas
evidéncias possivelmente acarretaram na reducdo de impurezas (Figura 6A) e, devido a condicao
mais sadia das espigas de milho.

Por fim, diferengas no indice de colheita promovidos pelo tiametoxam (Figura 6D) sdo
variaveis devido a relacdo que compde o dado, principalmente quando incrementos no acimulo de

massa néo se refletirem em diferencas significativas na produtividade, reduzindo o indice de colheita.
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Em estudos com doses crescentes do bioativador, comportamento cubico foi encontrado para o indice
de colheita devido a flutuacéo desta relacdo (Macedo e Castro, 2011).

Por outro lado, estudos denotam que inoculantes a base de A. brasilense promovem o
crescimento de plantas de milho, baseados na excrecdo de acido indol-3-acético, acido giberélico e
zeatinina (citocinina) pelas bactérias (Cassan et al., 2009b). Estes compostos pertencem aos grandes
grupos hormonais com acédo focada no crescimento do vegetal, quando em balanco adequado (Cato
etal., 2013).

Diversos trabalhos relatam incrementos no comprimento de parte aérea de plantas inoculadas
(Cassan et al., 2009b; Oliveira et al., 2004; Rampim et al., 2012), fato que foi observado também no
presente estudo (Figura 3B). Contudo, poucos relatos descrevem as regides de maior efeito de
promocdo de crescimento, o qual normalmente é atribuido, por diversos autores, a producao de
auxinas e giberelinas pela bactéria (Aradjo et al., 2010; Masciarelli et al., 2013).

Assim, bactérias promotoras de crescimento vegetal, quando presentes em quantidades
apropriadas nos tecidos da planta, afetam o desenvolvimento vegetal principalmente pela acdo de
auxinas (Perrig et al., 2007; Radwan et al., 2004). Esse horménio induz a sintese e ativacdo de
ATPases pré-existentes na membrana celular vegetal, reduzindo a rigidez da parede e favorecendo a
entrada de agua no protoplasma, e consequentemente a expansdo da célula (Taiz e Zeiger, 2013),
acarretando em incrementos na parte aérea das plantulas (Figura 3B, 3D, 3F, 4D, 5C e 7B).

A elevacdo nas médias de comprimento de planta (Figura 3B) evidenciam-se devido a
atividade hormonal ocasionada pela presenca de A. brasilense, principalmente devido a atividade de
auxinas (Masciarelli et al., 2013; Perrig et al., 2007). Esta atividade hormonal ocorre de maior forma
como dominancia apical nas plantulas de milho, promovendo alongamento da parte aérea e alteracao
no didmetro de colmo por intermédio da diferenciacdo vascular promovida pelo mesmo horménio

(Taiz e Zeiger, 2013), fato que elucida a elevacdo nas médias do diametro de colmo (Figura 3D e 7B).
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A causa dessas elevactes podem ser somadas ao efeito das giberelinas excretadas simultaneamente
as auxinas, (Perrig et al., 2007), atuando diretamente no alongamento e diviséo celular pela quebra
de reservas, sendo a principal delas o amido, reduzindo o potencial osmético no protoplasma,
permitindo a entrada de agua e expansao celular (Taiz e Zeiger, 2013).

Por outro lado, as ndo respostas da inoculacdo no acumulo de massa seca podem ser
atribuidos a incrementos em morfocaracteristicas da parte aérea, as quais podem ser alcancados sem
0 acompanhamento do acimulo de matéria seca na respectiva regido quando inoculado por bactérias
promotoras de crescimento, devido ao alongamento celular por mecanismo denominado como
turgescéncia vacuolar (Conceicdo et al., 2008).

Outro ponto a se considerar ao avaliar os resultados ligados ao A. brasilense no acumulo de
matéria seca na parte aérea, assim como para a estatura das plantas e comprimento de suas estruturas,
promovidas pelas diversas espécies de Azospirillum é o fato de que tais resultados dependem da
capacidade de interacdo entre o gendtipo da planta e a espécie bacteriana em questdo (Quadros et al.,
2014). Contudo, esses resultados sdo expressivos quando evidenciados, e usualmente séo reflexo do
incremento no acumulo radicular (Reis Junior et al., 2008).

Resultados ressaltam que os efeitos promovidos pela inoculagdo atuam tanto na parte aérea
(Figura 3B, 3D, 3F, 4D, 5C e 7B) como radicular das plantas, indicando a ampla a¢do do género
Azospirillum nos vegetais, e que o bom desenvolvimento aéreo € espelho da melhor distribuicao
radicular no solo (Oliveira et al., 2004). Deste modo, pulverizagdes na parte aérea podem agir de duas
formas distintas, tendo primeiramente sua atividade direta na parte aérea, promovendo alteragcdes nos
niveis hormonais e incrementando o crescimento.

Por outro lado, parte do elevado volume de calda pulverizada, necessario quando se trata de
microrganismos Vvivos, que ndo € interceptada pela planta chega ao solo, encontrando condi¢fes mais

adequadas de umidade e temperatura, e ambiente menos sujeito a oscilacdes, consequentemente
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facilita a instalacdo do A. brasilense. Este segundo mecanismo de acdo derivado da pulverizacdo em
parte aérea pode ser alavancado pelas boas condigdes resultantes do correto manejo conservacionista
do solo, presente no ambiente sob sistema de semeadura direta, sendo fator decisivo para a boa
instalacdo da bactéria (Bashan e Holguin, 1995; Quadros et al., 2014), e promovendo melhores
resultados para a inoculacdo em relacdo ao ambiente de semeadura convencional.

Por sua vez, as bactérias estando instaladas em ampla area do solo e tendo por caracteristica
serem endofiticas facultativas, podendo sobreviver sem hospedeiro (Baldani e Baldani, 2005), assim
restaria a elas apenas aguardar o desenvolvimento natural do sistema radicular da cultura, para iniciar
a associacao (Pedraza, 2008; Steenhoudt e VVanderleyden, 2000) e promover seus efeitos diretamente
na rizosfera (Bashan e Holguin, 1995), que refletem-se na parte aérea do vegetal, como verificado no
ambiente de semeadura direta (Figura 3B, 3D, 3F, 4D, 5C), sendo mais expressivo que no ambiente
de semeadura convencional (Figura 7B).

Desta forma, tanto inoculacdes como pulverizacdes possibilitam a consolidacdo dessas
bactérias na lavoura, onde levam a alteracGes nas camadas mais externas do cdrtex das raizes, tanto
em milho como trigo, devido a alta taxa de divisdo celular nestas extremidades (Baset Mia et al.,
2010). Aliando-se ao efeito de alongamento celular das auxinas (Taiz e Zeiger, 2013), essas alteracfes
promovem o alongamento das raizes, proliferacdo de raizes laterais e pelos radiculares, elevando a
area de contato raiz-solo (Glick, 1995).

Em plantas inoculadas com Azospirillum ocorrem também alteracGes na atividade das
membranas celulares, acarretando principalmente em alteracdes na morfologia radicular, com
incremento de matéria seca total do vegetal (Figura 3F e 5C) (Bashan et al., 2004). Este maior
crescimento vegetal é resultado do estimulo hormonal associado aos desvios de rotas metabolicas
(Neto et al., 2013) que fornecem aporte de mecanismos, nutrientes e agua, que estimulam o

crescimento e acumulo de massa seca em seus tecidos (Puente et al., 2009).
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O A. brasilense contribui para o aumento do sistema radicular principalmente pela formacéo
de raizes secundarias, proporcionando maior contato superficial raiz/solo (Oliveira et al., 2004). A
producdo de cadaverina (Perrig et al., 2007) é apontada como importante assistente neste
desenvolvimento radicular (Niemi et al., 2002). Este fator é liderado pela producdo de AIA (Radwan
et al., 2004, 2002; Tien et al., 1979), tendo também auxilio da atividade do 6xido nitrico no
desenvolvimento de pelos radiculares (Creus et al., 2005) incrementando o volume radicular (Moreira
et al., 2010) e capacidade de absorcdo de agua e nutrientes. Deste modo, os efeitos verificados no
ambiente sob sistema de plantio direto (Figura 3B, 3D, 3F, 4D, 5C) sdo provenientes da maior
atividade hormonal resultante de melhores condi¢es para sobrevivéncia das bactérias.

Valores mais elevados de volume do sistema radicular podem ser encontrados quando
realizada a inocula¢do com Azospirillum, seja em aplicac@es via semente (Quadros et al., 2014) ou
pulverizacgdes foliares (Neto et al., 2013). Esta caracteristica é importante em épocas de precipitacéo
restrita ou estresses hidricos que ocorrem naturalmente ao longo do dia, onde o maior volume
radicular mais elevado possibilita maior capacidade de absor¢do de dgua e nutrientes, culminando em
maior potencial de produgdo do milho (Quadros et al., 2014). Este mecanismo possivelmente teve
grande participacdo no periodo compreendido entre a Gltima dezena de outubro e 0 més completo de
novembro, onde houve redugéo da precipitacdo no ambiente de plantio direto (Figura 1), e entre o
final de novembro e todo o més de dezembro para 0 ambiente de semeadura convencional (Figura 2),
refletido na érea foliar (Figura 9D) na avaliagdo em R3.

Desta forma, fica em evidéncia que A. brasilense apresenta efeitos ao longo de todo o ciclo
da planta, devido a sua ampla distribuicdo no vegetal (Tortora et al., 2012) e excrecdo de substancias
promotoras de crescimento (Perrig et al., 2007), exibindo resultados positivos tanto quando aplicado

via semente como em pulverizacdo aérea (Figura 3B, 3D, 3F, 4D, 5C e 7B).
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A reducdo do percentual de impurezas, promovida por plantas que receberam pulverizagdo
foliar isolada e/ou inoculacdo das sementes aliada a pulverizacao foliar (Figura 6A), se deve ao efeito
sanitario de bactérias promotoras de crescimento vegetal. Sementes produzidas por plantas que
receberam inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae apresentam menor
incidéncia de fungos durante a germinacdo (Sousa et al., 2012). Desta forma, a reducéo de impurezas
baseia-se na melhor qualidade estrutural da espiga, assim como na reducgéo de gréos avariados.

O maior acumulo de P nas folhas no ambiente de média tecnologia (Figura 10), liga-se
automaticamente ao efeito de solubilizacdo de fosfato das estirpes AbV5 e AbV6. Contudo, varias
espécies pertencentes ao género Azospirillum sao negativas para biotestes de solubilizacao de fosfatos
(Perrig et al., 2007; Wang et al., 2012). Porém, é de conhecimento geral a baixa mobilidade do
elemento fdésforo no solo, o qual pode ser compensado pela maior exploracéo radicular, promovido
pela maior formacdo radicular (Baset Mia et al., 2010; Bashan et al., 2004), visto que em ambos
ambientes os teores de fésforo estavam altos (Tabela 1). O resultado oposto para 0 ambiente de alta
tecnologia relaciona-se com a influéncia negativa de agroquimicos, onde a interacdo com bactérias
ocasiona diversos efeitos prejudiciais para a populacdo do Azospirillum (Conceicéao et al., 2009;
Fernandes et al., 2012; Gomez et al., 1998; Omar and Abd-Alla, 1992; Procopio et al., 2011).

Todavia, melhores resultados na cultura do milho sdo encontrados quando é inoculada
populacdo de A. brasilense variando de 1 a 10 milhdes de células por sementes (Dobbelaere et al.,
2002), e no presente estudo aplicou-se aproximadamente 430000 células por sementes via inoculagédo
e 58000 células via pulverizacao foliar por planta. Desta forma, o0 avanco na tecnologia de inoculantes
que permita maiores concentracdes de bactérias € necessaria para melhores expressées dos resultados
promovidos pelo A. brasilense.

Apesar dos obstaculos até entdo descritos, quando inoculadas e/ou pulverizadas, as células

de A. brasilense ficam expostas diversos a fatores adversos quando fora do meio de cultura. Em
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organismo quiescente como a semente, a qual tende a absorver gua do meio por estar em estado
higroscépico (Marcos Filho, 2005) ou ambientes sujeitos a desidratacdo, como a folha, ha problemas
de desidratacdo das células bacterianas, com subsequente morte e reducdo da populacdo, sendo
imprescindivel boas condigdes climaticas e de umidade do solo no momento da aplicacao, seja via
semente ou foliar.

A utilizacdo de defensivos quimicos, via tratamento de sementes ou pulverizacdo foliar
também é empecilho a inoculacdo, pois apresenta efeitos negativos sobre a populacdo das bactérias
promotoras de crescimento vegetal. O aumento no tempo de geracéo e reducdo da fase log (Fernandes
et al., 2012; Gomez et al., 1998) ¢ efeito da interacdo com agroquimicos, que também suprimem o
crescimento, respiracdo (Omar e Abd-Alla, 1992) e a atividade da nitrogenase das bactérias (Procépio
etal., 2011), evidenciando a baixa interacdo entre os fatores estudados. A soma desses fatores, aliado
a auséncia de condicGes favoraveis como encontrado no ambiente sob sistema de plantio
convencional, acarreta na reducdo da populacdo original de A. brasilense inoculada (Conceicdo et al.,
2009), e portanto, seus efeitos benéficos.

O clima, tipo e manejo de solo, condi¢cdes e equipamentos utilizados no momento da
aplicacdo interferem na boa adaptacao das bactérias que estdo sendo inoculadas. Esses fatores podem
ocasionar variagdes nos resultados de acordo com o local (Quadros et al., 2014), atribuido ao fato que
a sobrevivéncia, seja na rizosfera, filoplano ou outras estruturas vegetais, é essencial para o sucesso
da inoculagdo (Bashan and Holguin, 1995).

Deste modo, em relagdo aos ambientes, condi¢cdes adequadas para a boa instalacdo e
sobrevivéncia inicial no campo das bactérias do género Azospirillum , seja por inoculacéo via semente
ou pulverizacdo, fazem grande diferenca para a expressao de seus resultados, como evidenciado no
ambiente de semeadura direta, onde a presenca de palhada sobre o solo ameniza a oscilagdo e

temperatura e mantém a umidade do solo, condig¢éo ausente no ambiente sob sistema de semeadura
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convencional. Por outro lado, em condi¢Ges mais adversas, como em semeadura convencional, o
tiametoxam desempenha melhor seu papel, proporcionando melhor desenvolvimento as plantas
tratadas com a molécula, como verificado nos resultados (Figura 7, 8, 9, 10 e 11), sendo também

encontrados em semeadura direta, porém com menor expressao.

3.5 Conclusdes

O tiametoxam promove incrementos morfométricos e de matéria seca na cultura do ciclo do
milho, influenciando positivamente a produtividade em sistema de plantio convencional, além de
reduzir a umidade e impurezas presentes na massa de graos.

Efeitos do A. brasilense sdo mais evidentes quando utilizada a inoculacdo via sementes
aliada a pulverizacdo foliar, com acréscimos morfometricos e de matéria seca.

A reducdo no teor de umidade, impurezas e descontos da massa de grdos, assim como
incrementos nos teores foliares de fosforo também sdo resultados da inoculacdo de sementes aliado a

pulverizagéo foliar com A. brasilense, contudo sem apresentar alteragdes na produtividade do milho.
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Tabela 1. Analise quimica de solo derivado dos ambientes experimentais de Corbélia — Parana e

Marechal Candido Rondon — Parana.

- . Local
Variavel Unidade Corbélia Marechal Candido Rondon
Ca** 4,51 4,84
Mg?* 1,79 1,44
K* 0,15 0,51
A3 cmolc dm 0,05 0,15
H+Al 4,54 6,69
SB 6,45 6,79
CTC 11,1 13,48
MO gdm? 33,96 27,34
\Y % 58,32 50,37
P mg dm?® 31,2 26,29
pH CaCl, 0,01 mol L? 6,23 4,75

P e K: Extrator Mehlich; Al, Ca e Mg: KCI 1 mol L'!; H+Al: pH SMP (7,5).

Tabela 2. Anélise microbioldgica de solo e de inoculante a base de A. brasilense coletados no
momento de instalagdo do experimento e/ou aplicacdo dos tratamentos nos locais experimentais de

Corbélia —Parana e Marechal Candido Rondon — Parana.

. Local
Substrato Unidade Corbélia Marechal Candido Rondon
Solo UFC g diazotroficos 2,00x10° 2,00x10°
Inoculagéo UEC mL-t 4,33x108 8,33x10’
Pulverizacdo A. brasilense 2,00x10’ 1,00x10’

UFC: Unidades formadoras de coldnia.
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Tabela 3. Quadro de analise de variancia e teste F baseado no quadrado médio dos atributos analisados

no ensaio. Corbélia — PR.

Fonte Variagdo Bioativador  Inoculagdo  Interacdo Média Erro  CV (%)
Morfometria estadio V8
Comprimento planta 392,00** 167,25** 64,08 85,37 32,65 6,69
Comprimento colmo 11,64* 16,52** 3,40 19,67 2,62 8,23
Diametro coleto 30,42** 19,73** 1,04 20,56 2,49 7,68
Matéria seca colmo 6,89** 3,51** 0,82 8,10 0,58 9,41
Matéria seca folhas 21,35** 4,73* 1,89 10,76 1,63 10,02
Matéria seca total 52,50** 16,27** 5,02 18,87 3,21 9,50
Area foliar 42,15 28,00 8,27 34,77 11,31 9,68
Morfometria estadio Vt
Comprimento planta 385,03* 129,03 80,11 253,90 61,54 3,09
Comprimento colmo 220,50 54,79 59,50 210,06 59,94 3,69
Diametro coleto 24,32* 13,37 6,29 31,79 5,40 7,31
Matéria seca colmo 4359,21** 703,92 287,76 118,29 352,48 15,87
Matéria seca folhas 281,85** 78,37* 19,70 45,24 22,74 10,54
Matéria seca total 6857,96** 1248,5 450,10 163,53 536,04 14,16
Area foliar 1134,37* 269,23 324,83 101,92 171,40 12,85
Morfometria estadio R3
Comprimento planta 13,78 19,86 58,11 258,21 93,26 3,74
Comprimento colmo 28,12 10,83 180,45 210,50 71,91 4,03
Diametro coleto 71,10** 7,09 2,67 30,64 7,52 8,95
Matéria seca colmo 398,6 590,05 138,67 118,49 267,23 13,80
Matéria seca folhas 171,49* 51,97 15,49 48,86 30,75 11,35
Mateéria seca total 6788,16** 2691,76* 1023,43 270,23 709,44 9,86
Area foliar 250,09 142,14 47,41 110,86 158,24 11,35
Teor foliar de nutrientes
Nitrogénio 4,74 0,77 4,24 27,94 5,12 8,10
Fosforo 0,16 0,01 0,10 2,88 0,08 10,06
Potassio 1,22 11,63 33,22 21,28 13,46 17,24
Teor de nutrientes nos graos
Nitrogénio 2,35 1,09 0,74 10,77 0,80 8,32
Fosforo 0,11 0,03 0,02 2,71 0,03 6,49
Potassio 0,03 0,03 0,08 5,76 0,04 3,67
Componentes de producéo e produtividade
Comprimento espiga 0,03 0,12 0,25 18,77 0,15 2,13
Diametro espiga 0,25 0,52 0,16 49,26 0,73 1,75
Fileira de graos 0,005 0,02 0,55 14,15 0,24 3,48
Graos por fileira 1,11 0,07 1,26 42,03 0,58 1,82
Massa mil gréos 6,28 90,04 177,18 295,35 77,52 2,98
Impurezas 3,51** 0,55 1,29** 1,20 0,23 40,40
Umidade 0,39 5,08** 1,97 21,48 0,81 4,21
Descontos 2,77 8,51** 3,20 9,76 1,15 11,01
Produtividade 0,004 1,34 0,22 13,91 0,56 5,39
indice colheita 0,01 0,0007 0,005 0,50 0,002 10,20

**significativo a 1% pelo teste F; *significativo a 5% pelo teste F; CV

: coeficiente de variacéo.
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Tabela 4. Quadro de analise de variancia e teste F baseado no quadrado médio dos atributos analisados
no ensaio. Marechal Candido Rondon — PR.

Fonte Variagdo Bioativador  Inoculagdo Interagéo Média Erro  CV (%)
Morfometria estadio V8
Comprimento planta 276,12** 49,54* 13,04 109,81 16,07 3,65
Comprimento colmo 38,28** 4,86 2,11 28,40 3,18 6,28
Diametro coleto 5,20 11,69* 5,87 24,65 2,83 6,83
Matéria seca colmo 4,46* 1,81 1,37 5,62 0,93 17,15
Matéria seca folhas 10,49* 4,57 1,47 10,28 1,83 13,17
Matéria seca total 28,65* 11,99 5,67 15,90 5,24 14,39
Area foliar 99,95* 29,27 9,75 33,44 1453 11,40
Morfometria estadio Vt
Comprimento planta 712,53* 27,19 49,36 224,21 132,59 5,14
Comprimento colmo 603,78* 10,44 10,61 184,90 130,56 6,18
Diametro coleto 34,44 9,57 11,29 30,61 7,17 8,75
Matéria seca colmo 2213,12** 91,78 242,49 88,54 126,51 12,7
Mateéria seca folhas 360,12** 32,50 54,30 46,12 20,74 9,87
Matéria seca total 4358,74** 224,89 522,41 134,66 230,82 11,28
Area foliar 2293,06** 200,03 377,13 116,43 186,84 11,74
Morfometria estadio R3
Comprimento planta 157,53 34,36 32,28 250,90 52,87 2,90
Comprimento colmo 136,12 14,45 30,45 219,93 47,06 3,25
Diametro coleto 31,60* 2,91 1,55 28,90 4,39 7,25
Matéria seca colmo 1778,31** 78,59 37,61 103,04 199,68 13,71
Mateéria seca folhas 213,15** 41,81 10,65 46,62 20,49 9,71
Mateéria seca total 3943,16* 421,59 192,70 256,74 762,23 10,75
Area foliar 1280,43** 265,43* 48,64 104,46 85,80 8,87
Teor foliar de nutrientes
Nitrogénio 0,59 3,91 3,28 26,82 2,40 5,78
Fosforo 0,0009 0,24 0,30* 3,44 0,84 8,45
Potassio 4,03 4,76 1,96 17,80 3,14 9,96
Teor de nutrientes nos graos
Nitrogénio 0,004 1,16 0,24 11,87 0,96 8,25
Fosforo 0,01 0,03 0,003 2,73 0,06 9,01
Potassio 0,01 0,11 0,07 5,94 0,07 4,61
Componentes de producéo e produtividade
Comprimento espiga 0,36 0,08 1,27 47,48 1,16 2,27
Diametro espiga 0,06 0,31 0,12 18,96 0,28 2,82
Fileira de graos 0,005 0,32 0,06 14,57 0,19 3,04
Graos por fileira 0,43 0,27 0,13 45,27 0,37 1,34
Massa mil gréos 0,004 113,58 12,74 284,73 98,44 3,48
Impurezas 0,51 2,36 3,06 1,72 1,32 66,49
Umidade 6,47* 2,31 2,85 9,81 1,03 10,35
Descontos 0,51 2,36 3,06 1,72 1,32 66,49
Produtividade 27,59** 1,09 0,71 13,84 1,42 8,59
indice colheita 0,004 0,001 0,004 0,55 0,004 11,42

**significativo a 1% pelo teste F; *significativo a 5% pelo teste F; CV: coeficiente de variag&o.
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Figura 1. Precipitacdo, temperatura méxima, minima e média no periodo compreendido entre agosto

de 2013 a janeiro de 2014. Corbélia — PR
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Figura 2. Precipitacdo, temperatura maxima, minima e media no periodo compreendido entre

setembro de 2013 a fevereiro de 2014. Marechal Candido Rondon — PR.
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Figura 3. Atributos morfométricos e acimulo de massa da cultura do milho no estadio V8 submetida
ao tratamento de sementes com tiametoxam, inoculagdo via semente e/ou pulverizacdo foliar de
Azospirillum brasilense AbV5+AbV6. Corbélia — PR. Colunas seguidas de letras distintas diferem

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 4. Atributos morfométricos e acimulo de massa da cultura do milho no estadio Vt submetida
ao tratamento de sementes com tiametoxam, inoculagdo via semente e/ou pulverizacdo foliar de
Azospirillum brasilense AbV5+AbV6. Corbélia — PR. Colunas seguidas de letras distintas diferem

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 5. Atributos morfométricos e acimulo de massa da cultura do milho no estadio R3 submetida
ao tratamento de sementes com tiametoxam, inoculacdo via semente e/ou pulverizacdo foliar de
Azospirillum brasilense AbV5+AbV6. Corbélia — PR. Colunas seguidas de letras distintas diferem

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 6. Porcentagem de impurezas, teor de umidade, porcentagem de descontos, indice de colheita
e produtividade da cultura do milho submetida ao tratamento de sementes com tiametoxam,
inoculagéo via semente e/ou pulverizacéo foliar com Azospirillum brasilense AbV5+AbV6. Corbélia
— PR. Colunas seguidas de letras distintas, maitsculas para tratamento de sementes com tiametoxam
e minusculas para inoculacdo via semente e/ou pulverizacdo foliar de Azospirillum brasilense

AbV5+AbV6, diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 7. Atributos morfométricos e acuimulo de massa da cultura do milho no estadio V8 submetida
ao tratamento de sementes com tiametoxam, inoculacdo via semente e/ou pulverizacdo foliar de
Azospirillum brasilense AbV5+AbV6. Marechal Candido Rondon — PR. Colunas seguidas de letras

distintas diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 8. Atributos morfométricos e acimulo de massa da cultura do milho no estadio Vt submetida
ao tratamento de sementes com tiametoxam, inoculacdo via semente e/ou pulverizacdo foliar de
Azospirillum brasilense AbV5+AbV6. Marechal Candido Rondon — PR. Colunas seguidas de letras

distintas diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 9. Atributos morfométricos e acimulo de massa da cultura do milho no estadio R3 submetida
ao tratamento de sementes com tiametoxam, inoculacdo via semente e/ou pulverizacdo foliar de
Azospirillum brasilense AbV5+AbV6. Marechal Candido Rondon — PR. Colunas seguidas de letras

distintas diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 10. Teor de fésforo no tecido foliar da cultura do milho submetida ao tratamento de sementes
com tiametoxam, inoculagdo via semente e/ou pulverizagdo foliar de Azospirillum brasilense
AbV5+AbV6. Marechal Candido Rondon — PR. Colunas seguidas de letras distintas, maidsculas para
tratamento de sementes com tiametoxam e minusculas para inoculacgao via semente e/ou pulverizacdo
foliar de Azospirillum brasilense AbV5+AbV6, diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro.
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Figura 11. Teor de umidade e produtividade da cultura do milho submetida ao tratamento de sementes
com tiametoxam, inoculacdo via semente e/ou pulverizacdo foliar de Azospirillum brasilense
AbV5+AbV6. Marechal Candido Rondon — PR. Colunas seguidas de letras distintas diferem pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo de tiametoxam no tratamento de sementes apresenta toxidade ao A.
brasilense, ocasionando reducdo da sua populacdo. Contudo, mesmo na presenca do
bioativador, a inoculacdo de sementes com A. brasilense resulta em incrementos significativos
na qualidade fisiologica de plantulas de milho.

A dose de 28 mg de tiametoxam por 60.000 sementes quando combinada com a
inoculacdo com A. brasilense, atua sinergicamente, apresentando melhores resultados de
crescimento radicular e parte aérea no crescimento inicial das plantulas.

Em campo, o tiametoxam promove incrementos na morfometria e acimulo de matéria
seca ao longo do ciclo do milho, influenciando positivamente a produtividade de grdos em
condicdes maiores de estresse, assim como reduz a umidade e impurezas da massa de graos de
milho.

A utilizacdo conjunta da inoculacdo via semente com a pulverizacdo foliar de A.
brasilense eleva o crescimento e acumulo de matéria seca em 6rgdos da parte aérea do milho,
sendo essas alteracdes dependentes das condi¢fes climaticas. Reducdo no teor de umidade,
impurezas e descontos da massa de graos, assim como incrementos dos teores foliares de
fosforo sdo resultados da inoculacdo com A. brasilense, contudo sem apresentar alteracdes na
produtividade do milho.

A combinagdo das tecnologias de bioativadores e bactérias promotoras de
desenvolvimento vegetal podem ser efetuadas, visto que ambas apresentam resultados positivos

no potencial produtivo da cultura do milho.
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