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RESUMO

DESEMPENHO AGRONOMICO DO MILHO EM RESPOSTA A INOCULACAO
COMBINADA COM Azospirillum brasilense E Herbaspirillum seropedicae ASSOCIADA A
ADUBAQAO NITROGENADA

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o desenvolvimento e a
produtividade do milho em resposta a inoculacdo combinada das bactérias A. brasilense e H.
seropedicae em associacdo a adubacdo nitrogenada. O experimento foi conduzido em
delineamento experimental de blocos ao acaso em esquema fatorial 4 x 5, com quatro
repeticbes. O primeiro fator constitui-se da inoculagcdo das sementes: testemunha sem
inoculacdo, estirpe de A. brasilense (Ab-V5), estirpe de H. seropedicae (SmR1) e a
combinacéo das estirpes (Ab-V5 + SmR1); e o segundo fator das doses de nitrogénio (N): 0,
40, 80, 120 e 160 kg ha™ de N. Foram avaliadas as variaveis biométricas diametro basal do
colmo, altura de planta, massa seca de parte aérea e area foliar; teor de NPK nas folhas e
gréos; e os componentes da producdo altura de insercdo, comprimento de espiga, diametro de
espiga, numero de fileiras por espiga, numero de grdos por fileira, massa de espiga e
produtividade. Verificou-se que ndo houve interacdo entre os fatores em estudo, tendo sido
observado efeito positivo da inoculagdo quanto ao desenvolvimento e producao da cultura do
milho, especialmente com a inoculagcdo combinada das estirpes, que proporcionou incremento
na produtividade da cultura de 922 kg ha™ em relacéo & testemunha. A aplicacdo de doses
crescentes de N em cobertura proporcionou incremento no crescimento e produtividade do
milho até a dose de 160 kg ha™ de N de forma independente. Quanto & anélise de nutrientes,
foi verificado efeito da inoculacdo apenas sobre os teores de N nos gréos e de P foliar,

enguanto a adubacéo nitrogenada influenciou apenas o teor de P foliar.

Palavras-chave: Zea mays L., bactérias diazotroficas, teor de N foliar



ABSTRACT

AGRONOMIC PERFORMANCE OF CORN IN RESPONSE TO COMBINED
INOCULATION WITH Azospirillum brasilense AND Herbaspirillum seropedicae
ASSOCIATED WITH NITROGEN

The aim of this work was to evaluate the development and productivity of maize in
response to combined of bacteria Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae in
association with nitrogen fertilization. The experimental design was a randomized complete
block with four replications and treatments arranged in a 4x5 factorial. The first factor is from
the inoculation of seeds: non-inoculated, strain of Azospirillum brasilense (Ab-V5), strain of
Herbaspirillum seropedicae (SmR1) and the combination of strains (Ab-V5+SmR1); and the
second factor of nitrogen (N) rates: 0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™ of N. Were evaluated
biometric variables: basal diameter stem, plant height, shoot dry weight and leaf area; NPK
content in leaves and grains; and production components: height of ear height, ear length, ear
diameter, number of rows per ear, number of grains per row, weight of ear and productivity.
There was no interaction between the factors under study, and was observed a positive effect
of inoculation on the development and production of maize, especially with combined
inoculation of strains, wich resulted in increased crop yield of 922 kg ha® compared to
control. The application of increasing doses of N provided increased growth and productivity
of maize until the dose of 160 kg ha™ de N. Inoculation effect was observed only on the levels
of N in leaf and P in grain, while the nitrogen fertilization only influenced the P content of
leaf.

Key-words: Zea mays L., diazotrophs, leaf N content.
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1 INTRODUCAO

O milho é o principal cereal produzido no Brasil e tem importante papel no
agronegocio brasileiro, com acréscimos continuos da area plantada e da produtividade.
Participa como matéria-prima na fabricacdo de uma ampla gama de produtos, destacando-se
também na producéo de alcool combustivel.

O nitrogénio (N) é considerado um dos principais fatores de produgéo envolvidos no
incremento da produtividade e do teor protéico dos grdos de milho, sendo que a adubagéo
nitrogenada tornou-se uma pratica imprescindivel para a cultura visando elevados
rendimentos. No entanto, a producdo industrial de fertilizantes € um processo energeticamente
caro que acarreta alto custo para o produtor, pois os fertilizantes nitrogenados representam
75% dos custos da adubacgdo do milho, o que corresponde a cerca de 40% dos custos totais de
producdo da cultura (MACHADO et al., 1998).

Mundialmente fatores como o aumento na demanda por alimentos, o esgotamento dos
recursos ndo-renovaveis envolvidos na producéo de fertilizantes e a conscientizacéo ecoldgica
com relacdo aos problemas do uso inadequado e abusivo dos fertilizantes quimicos, tém
levado a pesquisa e desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas a exploracdo agricola,
visando um sistema de producdo mais sustentavel. Neste sentido, a associacdo entre bactérias
diazotréficas ou fixadoras de N e gramineas tem se destacado, pois além da fixagdo biolégica
do N, tais bactérias promovem incrementos significativos no desenvolvimento radicular das
plantas, resultando em melhor desenvolvimento e aumento no rendimento das culturas
(BALDANI et al., 1997).

No Brasil, estudos pioneiros com bactérias diazotréficas em espécies da familia
Poaceae tém mostrado grande diversidade de microrganismos isolados das mais diversas
espécies de plantas forrageiras e cereais, com destaque para as bactérias dos géneros
Azospirillum e Herbaspirillum, que constituem os dois géneros mais estudados atualmente.

Nas condicOes brasileiras, considerando a reposicdo parcial do fertilizante nitrogenado
(50%) requerido por culturas como o milho e o trigo, a eficiéncia de utilizacdo dos
fertilizantes nitrogenados pelas plantas e o preco médio tradicional dos fertilizantes no
mercado nacional a US$ 1 por kg de N, estima-se que o uso dos inoculantes contendo estirpes
selecionadas de Azospirillum brasilense pode resultar em uma economia estimada de US$ 2
bilhdes por ano (HUNGRIA, 2011). No entanto, ha necessidade de mais estudos a respeito da

combinacdo de estirpes de diferentes espécies e da interacdo da adubacdo nitrogenada com a
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pratica da inoculacdo, visando desenvolver inoculantes que tornem viavel a substituicédo, total
ou parcial, da adubacdo mineral com N em gramineas de interesse agricola.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento e a
produtividade do milho em resposta a inoculagcdo combinada das bactérias A. brasilense e H.

seropedicae em associacao a adubacéo nitrogenada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € uma graminea da familia Poaceae cultivada mundialmente
em amplo territorio. Originalmente americano, o primeiro contato do milho com o homem
europeu ocorreu por ocasifo da descoberta da América em 1942 (BOREM, 2005).

O milho atingiu elevado estagio de domesticacdo, sendo dependente da intervengdo
humana para sobreviver, pois seus 0rgaos vegetativos sdo tipicamente anuais e suas sementes
germinam logo apos serem formadas sob condi¢des favoraveis, além de ndo se desprenderem
naturalmente das espigas, formando logo ap6s a emergéncia um aglomerado de plantulas onde
é muito grande a concorréncia matua (FORNASIERI FILHO, 1992).

Existem diversas teorias a respeito da origem do milho, no entanto, apesar de
hipdteses conflitantes, atualmente considera-se que o milho consiste em uma versdo
domesticada de seu parente silvestre mais proximo, o teosinto, pois evidéncias genéticas e
citoldgicas demonstram que o milho e o teosinto sdo bem aparentados (BOREM, 2005).

A érea total cultivada com milho no Brasil na safra 2010/11 alcancou 13,84 milhdes
de hectares (ha), apresentando crescimento de 6,5% em relacdo a safra anterior. Ja para a safra
de milho 2011/2012, segundo levantamento preliminar da Conab (2011), a perspectiva é boa,
com previsdo de aumento de area devido ao estimulo provocado pelos bons precos de
mercado que se mantiveram praticamente estaveis em plena colheita da Segunda Safra. A
previsdo para o total da area cultivada com milho na safra 2011/2012 é estimada em 14,33
milhdes de ha. Com base nesta previsdo serdo cultivados aproximadamente 500 mil ha a mais
com milho em relacédo a area da safra passada. Ja a producéo brasileira de milho esperada para
a safra 2011/12 devera situar-se em cerca de 58,16 milhdes de toneladas.

A producdo de milho visa atender os mais variados mercados e, embora a maior
parcela do produto no Brasil ainda seja destinada a alimentagdo animal, visando & producéo
de racOes para aves e suinos, 0 milho também € muito utilizado na industria alimenticia para a
fabricacdo de o¢leo comestivel, farinhas, cereais matinais, salgadinhos e adocantes
(PEDRINHO, 2009).

A perspectiva global é de aumento na demanda e no prego do produto, ja que o milho
vem ganhando espaco também em outros setores, como na producdo de plastico

biodegradavel a base de amido de milho (DA ROZ, 2003) e no setor de biocombustiveis,
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visando a substituicdo do petréleo, um recurso poluidor e ndo renovavel, cujos precos
tenderdo a alcangar patamares inacessiveis para a maioria da populagdo em poucos anos
(LASCA et al., 2005). Além disso, o Protocolo de Kyoto e os programas de agroenergia estdo
promovendo o crescimento da demanda de alcool-combustivel, sendo o milho considerado
matéria-prima imprescindivel para essa nova caminhada. Neste sentido, os EUA possuem
meta de produzir 36 bilhdes de litros de alcool em 2012, o que significa um consumo de cerca
de 100 milhdes de toneladas de milho (FLORIANI, 2010).

O milho é uma das plantas que mais armazenam energia na natureza, pois constitui
uma grande e eficiente “fabrica” de energia, composta pelas suas raizes, folhas, colmo e
partes florais, armazenando quantidades enormes de energia em um produto concentrado, 0
grdo de milho. Através dessa eficiente “fabrica” de energia torna-se possivel o surgimento de
uma planta, geralmente com mais de 2,0 m de altura, em cerca de 9 semanas partindo-se de
uma semente com pouco mais de 0,3 g que produzird nos meses seguintes cerca de 1000
sementes iguais a que Ihe deu origem (EMBRAPA, 1996).

O milho possui elevado potencial produtivo e acentuada habilidade fisioldgica na
conversdo de carbono mineral, representado pelo CO, atmosférico, em compostos organicos,
mediante utilizacdo de energia gerada pela captacdo da luz. A grande eficiéncia de
transformacéo de energia luminosa em energia quimica deve-se ao processo fotossintético do
tipo C4, que favorece a concentracdo continua de CO, em células que circundam os feixes
vasculares. As plantas com fotossintese C4 também séo favorecidas pela reduzida perda de
CO; na luz (fotorrespiracdo) e baixo consumo de agua por unidade de massa seca produzida.
Além disso, nas plantas C4 ha uma maior proximidade entre os feixes vasculares e as células
produtoras de carboidratos da bainha vascular das folhas, resultando em eficiente transporte
de materiais produzidos e acumulados nas folhas em direcdo aos grdos em formacéo
(FORNASIERI FILHO, 1992).

2.2 Importancia do nitrogénio e a adubacao nitrogenada

Dentre os diversos nutrientes essenciais ao desenvolvimento e crescimento das
plantas, destaca-se o N, pelas suas funcOes relevantes na producéo e sintese de aminoacidos.
O N pode ingressar no sistema solo-planta por deposices atmosféricas, fixacdo biologica —
simbidtica ou ndo, e adubagdes quimicas ou orgénicas, porém a sua dindmica € muito

complexa em funcdo de interagfes com ar, solo, plantas e microrganismos do solo. Apresenta-
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se em quantidades insuficientes na quase totalidade de nossos solos, onde pode ser encontrado
predominantemente ligado a compostos organicos (98% do total), constituindo também
residuos de plantas, animais e microrganismos (EMBRAPA, 1996).

Como constituinte essencial dos aminoacidos, o N é necessario para a sintese protéica
estando presente em um elevado numero de compostos organicos, como nucleotiedos,
fosfatideos, alcaloides, diversas enzimas, horménios e vitaminas (FORNASIERI FILHO,
1992). Assim, as principais reages bioquimicas em plantas e microrganismos envolvem a
presenca do N, o que o torna um dos elementos absorvidos em maior quantidade por plantas
cultivadas (CANTARELLA, 2007). O N é também integrante da molécula de clorofila, dessa
forma, plantas bem nutridas em N apresentam crescimento vegetativo intenso e coloragédo
verde-escura (TANAKA et al., 1997).

A deficiéncia de N nas plantas manifesta-se na fase de crescimento intenso, através da
coloracdo verde-palida das folhas novas e clorose nas folhas velhas que se tornam amareladas
no sentido do apice para o centro, seguindo a nervura central e tomando a forma de um V
invertido. No caso do fornecimento excessivo de N a planta aumenta a sintese de proteinas e a
formacdo de novos tecidos, usando a maior parte dos carboidratos na elaboracdo de proteinas
e aminoacidos. Em consequéncia, os tecidos apresentam uma coloracdo verde-escura e
consisténcia mais tenra, aumentando o perigo de acamamento e a suscetibilidade as
adversidades climéticas e doengas foliares, além de retardar a maturacdo (FORNASIERI
FILHO, 1992).

O fertilizante nitrogenado é o principal veiculo de adicdo de N nos agrossistemas € um
dos insumos de maior importancia em funcdo do seu papel no desempenho produtivo dos
vegetais e no atendimento da demanda por alimentos (LOPES, 2007). Avalia-se que 0S
fertilizantes nitrogenados comercializados atualmente sejam responsaveis por sustentar um
terco da populacdo mundial. Porém a expectativa de aumento populacional, e consequente
aumento na demanda por alimentos, aliada ao esgotamento das fontes de energia néo-
renovavel prevista para os proximos 50 anos sdo fatores que preocupam devido a limitagdo na
producéo de adubos (LOPES, 2007). O Brasil, particularmente, ndo atende a sua demanda por
adubo nitrogenado necessitando importar o produto e, caso ndo ocorram investimentos no
segmento de producdo de fertilizantes, a dependéncia das importagdes pode chegar a 75-80%
nos proximos 10 anos (FRANCO e NETO, 2007).

Atualmente, dos fertilizantes nitrogenados produzidos no mundo, 99% séo fabricados
com base na amonia (NHs), obtida da fusdo entre os gases N e hidrogénio, sendo necessarias

cerca de 1,3 toneladas de combustivel fossil para fixar 1 tonelada de N em condi¢des de alta
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pressdo (35 a 100 Mpa) e temperatura (300 a 400°C) através de um processo conhecido como
Haber-Bosch (MARIN et al., 2010). O N utilizado neste processo provem do N, atmosférico
que constitui aproximadamente 78% dos gases da atmosfera, ja o hidrogénio (H,) pode ser
obtido de diversas fontes de matérias-primas e combustiveis, sendo o gés natural o mais
expressivo em funcdo da maior eficiéncia energética e do menor custo de capital, sendo
responsavel por 75% da amonia produzida no mundo (LOPES, 2007).

Além do alto custo energético envolvido na fabricagdo dos fertilizantes nitrogenados,
existe também um elevado custo ambiental relacionado a utilizacdo deste insumo, pois 0 N é
um dos elementos mais frequentemente associados com o manejo inadequado e poluicao
ambiental. Cerca de 50% dos adubos nitrogenados aplicados ao solo sdo perdidos para o
ambiente (POTAFQS, 1998), contaminando o solo e os mananciais hidricos.

O N é absorvido pelas plantas nas formas nitrica (NO3") e amoniacal (NH4"), sendo a
forma nitrica a mais absorvida pelos vegetais (WILLIAMS e MILLER, 2001). As principais
fontes de nitrato sdo a matéria organica, através do processo de mineralizacdo, e os adubos
que contém este sal. A forma nitrica é pouco retida pelos coléides, sendo facilmente lixiviada
pelas &guas da chuva, por isso se recomenda aplicar o N parceladamente, especialmente em
solos arenosos e no caso da utilizacdo de doses elevadas, visando seu melhor aproveitamento
pelas plantas. J& 0 amdnio pode originar-se do adubo mineral, da passagem da amina para a
nitrificacdo, ou através da simbiose com vegetais da familia das leguminosas. A forma
amoniacal apresenta a vantagem de ser retida pelas cargas negativas dos coléides do solo
retardando sua movimentacdo e, consequentemente, a perda por lixiviagio (EMBRAPA,
1996; TANAKA et al., 1997).

Como o N presente no solo apresenta-se preponderantemente na forma organica, é
necessario para sua liberagdo e absorcdo pelas plantas que haja a mineralizacdo, processo que
envolve a participacdo de microrganismos heterotroficos que requerem carbono como fonte
de energia. A decomposicdo da MO é regulada principalmente pela relacdo C/N do material
fazendo com que haja imobilizacdo ou liberacdo de N pelos microrganismos. O produto final
da mineralizagdo é o aménio (NH4") que pode ser oxidado a nitrito (NOy) e nitrato (NO3)
(EMBRAPA, 1996).

O fertilizante aplicado ao solo estd também envolvido nas vérias rea¢cdes do N no solo,
0 que torna complexa a determinacdo da quantidade exata de N a ser aplicada j& que sua
disponibilidade no solo é um processo dindmico e varia com as mudancas no teor de umidade
e temperatura do solo, tipo de fertilizante, ocorréncia de doencas, pragas e plantas daninhas e

praticas de manejo da cultura. Sob condi¢cBes de campo, sabe-se que a recuperacdo do N
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fertilizante pela cultura raramente ultrapassa 50%, sendo as perdas de N representadas
principalmente pelos processos de desnitrificacdo e/ou volatilizagdo da amoénia (YAMADA,
2000).

2.3 Adubacéo nitrogenada na cultura do milho

O milho é uma cultura que remove elevada quantidade de N e usualmente requer o0 uso
de adubacdo nitrogenada em cobertura para complementar a quantidade suprida pelo solo
guando se deseja elevar o rendimento da cultura. Resultados de experimentos conduzidos no
Brasil, sob diversas condi¢des de solo, clima e sistemas de cultivo, mostram resposta
generalizada da cultura a adubacdo nitrogenada. Em geral, 70 a 90 % dos ensaios de adubacéo
com milho realizados em campo no Brasil apresentaram respostas a aplicacdo de N
(EMBRAPA, 2012).

O rendimento da cultura do milho resulta da interacdo de um conjunto de fatores
edafoclimaticos apropriados ao seu desenvolvimento, assim, para a cultura atingir respostas
progressivas a elevadas adubacbes, os demais fatores de producdo devem estar em niveis
Otimos. Portanto, um solo rico em nutrientes teria pouco ou quase nenhum significado para a
cultura se estiver submetido a condi¢cdes climéaticas adversas ou apresentar caracteristicas
fisicas inadequadas (FORNASIERI FILHO, 1992). Além disso, 0 conhecimento da absorgao
e do acumulo de nutrientes nas diferentes fases de desenvolvimento da planta € importante,
pois permite determinar as épocas em que 0s elementos sdo exigidos em maior quantidade e
corrigir as deficiéncias que porventura venham a ocorrer durante o desenvolvimento da
cultura (BULL, 1993).

O N, responsavel pelo aumento da produtividade e da proteina dos grdos de milho, € o
unico entre os nutrientes minerais que pode ser absorvido pelas plantas em duas formas
distintas, tanto na forma de anion NOs” como na forma de cation NH," (YAMADA, 2000). Na
cultura do milho, o N absorvido nas formas quimicas citadas deve sofrer um processo de
reducdo, conhecido como reducdo assimilatoria do nitrato, para ser incorporado aos
compostos organicos de carbono, tais como os diversos aminoacidos formadores de proteinas,
enzimas e coenzimas (MALAVOLTA et al., 1997).

Os fatores que contribuem para o aumento na produtividade do milho, com a elevacéo
das doses de N, séo representados pelo crescimento do sistema radicular e aumento do

comprimento da espiga e do nimero de espigas por planta (BULL, 1993). A massa da espiga
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e 0 nimero de plantas com duas espigas crescem com o fornecimento de N; pequenas doses
do elemento aplicadas precocemente (antes que a planta atinja 20 cm) proporcionam aumento
no nimero de grdos por espiga (PATERNIANI, 1987).

O N torna-se importante para a planta de milho a partir do momento em que ela
apresenta quatro folhas totalmente expandidas, pois esta é a fase em que o sistema radicular
em desenvolvimento ja demonstra consideravel porcentagem de pelos absorventes e
ramificagbes diferenciadas, sendo a adicdo de N um estimulo a sua proliferacdo, com
consequente desenvolvimento da parte aérea. No entanto, é durante o florescimento,
caracterizado pela exteriorizacdo do pendao e dos estigmas da espiga, que ocorre a definicdo
do numero de grdos por espiga e do potencial de producdo (YAMADA, 2000), muito
influenciados pelo fluxo de fotoassimilados que ocorre durante este periodo. Quando ndo ha
outros fatores limitantes, a maior disponibilidade de N aumenta o potencial da planta em
definir maior nimero de grédos por espiga e, consequentemente, maior potencial produtivo.

Yamada (1995) citou que a adubacdo nitrogenada tem boa probabilidade de respostas
a0 uso de 30-40 kg ha™ de N na adubago de semeadura, com cobertura nitrogenada feita aps
a semeadura e sendo recomendavel uma segunda cobertura em solos de textura mais arenosa,
visando assim, menores perdas e consequentemente maior disponibilidade de N para as

plantas.

2.4 Fixacdo bioldgica de nitrogénio e bactérias diazotroficas

A fixacdo bioldgica de N atmosférico (FBN) é um dos mais importantes processos
conhecidos na natureza, contribuindo com a maior parte do N fixado anualmente na Terra,
aproximadamente 175 milhdes de toneladas, ou seja, cerca de 65% do total. Tal proporcdo faz
deste processo bioldgico o segundo mais importante do planeta depois da fotossintese,
juntamente com a decomposicao organica (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). O N atmosférico
pode também ser fixado por outros processos naturais, ndo biolégicos, como 0s que ocorrem
com a emissdo de raios, na combustdo e nas manifestacdes vulcanicas. No entanto, tais
processos tem pequena expressdo em relagdo ao total que precisa retornar ao solo para manter
equilibrado o balanco do N no ecossistema (LOPES, 2007).

O N gasoso (N>), apesar de compor 78% dos gases atmosféricos, encontra-se em uma
forma quimicamente muito estavel e, por este motivo, sua pronta assimilacéo pela maioria dos

seres vivos é limitada, sendo possivel apenas para alguns microrganismos procariotos,
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denominados fixadores de N ou diazotréficos (BALDANI et al., 2009). Estes microrganismos
diazotréficos sdo responséveis pelo rompimento da tripla ligacdo do N, e sua reducdo a
amonia (NH3), uma forma prontamente assimildvel presente em compostos organicos
constituintes de seres vivos e, a partir dai, em formas reativas organicas e inorganicas vitais
em sistemas bioldgicos. O processo de reducdo de N, a NHj torna-se possivel nestes
microrganismos em funcdo da presenca de um complexo enzimatico chamado nitrogenase
(CANTARELLA, 2007).

Considerando as condicBes energéticas e o alto poder redutor necessarios para a
quebra da ligacdo tripla entre as duas moléculas de N na forma gasosa, 0 processo de
formacdo do complexo nitrogenase ativo requer a expressdo de um conjunto de genes,
denominados genes nif (“nitrogen fixation”). O complexo enzimatico conhecido como
nitrogenase pode ser descrito como um sistema de dois componentes do tipo metalo-proteina:
uma FeMo-proteina, na qual o cofator de FeMo fornece o sitio ativo para a reducdo do
substrato, e uma Fe-proteina, que acopla a hidrolise de ATP para transferéncia de elétrons
durante a reagdo. Além das proteinas estruturais, 0 complexo nitrogenase também apresenta
diversos centros metélicos (BALDANI et al., 2009).

Algumas caracteristicas funcionais da nitrogenase confirmam a hipotese de que os
genes nif evoluiram a partir de genes envolvidos em processos de detoxificacdo de gases
toxicos presentes na atmosfera terrestre ancestral (FANI et al., 2000), pois trata-se de uma
enzima que apresenta baixa especificidade por substrato, sendo também capaz de reduzir
outras moléculas com ligacgdes triplas. Além disso, 0 complexo nitrogenase apresenta elevada
sensibilidade a diversos agentes oxidantes, evidenciando que este complexo enzimatico
evoluiu em condi¢des ambientais livres de elementos como 0 O,, 0 qual é limitante para uma
eficiente transformacdo do N, atmosférico em moléculas de aménia (NORMAND e
BOUSQUET, 1989).

2.5 Associacdo de bactérias diazotroficas com gramineas

Podem ser caracterizados trés grupos de bactérias fixadoras de N, ou diazotrofos:
diazotrofos de vida livre, que fixam o N para seu proprio uso; diazotrofos simbidticos, que
estabelecem uma interacdo muito estreita entre 0 macro e microsimbionte, e em alguns casos,
sdo formadas estruturas diferenciadas denominadas nddulos e os diazotrofos associativos, que

contribuem para o crescimento da planta sem a formagéo de estruturas diferenciadas, néo
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estabelecendo uma simbiose (MARIN et al., 2010). No entanto, tratando-se de associagdo
com gramineas de interesse econdémico, pertencem a este ultimo grupo as bactérias que mais
tem se destacado, especialmente as pertencentes aos géneros Azospirillum e Herbaspirillum.

No Brasil, estudos com bactérias diazotroficas associadas a gramineas foram iniciados
pela Dra. Johanna Ddbereiner, no final da década de 50 e inicio da década de 60, quando
foram constatadas novas espécies dos géneros Beijerinckia e Azotobacter associadas a
rizosfera de cana-de-aglUcar e grama-batatais, respectivamente (DOBEREINER e
RUSCHELL, 1958; DOBEREINER, 1966). A partir dai novos géneros e espécies vem sendo
descritas e estudadas como potenciais inoculantes para milho e outras gramineas, com o
desafio de tornar viavel e desenvolver meios praticos para substituir, total ou parcialmente, a
adubacéo mineral com N por FBN em gramineas (CANTARELLA, 2007).

Avancos sobre as pesquisas de FBN em gramineas se tornaram possivel gracas ao
desenvolvimento de meios de cultivo especiais, como os meios NFb e JNFb livres de N os
quais, sem uma fonte nitrogenada e sob a condicdo semi-sélida, criam um ambiente ideal para
0 desenvolvimento dos microrganismos com carater microaerofilico e para a fixagdo de N
atmosférico. Tal ambiente se assemelha ao que ocorre no solo ou internamente nas plantas,
com niveis baixos de oxigénio (OLIVEIRA et al., 2002).

A espécie Spirillum lipoferum foi redescoberta no Brasil como bactéria diazotréfica
associada a rizosfera e raizes de diversas gramineas, sendo em seguida reclassificada,
passando a fazer parte de um novo género denominado Azospirillum. A mudanga no nome do
género Spirillum adicionando-se o prefixo “azo”, alusivo ao nome utilizado por Lavoisier para
denominar o elemento N, se deu em funcdo da capacidade dessas bactérias em fixar N
naturalmente (TARRAND et al.,1978).

Diversas espécies de bactérias sdo capazes de colonizar desde as raizes até as folhas de
gramineas, sendo por isso denominadas endofiticas, havendo diferentes padrdes de
colonizacdo das plantas e do solo pelas mesmas. Baldani et al. (1997) prop6s entéo dividir as
bactérias endofiticas em dois grupos: bactérias endofiticas capazes de colonizar tanto a
superficie quanto o interior da raiz, mas que sobrevivem no solo (chamadas endofiticas
facultativas), e bactérias endofiticas que colonizam o interior e a parte aérea dos tecidos
vegetais, mas que nao sobrevivem no solo (endofiticos obrigato6rios).

A descoberta de bactérias diazotroficas endofiticas trouxe uma nova dimensdo aos
estudos das associagdes de microrganismos diazotroficos e plantas superiores, pois até entéo a
colonizagdo endofitica de plantas era considerada restrita a bactérias fitopatogénicas. A

colonizagdo endofitica apresenta beneficios tanto aos microrganismos diazotréficos quanto
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para a planta. O interior das plantas representa um habitat rico em substratos de carbono e
livre de diversos fatores adversos que limitam a sobrevivéncia dos diazotrofos, como a
competicdo com outros microrganismos e, além disso, a transferéncia de compostos
nitrogenados produzidos para a planta torna-se muito mais eficiente neste tipo de associagéo
(NEVES, 1985).

Os microrganismos endofiticos penetram nas plantas, geralmente, por aberturas
naturais como estdbmatos, hidatodios, lenticelas, &rea de emergéncia de raizes laterais ou
ferimentos. Uma das portas de entrada mais utilizadas pelos endofitos séo as raizes, uma vez
que apresentam ferimentos desenvolvidos durante a emergéncia de raizes secundarias laterais.
Outras opc¢Oes de entrada sdo as aberturas causadas por insetos e pela producdo de enzimas
que facilitam sua penetracdo. As bactérias também podem penetrar de forma ativa através da
degradacdo enzimatica da parede celular da planta pelas enzimas celuloliticas e pectinoliticas
(HALLMANN, et al., 1997).

O processo de ligacdo da bactéria a radicula ou raiz da planta é realizado em duas
etapas: a primeira (fase de adsor¢do ou adesdo) dura aproximadamente duas horas, é
reversivel, e provavelmente envolve apenas proteinas; a segunda (fase de ancoramento) dura
de 8 a 16h, € irreversivel e provavelmente envolve polissacarideos de superficie (MICHIELS
et al., 1991). A adesdo da bactéria a superficie da raiz (rizoplano) necessita ser precedida da
multiplicacdo e atracdo (taxia) da bactéria pelos sitios de infec¢do. Esta etapa ainda €
considerada o aspecto mais obscuro da interacdo, pois ndo se conhecem as macromoléculas
secretadas pelas gramineas hospedeiras, tampouco o grau de especificidade e 0s mecanismos
de taxia pelos quais as bactérias diazotroficas atingem os sitios de adesdo. Desta interacdo
fisica, resulta a adesdo radicular, caracterizada pela ligacdo da célula bacteriana a superficie
da planta (BALDANI et al., 2009).

Na fase de ancoragem, para a maioria das bactérias avaliadas é frequente a presenca de
microfibrilas de origem protéica ou celuldsica, interconectando bactérias e ancorando a
bactéria a planta (JAMES e OLIVARES, 1998) e a inducdo da secrecdo de substancias
mucilaginosas pelas raizes infectadas (BASHAN, 1991). Observa-se nesta fase semelhanca ao
processo que ocorre na associacdo simbidtica com rizobios, pois ocorre formagédo de diversos
agregados bacterianos, tendo sido sugerido que o processo de colonizagdo s se torna viavel
guando um ndmero minimo de microrganismos esta presente nas raizes (STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000).

As bactérias diazotroficas endofiticas sdo também consideradas bactérias promotoras

do crescimento de plantas (BPCP), pois além da capacidade de colonizar a superficie das
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raizes, rizosfera e tecidos internos das plantas, estimulam o crescimento das plantas atraves da
FBN (HUERGO et al., 2008), aumento na atividade da redutase do nitrato (CASSAN et al.,
2008), producdo dos fitohormonios auxina, giberelina e citocinina (OKON e
VANDERLEYDEN, 1997) e solubilizagdo de fosfatos (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999).
Todos estes fatores estimulam o crescimento do sistema radicular e, consequentemente,
permitem melhor nutricdo e desenvolvimento da planta como um todo, o que provavelmente
esta relacionado também com a maior toleréncia a agentes patogénicos observada em plantas
colonizadas (CORREA et al., 2008).

No entanto, um dos complicadores da FBN em gramineas é a transferéncia do N
fixado para a planta, pois ao contrario das bactérias simbioticas, bactérias associativas
excretam somente uma parte do N fixado diretamente para a planta associada; posteriormente,
a morte e mineralizacdo das bactérias pode contribuir com aportes adicionais de N para as
plantas. No entanto, € importante considerar que, ao contrario das leguminosas, a inoculacao
de gramineas com bactérias endofiticas ou associativas, ainda que essas consigam fixar N,
consegue suprir apenas parcialmente as necessidades das plantas em N (HUNGRIA, 2011).

Além disso, diferentemente da interacéo simbiotica entre o rizébio e plantas da familia
das leguminosas, em que sdo formadas novas estruturas anatomicas radiculares ou caulinares,
especializadas em fixar o N, denominadas nddulos, nenhuma estrutura macroscopica tem sido
descrita na associacdo bactéria diazotréfica-gramineas. Assim, 0os microrganismos fixadores
simbidticos levam uma vantagem ecol6gica em relacdo aos diazotrofos, pois dispdem da fonte
priméaria de energia, por meio da utilizacdo de fotossintatos cedidos pelo hospedeiro, e por

isso tornam-se independentes da competi¢cdo com outros microrganismos (LOPES, 2007).

2.6 Aspectos fisioldgicos, morfoldgicos e bioquimicos de Azospirillum brasilense e

Herbaspirillum seropedicae

2.6.1 Azospirillum brasilense

As Dbactérias diazotroficas do género Azospirillum pertencem a subdivisdo o-
Proteobacteria do Dominio Bacteria, no qual se encontram a maioria das bactérias gram-
negativas formato vibrio e/ou espirillum (TARRAND et al., 1978; MOREIRA et al., 2010).

Sdo bactérias preferencialmente microaeréfilicas e moveis em meio de cultivo, possuindo
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flagelo polar bem desenvolvido quando sdo crescidos em meio liquido. A. brasilense, por
exemplo, apresenta uma combinac&o tipica de flagelos: um flagelo polar desenvolvido quando
as bactérias sdo crescidas em meio liquido e varios flagelos laterais adicionais, quando
cultivadas em meio semi-sélido (MOREIRA et al., 2010).

Os microrganismos do género Azospirillum colonizam tanto o interior quanto a
superficie das raizes de varias gramineas forrageiras e cereais, sendo denominados diazotrofos
endofiticos facultativos (DOBEREINER e BALDANI, 1982). No solo, as bactérias do género
Azospirillum podem ser encontradas no mucigel presente na rizosfera de plantas,
caracterizando uma colonizacdo externa das raizes, enquanto na colonizacdo interna, as
células de Azospirillum podem penetrar nos espacos intercelulares de raizes e 1a se alojarem
(BASHAN e LEVANONY, 1991; BALDANI, 1996). Tem sido verificado que a
sobrevivéncia do género Azospirillum no solo, na auséncia das plantas hospedeiras e sob
condic¢des nutricionais desfavoraveis, esta relacionada a varios mecanismos fisiologicos de
protecdo, dentre eles: producdo de melanina, poli-B-hidroxibutirato (PHB) e polissacarideos
(DEL GALLO e FENDRIK, 1994), formacédo de cistos (agregados celulares) e mudanca na
forma da célula.

O padrdo de colonizacdo das raizes das gramineas por espéecies de Azospirillum spp.
mostra uma tendéncia de especificidade entre grupos de plantas e as bactérias, sendo que
Azospirillum brasilense ocorre preferencialmente associado a trigo, cevada, aveia, arroz,
centeio e milho (DOBEREINER e DE-POLLI, 1980), embora seja uma bactéria
predominantemente rizosférica.

O metabolismo de carbono e N apresentados pelas espécies de Azospirillum spp. é
bastante dindmico e variado. Os &cidos organicos como malato, piruvato e succinato sao as
fontes de carbono preferenciais, havendo também uma aparente preferéncia de frutose sobre
glicose. Amdnia, nitrato, nitrito e aminoacidos, além de N atmosférico, podem servir como
fontes de N (DOBEREINER, 1992).

Segundo Hartman e Zimmer (1994), bactérias do género Azospirillum sdo conhecidas
pela sua capacidade de produzir hormonios de crescimento como auxinas, giberelinas e
citocininas “in vitro”, alterando a morfologia e fisiologia das raizes das plantas colonizadas.
Tem sido verificado que a liberacdo destes fitohormonios estimula a formacdo de pelos
radiculares, a taxa de aparecimento de raizes secundarias e da superficie radicular quando as
plantas sdo colonizadas por estas bactérias, o que resulta em aumento da superficie do sistema
radicular e permite melhor exploracdo dos nutrientes e agua do solo (OKON et al., 1996),

tornando a planta menos sensivel aos estresses ambientais.
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Barassi et al. (2008), em uma revisdo recente de trabalhos sobre as respostas
fisiologicas induzidas por Azospirillum, relatam a melhoria em parametros fotossintéticos das
folhas, incluindo o teor de clorofila e conduténcia estomatica, maior teor de prolina na parte
aérea e raizes, melhoria no potencial hidrico, incremento no teor de 4gua do apoplasto, maior
elasticidade da parede celular, maior producdo de biomassa e maior altura de plantas. Bashan
et al. (2006) relatam incremento em varios pigmentos fotossintéticos, tais como clorofila a, b,
e pigmentos fotoprotetivos auxiliares, como violaxantina, zeaxantina, ateroxantina, luteina,

neoxantina e beta-caroteno, que resultariam em plantas mais verdes e sem estresse hidrico.

2.6.2 Herbaspirillum seropedicae

O género Herbaspirillum foi estabelecido por Baldani et al. (1986), sendo H.
seropedicae a primeira espécie descrita. Inicialmente H. seropedicae foi considerada uma
nova espécie de Azospirillum por ter apresentado caracteristicas de crescimento em meio de
cultura semi-sélido (sem N) similares a esse género. Porém, apds anélise do 16S rRNA foi
evidenciado que se tratava de um novo género de bactéria diazotrofica (Baldani et al., 1986)
sendo descobertas posteriormente mais nove espécies.

As espécies do género Herbaspirillum estdo incluidas como um grupo na subdivisao
B-Proteobacteria, sendo as células deste género gram-negativas contendo granulos de poli-p-
hidroxibutirato (PHB), formato espirillum, méveis e com presenca de 1-3 flagelos bipolares
no caso da espécie H. seropedicae (MOREIRA, 2010).

Representantes do género Herbaspirillum sdo microaerofilicos, toleram drésticas
mudancas no pH (5,3 — 8,0) e uma concentracdo de oxigénio maior que as espécies de
Azospirillum (BALDANI et al., 1986). Sdo também capazes de produzir elevados niveis de
auxinas e giberelinas (GRAY e SMITH, 2005), embora em menor quantidade em relacdo as
linhagens de Azospirillum (RADWAN et al., 2004).

H. seropedicae € um diazotrofo endofitico obrigatorio que tem sido isolado do interior
de diversos grupos de plantas, desde gramineas como milho, sorgo, arroz, cana-de-aglcar e
forrageiras diversas (BALDANI et al., 1986), fruteiras como bananeira e abacaxizeiro (CRUZ
et al., 2001) até algumas palmeiras como o dendezeiro e a pupunheira (FERREIRA et al.,
1995). Trata-se da espécie que possui maior distribuicdo e ocorréncia dentre as espécies

diazotroficas endofiticas estudadas, apresentando baixa sobrevivéncia quando inoculada em
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solo natural ou esterilizado e desaparecendo em menos de trinta dias apos sua inoculacdo com
grande nimero de células (BALDANI et al., 1996).

Herbaspirillum spp. sdo capazes de colonizar nichos especificos no interior dos
tecidos vegetais, 0 que os torna mais eficientes na transferéncia dos compostos nitrogenados
produzidos para a planta aléem de ndo sofrerem limitacGes de substéncias ricas em carbono
(OLIVARES et al., 1997). Por este motivo, encontram-se livres da competicdo com outros
microrganismos edaficos (MOREIRA, 2010).

2.7 Potencial de inoculacdo de Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae em

gramineas

Estudos de inoculacdo com bactérias diazotroficas em gramineas tiveram grande
impulso na década de 80, sendo o género Azospirillum o mais explorado. Entre o0s
experimentos citados por Okon e Labandera-Gonzalez (1994) cerca de 60 a 70%
apresentaram incrementos de producdo com a inoculagdo, mas somente 5-30% apresentaram
resposta significativa, sendo tal variabilidade associada com diversas fases do processo e ao
limitado conhecimento sobre o potencial de uso destes microrganismos (BALDANI et al.,
2009).

Diversos inoculantes comerciais a base de A. brasilense tem sido lan¢ados no mercado
mundial, porém a sua aplicacdo ainda é restrita devido a limitagcBes e inconsisténcias no
desempenho do processo de colonizacdo da planta pelas bactérias (MORRISEY et al., 2004).

Nos Estados Unidos foi lancado um produto com o nome de Azo-Green™
recomendado para aumentar o vigor da semente, aumento do sistema radicular, resisténcia a
geada e uma melhoria geral da sanidade da planta. Na Italia, Alemanha e Bélgica foi
desenvolvido um produto de nome comercial de Zea-Nit™, a partir de uma mistura de A.
brasilense e A. lipoferum, que segundo os fabricantes reduziria a aplicacdo de N necessario a
cultura em 30 a 40%. Na Africa, a companhia Soygro, produziu no periodo de 1998 a 2001
um inoculante a base de Azospirillum e observou efeito de 10-30% sobre o controle nédo
inoculado. Na India sio também produzidos biofertilizantes contendo Azospirillum tais como:
“Pro Solutions” e “Nikita Agro Industries” (FALLIK e OKON, 1996).

Na Argentina foi lancado o inoculante Graminante™ contendo uma mistura de

estirpes de Azospirillum que poderia, segundo os fabricantes, aumentar a producdo de graos
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em cerca de 20 % (OKON e LABANDERA-GONZALEZ, 1994). No México tem sido
verificado o maior esforco governamental para a utilizacdo de inoculantes para gramineas. Os
resultados mostraram incrementos da ordem de 26% em média na producdo avaliando-se 171
locais de plantio em 678 ha, sendo observado maior efeito em locais onde o uso de fertilizante
foi menor, em solos arenosos e usando cultivares domésticas.

No Brasil o primeiro inoculante comercial a base de Azospirillum foi desenvolvido a
partir de uma parceria, em 1996, entre a Embrapa Soja e o grupo da Universidade Federal do
Parani - Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular, que realizaram uma rede de
ensaios de laboratério e testes de eficiéncia agrondmica de Azospirillum a campo
(HUNGRIA, 2011).

Obedecendo aos critérios da legislacdo brasileira para inoculantes estabelecidos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) foram testadas e selecionadas
estirpes de Azospirillum gque apresentavam maior sobrevivéncia no solo, maior promogéo de
crescimento das plantas e maior adaptacao as tecnologias utilizadas nas culturas do milho e do
trigo. Nestes ensaios, a inoculagdo com Azospirillum resultou em incremento significativo
médio no rendimento de gréos de trigo da ordem de 14% em relacdo a testemunha e, no caso
do milho, de 24% em relacdo ao tratamento controle. Os resultados apresentados neste estudo
resultaram na autorizacdo pelo MAPA de estirpes de A. brasilense para a producdo de
inoculantes para as culturas de milho e trigo (HUNGRIA, 2011).

Baldani (1996) utilizando H. seropedicae em experimentos gnotobidticos e em vasos
demonstrou que 23 estirpes promoveram um aumento na parte aérea das plantulas de arroz,
apos trinta dias do plantio, em comparagdo com a testemunha sem inoculacdo. Dentre estas,
sete foram mais promissoras proporcionando um aumento na FBN em cerca de 50% em
relacdo a testemunha.

Fatores como a selecdo de estirpes e a competitividade com outras estirpes nativas ou
mesmo outros componentes da microbiota do solo devem ser considerados, pois sdo cruciais
para 0 sucesso da inoculagdo. Estudos recentes mostram que 0 antigo conceito de estirpes
homologas, isto &, dar preferéncia para a bactéria isolada da prépria planta que se deseja
estudar pode ser vantajoso, como é exemplo a estirpe Sp245 no trigo (BALDANI et al.,
2009). Esta sintonia bactéria-hospedeiro pode indicar que algumas linhagens sdo mais
receptivas do que outras, permitindo buscar neste material genético o diferencial de selecdo

para que possa ser incorporado em novos programas de melhoramento (REIS, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacdo e caracterizagdo da area experimental

O experimento foi desenvolvido a campo na safra verdo 2010/2011, em plantio direto
sobre a palhada de milho, na Estagdo Experimental “Prof. Dr. Antonio Carlos dos Santos
Pessoa”, pertencente ao Nucleo de Estacdes Experimentais da Universidade Estadual do
Oeste do Parand, Campus de Marechal Candido Rondon - PR. O municipio esta localizado a
uma longitude de 54° 22° W, latitude 24° 46’ S e altitude média de 420 metros.

O solo é classificado como Latossolo Vermelho Distréférrico de textura argilosa.
Antes da instalacdo do experimento foi realizada coleta de solo na profundidade 0-20 cm para
analise quimica, que foi realizada pelo Laboratério de Quimica da Unioeste, sendo 0s

resultados representados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacdo quimica da camada de 0-20 cm do solo da area experimental.
Marechal Candido Rondon, Unioeste, 2010

H
Ca Mg K AP H+Al SB CTC MO Vv P
CaCl,
T gdm® % mg dm™

2,92 1,52 0,20 0,27 7,19 4,64 11,84 34,18 48,5 18,34 5,30

A precipitagdo pluviométrica e as temperaturas médias mensais incidentes durante a

conducéo do experimento sao apresentadas na Figura 1.
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Figura 1: Precipitacdo pluviométrica acumulada e temperatura minima, maxima e média
mensal no periodo de agosto/2010 a margo/2011. Estagdo Experimental “Prof. Dr. Ant6nio

Carlos dos Santos Pessoa”, Marechal Candido Rondon, PR.

3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em esquema fatorial 4
X 5, com quatro blocos, sendo o primeiro fator referente a inoculacdo das sementes com
bactérias: tratamento sem inoculacédo, estirpe de Azospirillum brasilense (Ab-V5), estirpe de
Herbaspirillum seropedicae (SmR1), mistura das duas estirpes (Ab-V5+SmR1). O segundo
fator referiu-se as doses de adubacdo nitrogenada aplicadas a cultura: 0, 40, 80, 120 e 160 kg
ha™ de N.

3.3 Instalacdo e conducéo do experimento

Os inoculantes foram fornecidos pela Universidade Federal do Parana (UFPR), sendo
preparados a partir de uma solucéo de bactérias pura na concentracéo de 1x10° UFC mL™ de
inoculante. A inoculagdo com as bactérias A. brasilense e H. seropedicae foi realizada antes

da semeadura. As sementes foram previamente umedecidas com 4&gua destilada e
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posteriormente misturadas com o inoculante em uma proporcao de 1 mL para 1.000 sementes,
no caso da inoculacdo combinada das estirpes foi utilizada metade desta proporcéo (0,5 mL)
de cada bactéria totalizando a mesma proporcao de 1 mL para 1.000 sementes.

A semeadura, precedida de marcagdo da area com semeadora-adubadora, onde foram
aplicados adubos a base de potassio e fésforo, foi realizada com auxilio de “matracas”, no dia
06/10/10, colocando-se duas sementes por cova, obtendo-se apds desbaste cinco plantas por
metro linear. Foi utilizado no experimento o hibrido simples 30R50 Herculex®. Cada parcela
constou de seis linhas (0,7 m entre linhas) com 5 m de comprimento (21 m? por parcela e
1680 m? totais). Para o tratamento das sementes, foi utilizada uma mistura com os fungicidas
fludioxonil e metalaxyl e os inseticidas deltamethrin e pirimifés-metil na propor¢édo de 10 mL
kg™ de semente.

A adubacdo foi realizada com base na andlise quimica do solo e nas recomendagdes
propostas por IAPAR (2003), sendo aplicados no sulco de semeadura, com a semeadora-
adubadora, 40 kg ha™ de P,Os e 50 kg ha™* de K,0. Como fontes de P e K foram utilizados os
fertilizantes superfosfato triplo (42% de P,0s) e cloreto de potassio (58% de K0),
respectivamente. No momento da semeadura foi realizada a adubagéo nitrogenada na base,
aplicando-se 30 kg ha™ de N, exceto para os tratamentos sem N. O restante da dose de N foi
aplicada em cobertura, entre os estadios V4 e V6, quando as plantas de milho apresentavam
cerca de seis folhas totalmente expandidas (WEISMANN, 2008), com aplicacdo realizada a
lango na &rea total da parcela. A fonte de N utilizada foi uréia (46% de N).

Durante a conducdo do experimento foi realizada uma aplicacdo de herbicidas antes do
fechamento da cultura utilizando-se uma mistura de herbicidas seletivos para a cultura do
milho com os ingredientes ativos triazine (5,0 L ha™) e nicosulfuron (1,5 L ha™). Também
foram feitas duas aplicacdes de inseticida, aos 18 e 30 DAP utilizando produto contendo
tiametoxam+lambda-cialotrina como ingredientes ativos (0,25 L ha™), para controle de
lagarta-do-cartucho  (Spodoptera frugiperda) e percevejo-barriga-verde (Dichelops
melacanthus). Foram seguidas as recomendacfes do compéndio de defensivos agricolas,

sendo realizada aplicagdo mecanizada para os produtos mencionados.

3.4 Variaveis avaliadas
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3.4.1 Variaveis biométricas

Foram realizadas duas coletas de plantas para avaliacdo das varidveis biométricas, uma
na fase vegetativa (V8 — plantas com oito folhas totalmente expandidas) e outra na fase
reprodutiva (R3 - fase de grdo leitoso), sendo retiradas para cada avaliacdo duas plantas por
parcela de forma aleatoria dentro da area util. Antes de coletar as plantas estas foram
avaliadas, ainda a campo, quanto a altura entre a superficie do solo e ponto mais alto da planta
(utilizando régua graduada) e diametro basal do colmo a 5 cm da superficie do solo (com
auxilio de paquimetro).

As plantas coletadas foram levadas para o laboratorio, onde foram seccionadas em
diferentes partes (folhas, colmo+bainha e espigas) para determinacdo da massa seca de parte
aérea. Para a determinacdo da massa seca, as amostras foram acondicionadas em sacos de
papel, identificadas e levadas a estufa de circulacdo for¢ada de ar a 65 °C + 2 °C por 72 h,
sendo em seguida pesadas em balanca de preciséo.

A érea foliar foi determinada utilizando-se o método de amostragens de acordo com a
metodologia de Benincasa (2003). Depois de separadas as folhas, foram retiradas amostras
foliares com auxilio de uma amostrador com area conhecida para determinacdo da area em
cm?, a qual considerou-se como area foliar da amostra (AF amostra). Posteriormente 0
material foi seco em estufa obtendo-se assim a massa seca de amostra (MS amostra) e
também a massa seca de folhas (MSF). Dessa forma, obteve-se a area foliar total através da
seguinte formula: AF = [(AF amostra X MSF)/ MS amostra]. Foram utilizadas 10 amostras

foliares por parcela.

3.4.2 Anélise dos teores de nutrientes em tecidos foliares

A coleta de tecido foliar para a analise dos teores de N, P e K foi realizada no periodo
de florescimento, mais precisamente no estddio do “embonecamento”, caracterizado pelo
aparecimento dos estilos-estigmas (“cabelo”) na parte de fora da espiga, sendo realizadas
amostragens foliares conforme metodologia proposta por Malavolta et al. (1997). Coletou-se a
folha oposta e abaixo da insercdo da espiga principal de cada planta, num total de 10 folhas
por unidade experimental.

As folhas coletadas, ap6s lavagem em agua corrente e agua destilada para retirada de

possiveis contaminantes, foram identificadas e armazenadas em sacos de papel para secagem
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em estufa de circulacdo forgcada de ar a 55 °C + 2 °C por 72 h, sendo moidas posteriormente.
Em seguida, foram retiradas amostras de 0,2 g que foram submetidas a digestdo sulfarica. Nos
extratos, os teores de N foram determinados através da destilacdo por arraste de vapores em
aparelho semi-micro Kjeldah de acordo com Tedesco et al. (1995). O teor de P foi
determinado por espectrofotometria UV-VIS de acordo com Braga e Defelipo (1974), e o teor
de K foi determinado por fotometria de chama. As andlises de nutrientes foram realizadas no

Laboratorio de Fertilidade do Solo.

3.4.3 Componentes da producéo e produtividade

A colheita do milho foi realizada manualmente, no dia 15/03/11, coletando-se todas as
espigas da parcela util, constituida de duas linhas centrais de 3 m cada, totalizando 4,2 m2 de
area Util por parcela. Para a determinacdo dos componentes da producdo foram amostradas 10
espigas representativas por parcela experimental de forma aleatéria. Ainda a campo foi
avaliada a altura de insercédo de espiga antes da colheita.

Depois de colhidas, as espigas foram levadas ao laboratério onde foram despalhadas
manualmente, para determinacdo das seguintes variaveis: comprimento da espiga (cm),
diametro da espiga (mm), numero de fileiras por espiga, nimero de graos por fileira e massa
da espiga.

A produtividade foi determinada com base na producdo da area util de cada parcela e

expressa em kg ha™* ap6s a correcéo da umidade dos gréos para 13% (base (imida).

3.4.4 Andlise dos teores de nutrientes nos graos

Amostras dos graos foram trituradas em moinho tipo facas e passadas em peneiras de

2 mm para determinacdo dos teores de N, P e K nos gréos, conforme a metodologia ja descrita

para a determinagéo dos teores de nutrientes em tecidos foliares.
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3.5 Analise de dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo programa SISVAR
(FERREIRA, 2008) e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. No caso
das respostas das diferentes variaveis em funcdo das doses de N, foi utilizada analise de

regressao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Variaveis biométricas

A andlise de variancia revelou que ndo houve efeito significativo para a interacéo entre
os fatores inoculacdo e adubacdo nitrogenada para nenhuma das caracteristicas avaliadas neste
estudo (Anexos | e I1). Dessa forma, os resultados sdo apresentados independentemente para
cada fator (inoculacdo e doses de N).

Os resultados relativos ao diametro basal do colmo e altura de planta, nas fases
vegetativa e reprodutiva, em funcdo da inoculacdo com estirpes de A. brasilense e H.
seropedicae de forma isolada e combinada sdo apresentados na Tabela 2, observa-se que a
inoculacdo proporcionou efeito significativo sobre o didmetro basal do colmo nas fases
vegetativa e reprodutiva.

A combinacdo das estirpes Ab-V5 e SmR1 inoculada nas sementes no momento da
semeadura proporcionou os maiores valores para o didmetro basal do colmo em relacéo a
testemunha em ambas as fases de avaliacdo, embora sem diferir das estirpes inoculadas de
forma isolada na fase vegetativa e da estirpe Ab-V5 na fase reprodutiva. O incremento
proporcionado pela inoculagdo combinada das estirpes no didmetro basal do colmo em
relacdo a testemunha foi de 15% na fase vegetativa e esta associado ao efeito de promocéo do
crescimento proporcionado pelas bactérias diazotroficas. Para Okon e Labandera-Gonzalez
(1994) este efeito de promoc¢do do crescimento no desenvolvimento inicial da planta é
notavel, pois estes microrganismos estimulam a densidade e o comprimento de pelos
radiculares, assim como a taxa de aparecimento de raizes laterais, resultando em aumento na
superficie de contato radicular, o que potencializa o aproveitamento e utilizacdo de agua e
nutrientes minerais disponiveis no solo (BALDANI et al., 1997). Tais constatacGes inferem
aumento na taxa de crescimento da planta e podem ser associadas ao maior diametro basal do
colmo observado em plantas inoculadas com a associacdo de estirpes de A. brasilense e H.
seropedicae (Ab-V5 + SmR1).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com Verona et al. (2010) que, em
estudo sobre os efeitos da aplicagdo de reguladores vegetais via semente associados a
inoculacdo de Azospirillum spp. na cultura do milho, constataram que a inoculacdo
proporcionou maior diametro de colmo na fase vegetativa da planta em rela¢do ao tratamento

testemunha, porém com incremento inferior, de apenas 6%. Dotto et al. (2010), por sua vez,



33

avaliando os efeitos da inoculacao de H. seropedicae e niveis de N sobre o comportamento de
dois hibridos de milho na mesma regido do presente estudo, observaram que a inoculagao de
H. seropedicae ndo promoveu efeito sobre o didmetro de colmo das plantas de milho.

Quanto a altura da planta ndo foi verificado efeito significativo da inoculacdo com as
estirpes de A. brasilense e H. seropedicae, sendo observados valores médios de 141,7 e 246,6
cm nas fases vegetativa e reprodutiva, respectivamente (Tabela 2), o que pode estar associado
a influéncia do fator genético sobre a altura de plantas. Campos et al. (2000) e Cavallet et al.
(2000), em diferentes estudos testando a eficiéncia agronémica do inoculante comercial
“Graminante” a base de Azospirillum spp. e aplicacfes de N em semeadura e cobertura na
cultura do milho, também verificaram que nao houve resposta da altura de planta em relacéo a

inoculagéo.

Tabela 2: Diametro basal do colmo e altura da planta nas fases vegetativa e reprodutiva, de
plantas de milho, hibrido 30R50, em func¢do da inoculacdo das sementes, de forma isolada e
combinada, das estirpes de A. brasilense (Ab-V5) e H. seropedicae (SmR1). Unioeste,
Marechal Candido Rondon — PR, 2010/2011

) Diametro basal do colmo Altura da planta
BACTERIA
Vegetativa Reprodutiva Vegetativa Reprodutiva
.......... mm---------- -------CM-------
Testemunha 30,4 b 26,6 ab 1440 246,9
Ab-V5 31,9 ab 25,6 b 141,9 247,1
SmR1 32,0 ab 26,6 ab 141,6 246,3
Ab-V5 + SmR1 351a 27,6 a 139,2 246,2
Média 32,4 26,6 1417 246,6
C.V. ** 12,33 6,33 9,50 3,16

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
**Coeficiente de variagéo (%).

Os resultados de massa seca da parte aérea e area foliar das plantas de milho, nas fases
vegetativa e reprodutiva, em funcdo da inoculacdo com estirpes de A. brasilense e H.
seropedicae de forma isolada e combinada sdo apresentados na Tabela 3. Nao foi verificado
efeito significativo da inoculacdo para a massa seca da parte aérea na fase vegetativa, sendo
obtido valor médio de 6.446,0 kg ha™ de massa seca, enquanto que, na fase reprodutiva, a
combinacdo das estirpes proporcionou media superior a inoculacdo de Ab-V5 e semelhante
aos tratamentos testemunha e inoculagéo isolada de SmR1. A resposta a inoculacdo observada

para o rendimento de massa seca de parte aérea das plantas confirma novamente o efeito de
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promocdo do crescimento proporcionado pelo aumento da superficie de absorcdo das raizes,
aumento na formacdo de pelos radiculares e raizes secundarias, sendo estes efeitos positivos
relacionados principalmente a capacidade que as bactérias diazotroficas possuem de produzir
fitohorménios como auxinas, giberelinas e citocininas (RADWAN et al., 2004). Além disso,
outros efeitos como a solubilizacdo de fosfatos e a propria fixacdo biologica de nitrogénio

podem contribuir para a promogéo do crescimento vegetal (GRAY e SMITH, 2005).

Tabela 3: Massa seca da parte aérea e area foliar nas fases vegetativa e reprodutiva, de plantas
de milho, hibrido 30R50, em funcdo da inoculagdo das sementes, de forma isolada e
combinada, das estirpes de A. brasilense (Ab-V5) e H. seropedicae (SmR1). Unioeste,
Marechal Candido Rondon, PR, 2010/2011

. Massa seca da parte aérea Area foliar
BACTERIA
Vegetativa Reprodutiva Vegetativa Reprodutiva
-------- kg hat------- ----——-dm?/planta-------
Testemunha 6.116,5 10.753,2 ab 57,4 53,4
Ab-V5 6.258,4 10.527,8 b 53,0 54,7
SmR1 6.583,3 11.764,6 ab 54,8 56,4
Ab-V5 + SmR1 6.825,9 12.032,9 a 57,6 57,0
Média 6.446,0 11.269,6 55,7 55,4
C.V. (%)** 14,42 15,27 14,37 25,09

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
**Coeficiente de variagéo (%).

Embora sem diferir estatisticamente, é possivel destacar que na fase reprodutiva, a
inoculacdo combinada das estirpes proporcionou incremento de 12% (1280 kg) na massa seca
da parte aérea das plantas em relagdo & testemunha, atingindo 12.032,9 kg ha™ de massa seca
de parte aérea, evidenciando efeito positivo da interacdo planta-bactéria. Quadros (2009),
avaliando o desempenho agronémico de hibridos de milho inoculados com Azospirillum em
associacdo com a adubacdo nitrogenada, observou incrementos ainda superiores, de até 53%
(3770 kg), no rendimento da massa seca da parte aérea para o tratamento inoculado em
relacdo ao tratamento controle, evidenciando o efeito benéfico da inoculagdo. Verona et al.
(2010) também verificaram efeito positivo da inoculagéo sobre o incremento da massa seca da
parte aérea do milho, inclusive sob condigdo de estresse hidrico.

Quanto a area foliar, ndo foi verificado efeito significativo da inoculacdo das sementes

com as bacterias diazotroficas em ambas as fases de avaliacdo, sendo verificados valores
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médios para esta variavel de 55,7 e 55,4 dm? por planta em funcdo da inoculagdo nas fases
vegetativa e reprodutiva, respectivamente (Tabela 3).

Houve efeito da adubacdo nitrogenada sobre as variaveis altura da planta e massa seca
da parte aérea nas fases vegetativa e reprodutiva, didmetro basal do colmo na fase reprodutiva
e area foliar na fase reprodutiva (Figuras 2 e 3).

Foi verificado efeito significativo da adubacdo nitrogenada quanto a altura da planta
em ambas as fases de avaliacdo. Na fase vegetativa verificou-se ajuste significativo (p<0,05)
dos dados em um modelo polinomial quadratico (Figura 2a), que permitiu constatar a altura
méxima de planta (147,42 cm), que seria obtida teoricamente com a dose de 118 kg ha™ de N.
Ja na fase reprodutiva os dados de altura de planta apresentaram ajuste ao modelo linear
crescente (p<0,01) em funcdo das doses de N (Figura 2b), sendo possivel observar, através do
modelo obtido, que houve incremento de 0,05 cm na altura de planta para cada kg de N
adicionado ao solo. O incremento na altura de plantas observado neste estudo estd associado a
capacidade que o N possui em promover o alongamento do caule através da producdo de
fitohormonios promotores do crescimento e desenvolvimento das plantas. Segundo Marschner
(1995) a aplicacdo de doses elevadas de N nos estadios iniciais de desenvolvimento dos
cereais infere no aumento da producdo de fitohorménios como auxinas, giberilinas e
citocininas, responsaveis pelos processos de divisdo e expansdo celular.

Outros autores também verificaram efeito significativo da adubac&o nitrogenada sobre
a altura de plantas. Lana et al. (2009), em estudo com diferentes espacamentos e niveis de N
(0, 30, 60 e 90 kg ha™) aplicados ao cultivo do milho, verificaram influéncia da adubacéo
nitrogenada sobre a altura de plantas com ajuste linear crescente dos dados, verificando
acréscimo de 0,07 cm para cada kg de N adicionado. Casagrande e Fornasieri Filho (2002),
por sua vez, verificaram altura de planta similar para as diferentes doses de N testadas em

estudo com a cultura do milho.
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Figura 2: Altura de planta nas fases vegetativa (a) e reprodutiva (b) de plantas de milho,
hibrido 30R50, em funcdo da adubacdo nitrogenada. Unioeste, Marechal Candido Rondon,
PR, 2010/2011. *, **: Significativo pelo teste T de Student p<0,01 e p<0,05, respectivamente.

A adubag&o nitrogenada influenciou positivamente o diametro basal do colmo das
plantas de milho apenas na fase reprodutiva (Figura 3a), sendo que esta influéncia também
pode estar relacionada ao estimulo na producdo de fitohormdnios de crescimento e
desenvolvimento proporcionado pelo N. Verificou-se através da analise de regressdo que 0s
dados se ajustaram significativamente (p<0,01) a uma equacao linear crescente, Cujo modelo
permitiu afirmar que houve acréscimo de 0,009 mm no diametro basal do colmo das plantas
para cada kg de N adicionado ao solo. Resultado contrério foi obtido por Lucena et al. (2000),
avaliando o efeito de doses de fosforo (P) e das mesmas doses de N empregadas neste estudo
sobre a cultura do milho, pois os autores ndo constataram efeito do N sobre o diametro do
colmo das plantas de milho. Cabe salientar que incrementos no desenvolvimento em didmetro
do colmo do milho relatados neste estudo estdo diretamente relacionados com incrementos na
producdo, ja que esta estrutura da planta tem como funcgéo atuar no armazenamento de solidos
soliveis que poderdo ser utilizados posteriormente, na formacdo dos grdos (FANCELLI e
DOURADO NETO, 2000), principalmente em situacbes em que algum estresse bidtico ou
abiotico comprometa a taxa de producéo e translocacdo de fotoassimilados durante o estadio
de enchimento de gréos.

Ao se avaliar a massa seca da parte aérea das plantas nota-se influéncia da adubacéo
nitrogenada nas fases vegetativa e reprodutiva. A curva de resposta da variacdo da massa seca
da parte aérea na fase vegetativa em funcdo das doses de N aplicadas ao solo (Figura 3b)
apresentou efeito polinomial quadratico (p<0,05) sendo que, de acordo com a equagéo obtida,

a dose de 108 kg ha® de N permitiria alcancar teoricamente a méxima producdo de massa
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seca da parte aérea (6.844,68 kg ha™). J4 na fase reprodutiva, apesar do efeito significativo da
adubacdo nitrogenada, ndo foi possivel ajustar uma equacgéo, sendo verificada producédo média
de massa seca da parte aérea de 22.539,28 kg ha™, ou seja, 15.694,60 kg de biomassa seca

acumulada na parte aérea a mais que o acimulo maximo observado na fase vegetativa.
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Figura 3: Diametro basal do colmo na fase reprodutiva (a) e massa seca da parte aérea na fase
vegetativa (b) de plantas de milho, hibrido 30R50, em funcdo da adubacdo nitrogenada.
Unioeste, Marechal Céndido Rondon, PR, 2010/2011. *, **: Significativo pelo teste T de
Student p<0,01 e p<0,05, respectivamente.

O estimulo proporcionado pela adubacdo nitrogenada no desenvolvimento da planta
como um todo se deve ao fato do N estar intimamente ligado ao processo de crescimento da
planta, pois participa da constituicdo de proteinas, enzimas, coenzimas, &cidos nucléicos,
fitocromos, pigmentos fotossintéticos etc. (BULL, 1993). Além disso, favorece o crescimento
do sistema radicular, propiciando a planta condi¢Ges para maior absor¢do de agua e nutrientes
(RAO et al., 1992). Diversos autores tém relatado uma relacdo linear entre a capacidade
fotossintética da planta e o conteldo de N, pois a fotossintese necessita de uma quantidade
substancial de pigmentos e proteinas para realizar os processos fotoquimicos e carboxilativos,
0s quais possuem o N em sua estrutura (FIELD e MOONEY, 1986; ANDREEVA et al.,
1998).

Quanto a é&rea foliar, foi constatado efeito da adubagdo nitrogenada apenas na fase
reprodutiva, porém também néo foi possivel ajustar os dados a uma equacao, sendo observado

valor médio de 4rea foliar de 55,35 dm? por plantaem funcdo da adubacéo nitrogenada.
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4.2 Componentes da producao

Para os componentes da producdo avaliados neste estudo também ndo foi verificada
interacdo significativa entre os fatores inoculacdo das sementes com bactérias diazotroficas no
momento da semeadura e adubacédo nitrogenada. Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados
para altura de insercdo da espiga, comprimento e didmetro da espiga, numero de fileiras por
espiga, nimero de graos por fileira, massa da espiga e produtividade de plantas de milho em
fungéo da inoculagdo das sementes com estirpes de A. brasilense e H. seropedicae de forma

isolada e combinada.

Tabela 4: Altura de insercdo da espiga (Al), comprimento da espiga (CE), diametro da espiga
(DE), namero de fileiras por espiga (NF), numero graos por fileira (NG), massa da espiga
(ME) e produtividade (PROD) de plantas de milho, hibrido 30R50, em funcédo da inoculacdo
das sementes com bactérias diazotroficas, de forma isolada e combinada, das estirpes de A.
brasilense (Ab-V5) e H. seropedicae (SmR1). Unioeste, Marechal Candido Rondon, PR,
2010/2011

BACTERIA Al CE DE NF NG ME PROD
----- cm----- mm G kg ha™

Testemunha 138,1a 185D 519b 15,7 38,6 252 b 10.651
Ab-V5 136,7ab 185b 51,7b 15,8 38,8 260 ab 10.537
SmR1 1352ab 192a 52,8a 15,8 39,4 277 a 10.905
Ab-V5+SmR1 1319b 194a 529a 15,8 39,9 275 a 11.573
Média 135,5 18,9 52,3 15,8 39,2 266,1 10.916
C.V. (%)** 4,29 3,62 1,72 6,88 4,75 9,56 12,77

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
**Coeficiente de variagéo (%).

A altura de insercéo da espiga foi influenciada significativamente pela inoculagdo das
sementes, sendo verificada média superior para a testemunha em relacdo a inoculacdo
combinada das estirpes, embora sem diferir estatisticamente da inoculagdo isolada de cada
estirpe. J& Campos et al. (2000) e Dotto et al. (2010) ndo observaram efeito da inoculagdo
sobre a altura inser¢ao da espiga em seus respectivos estudos. Vale ressaltar, no entanto, que a
reducdo na altura de insercdo de espiga pode ser benéfica, uma vez que facilita a colheita
mecanizada da cultura e reduz o problema de acamamento de plantas (CASAGRANDE e
FORNASIERI FILHO, 2002).
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Para comprimento e didmetro da espiga foi constatado efeito significativo da
inoculacdo das sementes (Tabela 4), sendo observado que a inoculagdo das sementes com
SmR1 e a inoculagdo combinada desta com Ab-V5 proporcionaram médias superiores em
relacdo a testemunha e a inoculacdo isolada de Ab-V5. A inocula¢do combinada das estirpes
proporcionou incremento de 5% no comprimento da espiga em relacéo a testemunha, ou seja,
de 18,5 cm para 19,4 cm. Estes resultados aproximam-se dos obtidos por Cavallet et al.
(2000), que constataram aumento médio significativo de 6% no comprimento médio das
espigas de milho submetido a inoculagdo de produto comercial a base de A. brasilense. J&
Dotto et al. (2010) ndo observaram efeito significativo da inoculacdo de H. seropedicae sobre
0 comprimento da espiga.

O namero de fileiras por espiga e numero de grdos por fileira ndo foram influenciadas
significativamente pelos fatores em estudo, tanto inoculagdo das sementes com bactérias
diazotroficas quanto adubacao nitrogenada. Foram obtidos valores medios de 15,8 e 39,2 para
namero de fileiras e nimero de gréos por fileira, respectivamente, em funcdo da inoculacao.
Cavallet et al. (2000) também nédo constataram efeito da inoculagdo de produto comercial a
base de A. brasilense sobre o nimero de fileiras por espiga. Deparis et al. (2007), avaliando o
efeito da adubacéo nitrogenada e potassica no rendimento de grdos de milho, ndo observaram
diferenca significativa entre as doses de N testadas para o nimero de fileiras. Vale salientar
que esta é uma caracteristica genética que sofre pouca influéncia dos fatores de producao.

Quanto a massa da espiga, a inoculacdo da estirpe SmR1 e a combinacdo das estirpes
também proporcionaram médias superiores em relacdo a testemunha, porém ndo diferiram
estatisticamente da inoculacdo isolada de Ab-V5. A inoculacdo com a estirpe SmR1 e com a
combinacéo das estirpes proporcionou incrementos de 10% e 9%, respectivamente, na massa
da espiga em relacdo a testemunha sem inoculacdo (Tabela 4). Dotto et al. (2010), por sua
vez, ndo constataram efeito da inoculacdo sobre a massa de espiga de plantas de milho.

Na Tabela 4 verifica-se que ndo houve efeito significativo da inoculacdo das sementes
com bacterias diazotroficas no momento da semeadura, sobre a produtividade do milho, sendo
observada produtividade média de 10.916 kg ha™, superando o rendimento médio constatado
para a cultura na safra 2010/2011 no estado do Parana que foi de 7.884 kg ha™ (SEAB, 2011).
Estes resultados podem ser atribuidos as caracteristicas do hibrido utilizado, o qual apresenta
elevado potencial de producdo na regido de estudo, as praticas de manejo empregadas e as
condicgdes climaticas favoraveis incidentes durante a conducdo do experimento, conforme

observado na Figura 1.
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Mesmo que a produtividade ndo tenha sido influenciada significativamente pela
inoculacdo das sementes, observa-se que o tratamento submetido a inoculagdo combinada das
estirpes de Ab-V5 + SmR1 alcancou produtividade média de 11.573 kg ha™, enquanto o
tratamento testemunha apresentou produtividade média de 10.651 kg ha™. O aumento na
produtividade proporcionado pela inoculacdo combinada das estirpes neste caso foi de 922 kg
ha™ o que representa um incremento de 15 sacas por hectare, ou seja, um ganho de R$ 309,00
a mais por hectare cultivado, sugerindo a aplicabilidade da inoculagdo para o cultivo do
milho.

A resposta positiva das plantas a inoculacdo pode ser atribuida a diversos fatores,
como a producdo de substancias promotoras do crescimento, vinculada ao aumento na
superficie de absorgdo das raizes (SALOMONE e DOBEREINER, 1996), protecdo contra
fitopatdgenos, aumento da resisténcia das plantas ao estresse (HUERGO et al., 2008) e
aumento da taxa de acumulo de matéria seca, principalmente na presenca de elevadas
dosagens de N, o que parece estar relacionado com o aumento da atividade das enzimas
fotossintéticas e de assimilacdo de N (DIDONET et al., 1996).

De modo similar, Campos et al. (2000) ndo observaram resposta significativa da
produtividade em relacdo a inoculacdo com Azospirillum spp. Alves (2007), avaliando o
comportamento de gendétipos de milho submetidos a inoculacdo da estirpe ZAE 94 de H.
seropedicae e doses de N (0, 40 e 80 kg ha™), constataram também que néo houve efeito da
inoculagéo sobre a produtividade da variedade BRS 4157.

No entanto, a maioria dos trabalhos realizados até o momento relata algum efeito
benéfico da inoculacdo com Azospirillum e Herbaspirillum a cultura do milho. Barros Neto
(2008), trabalhando com o mesmo hibrido utilizado neste estudo submetido a dois niveis de
adubacdo nitrogenada (100 e 150 kg ha™ de N) com e sem inoculacdo de produto pré-
comercial a base de A. brasilense, observou que a inoculacdo do produto proporcionou
aumento significativo na produtividade de graos de milho na ordem de 9%, passando de 9021
kg ha® para 9814 kg ha™. Zilli et al. (2007), avaliando o efeito da inoculagdo com H.
seropedicae e doses de N (0, 40 e 80 kg ha™ de N) sobre o rendimento da cultura do milho em
Roraima, constataram efeito positivo da inoculacdo para o hibrido BRS 1010, sendo
proporcionado pelo tratamento apenas inoculado um incremento de 691 kg ha™* no rendimento
de gréos em relacéo ao controle, sem diferir dos tratamentos em que foram utilizadas as doses
de 40 e 80 kg ha™ de N combinadas ao inoculante.

Os resultados obtidos por Zilli et al. (2007) caracterizam a possibilidade de

contribuicdo da inoculacdo em suprir parte do N necessario a cultura, também observada por
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Quadros (2009), que verificou desempenho equivalente quanto ao rendimento de graos, entre
a inoculacdo de Azospirillum combinada com a adicdo de 50 kg ha™ de N na base e a
aplicacéo isolada de 130 kg ha™ de N.

Outros autores relatam ainda que os efeitos benéficos da inoculagdo podem ser
potencializados com a maior disponibilizacdo de N mineral as plantas. Cavallet et al. (2000)
verificaram que a utiliza¢do isolada do inoculante “Graminante” no cultivo de plantas de
milho proporcionou incremento na produtividade de 357 kg ha™ em relagdo ao controle,
enquanto a inoculacdo associada a adubagdo nitrogenada, na base e em cobertura,
proporcionou incremento ainda maior, de 904 kg ha™. Lopes et al. (2008), avaliando os
efeitos da inoculacdo com H. seropedicae e da adubagdo nitrogenada sobre o rendimento da
cultura do milho, observaram incremento significativo de 444 kg ha™ na producdo de gréos de
milho inoculado com H. seropedicae em comparacdo a plantas ndo inoculadas, sendo
verificado incremento ainda maior (863 kg ha™) quando a inoculagdo foi associada a
aplicacdo de 40 kg ha™ de N.

No entanto, a maior disponibilidade de N mineral pode, em alguns casos, prejudicar a
resposta a inoculagdo, como observado por Machado et al. (1998), em experimento com dois
niveis de adubacdo nitrogenada (10 e 100 kg/ha de N) com e sem inoculacdo de uma mistura
de bactérias diazotréficas. Os autores observaram incremento de 1380 kg ha™ na producéo de
grdos de milho quando utilizaram a inoculacio associada & adubacdo de 10 kg ha™ de N em
relacdo a testemunha sem inoculacdo, enquanto a inoculagdo associada a adubacdo com 100
kg ha de N resultou em incremento de apenas 960 kg ha™* na producéo de gréos.

Segundo Hartmann (1988) a eficiéncia da fixacdo biolégica em Azospirillum spp. é
rapidamente reduzida ou até mesmo inibida na presenca de maiores concentracGes de
compostos nitrogenados no solo, principalmente amonio, pois existe um mecanismo de
resposta da bactéria a assimilacdo do aménio, que provoca a inibi¢do rapida e reversivel do
complexo nitrogenase em Azospirillum spp. inibindo, consequentemente, a conversao do N
atmosferico (N,) a uma forma assimilavel as plantas.

Quanto a resposta dos componentes da producdo a adubacdo nitrogenada, foi
verificado efeito significativo para as variaveis altura de insercdo da espiga, comprimento e
didametro de espiga, massa de espiga e produtividade.

A adubacdo nitrogenada influenciou a altura de insercdo da espiga, sendo verificado
através da andlise de regressao curva de resposta linear crescente (p<0,01) para este parametro
em funcédo das doses de N testadas (Figura 4a). De acordo com o modelo obtido foi possivel

verificar incremento de 0,04 cm na altura de insercdo de espiga para cada quilo de N
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adicionado ao solo. Este resultado corrobora com os obtidos por Lana et al. (2009), que
verificaram resposta linear crescente da altura de insercdo da espiga em funcdo de doses
crescentes de N com incremento de 0,06 cm para cada quilo de N adicionado. J& Casagrande e
Fornasieri Filho (2002) ndo verificaram influéncia da adubacéo nitrogenada para esta variavel.

Quanto a massa da espiga observou-se ajuste linear crescente (p<0,01) dos dados em
funcdo da adubacdo nitrogenada (Figura 4b), sendo verificado através do modelo obtido
incremento de 0,18 g na massa de espiga para cada quilo de N adicionado ao solo. J& Ferreira
et al. (2001), avaliando o efeito de nutrientes minerais na qualidade dos grédos de milho,
verificaram efeito quadratico das doses de N sobre a massa de espiga, obtendo teoricamente

valor maximo para esta variavel de 10,48 t ha™ com a dose de 197,0 kg ha™ de N.
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Figura 4: Altura de insercdo da espiga (a) e massa da espiga (b) de plantas de milho, hibrido
30R50, em funcdo da adubacdo nitrogenada. Unioeste, Marechal Céandido Rondon, PR,
2010/2011. **: Significativo pelo teste T de Student (p<0,01).

A andlise de regressdo mostrou ajuste linear crescente para 0s dados de comprimento
(p<0,01) e diametro da espiga (p<0,01) em fungdo da adubacgéo nitrogenada (Figura 5a e 5b).
De acordo com as funcdes obtidas foi possivel verificar acréscimos de 0,004 cm no
comprimento e 0,01 mm no diametro de espiga para cada quilo de N adicionado, contribuindo
para 0 aumento da produtividade da cultura do milho (BULL, 1993).

A resposta positiva dos componentes da producgédo a adubacao nitrogenada confirma o
papel significativo do N no desempenho agrondémico da cultura do milho, seguindo uma
tendéncia de aumento linear da extracdo de N pela planta com o aumento da producgéo
(COELHO e FRANCA, 1995). Além disso, 0 numero de ovérios e dvulos contidos na espiga,
responsaveis diretamente pela formacédo de grdos, é afetado por diversos fatores, entre eles a
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disponibilidade de N (UHART e ANDRADE, 1995).
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Figura 5: Comprimento (a) e diametro (b) de espiga de plantas de milho, hibrido 30R50, em
funcdo da adubacgéo nitrogenada. Unioeste, Marechal Céandido Rondon, PR, 2010/2011. **:
Significativo pelo teste T de Student (p<0,01).

Na Figura 6 verifica-se ajuste linear crescente (p<0,01) para os dados de produtividade
em funcdo da adubacdo nitrogenada. De acordo com o modelo obtido verifica-se aumento na
ordem de 13,5 kg ha™ no rendimento da cultura do milho para cada quilo de N adicionado &
cultura e que mesmo a maior dose de N testada (160 kg ha™) ndo permitiu mudanca de
declividade da curva de producdo. Portanto a cada 40 kg ha™ de N adicionados ao solo neste
estudo foi proporcionado um incremento de 540 kg ha™, ou seja, 9 sacas ou R$ 185,40 a mais
por hectare cultivado, acarretando maior lucratividade ao sistema de producao.

Segundo Below (2002), o N esta relacionado com o estabelecimento da capacidade do
dreno reprodutivo, pois a adubacdo nitrogenada favorece o crescimento da planta e,
consequentemente, aumenta a area fotossinteticamente ativa, condicionando maior sintese de
fotoassimilados (BULL, 1993), o que potencializa a translocacdo de N e fotoassimilados dos
Orgdos vegetativos para os grdos (KARLEN et al., 1988; UHART e ANDRADE, 1995),
resultando em maior produtividade. Além disso, a aduba¢do nitrogenada influencia ndo sé a
produtividade, mas também a qualidade do produto em consequéncia do teor de proteina nos
gréos de milho (SABATA e MASON, 1992; ZHANG et al., 1994).

Diversos autores relatam comportamento linear crescente da produtividade do milho
em funcdo da adubacdo nitrogenada, corroborando com os resultados descritos neste estudo.
Duete et al. (2008), avaliando o efeito de doses e parcelamentos de N sobre a cultura do
milho, verificaram ajuste linear para os dados de produtividade em funcdo da adubacéo

nitrogenada, obtendo incremento na produtividade de grdos até a maior dose de N testada
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(175 kg ha™); Brasil et al. (2010), em estudo sobre o efeito de doses e épocas de aplicacdo da
adubacdo nitrogenada sobre a cultura do milho, constataram também aumento linear na
produtividade de grdos de milho em funcdo da aplicacdo de N até a maior dose testada (120
kg ha™).
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Figura 6: Produtividade do milho, hibrido 30R50, em funcdo da adubacdo nitrogenada.
Unioeste, Marechal Céandido Rondon, PR, 2010/2011. **: Significativo pelo teste T de
Student (p<0,01).

No entanto, respostas diferenciadas quanto ao comportamento da produtividade do
milho em funcdo da adubacdo nitrogenada tém sido verificadas. Lucena et al. (2000),
utilizando as mesmas doses de N testadas neste estudo, observaram efeito quadratico da curva
de resposta da produtividade em funcéo das dosagens de N, cuja funcdo de producdo obtida
permitiu verificar que o rendimento maximo de grdos (2257,2 kg ha™) seria teoricamente
atingido com aplicacéo de 111,1 kg ha™ de N; Ferreira et al. (2001) verificaram também efeito
guadratico das doses de N aplicadas ao solo sobre a produtividade do milho, com valor
maximo teorico de 8,58 ton ha™ para a dose 201,2 kg ha™.

Barros Neto (2008) verificou que a variacdo da quantidade de N aplicada em cobertura
(100 kg ha™* e 150 kg ha™) ndo causou efeito sobre a produtividade do milho cujas sementes
foram inoculadas com produto pré-comercial a base de A. brasilense, sendo que a adubagéo
com 100 kg de N ha™ foi suficiente para garantir produtividades em torno de 10.000 kg de
grdos ha.
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Aos 120 dias apds a emergéncia observou-se que nas parcelas que nao receberam N,
ou que receberam doses menores, as plantas como um todo ja se apresentavas bem secas
enquanto que, nas parcelas que receberam maiores doses de N, as plantas estavam bem mais
verdes, prolongando o periodo de retranslocacdo de aglcares e N para 0s gréos, contribuindo
com 0 aumento da producéo.

Contudo, a variabilidade de respostas do milho a inoculacdo de Azospirillum e
Herbaspirillum isolada ou combinada com N, ainda é grande e esta relacionada a diversos
fatores, principalmente a interacdo gendtipo da planta e bactéria, exercendo papel decisivo
sobre a eficiéncia das bactérias, pois algumas bactérias apresentam certa especificidade ao
hospedeiro. Cabe salientar ainda que a bactéria esta associada livremente a planta, seja na
rizosfera ou no interior dos tecidos, tornando-se muito vulneravel ao ambiente
(GYANESHWAR et al., 2002).

A eficiéncia dos microrganismos diazotréficos em fixar N depende tanto de fatores
genéticos do microrganismo e do macrossimbionte, como da interacdo destes com os fatores
ambientais (FRANCO e NEVES, 1992). Portanto, a atividade e até mesmo a sobrevivéncia da
comunidade bacteriana do solo pode ser influenciada por fatores ambientais, tais como
temperatura, umidade, aeracdo, salinidade-alcalinidade etc. e até mesmo pela competicdo com
outros microrganismos do solo (antagonismo microbiano) (BRANDAO, 1992), o que pode
estar relacionado em alguns casos com a auséncia de resposta das plantas a inoculagdo com
bactérias diazotroficas.

Valores extremos de pH também podem prejudicar o crescimento de microrganismos
do solo, n&o apenas pelo efeito direto da elevada concentragio de ions H" e OH’, mas também
pela influéncia indireta na disponibilidade de nutrientes e na penetragdo, no interior das
células microbianas, de compostos toxicos presentes no meio (BRANDAO, 1992). O pH
também pode alterar os padrdes de exsudacdo radicular, sendo que a maioria das bactérias
fixadoras de N, livres no solo ou associadas as raizes das plantas, € pouco tolerante a acidez
em meio de cultura (FRANCO e NEVES, 1992). Observando-se o pH do solo nas condic¢des
do presente estudo (Tabela 1) é possivel inferir que a auséncia de interacéo entre inoculacéo e
adubacdo assim como as respostas da inoculacdo isolada de A. brasilense podem estar
relacionadas a influéncia do baixo pH do solo sobre a bactéria, uma vez que esta espécie
sobrevive principalmente na rizosfera.

E necessario, portanto, mais estudos em condigdes de campo com a cultura do milho

envolvendo a selecdo e combinacdo entre estirpes eficientes, inclusive de diferentes espécies,
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e a associacao com a adubacdo nitrogenada, visando associar bactérias eficientes a gendtipos

promissores, 0s quais se beneficiariam dessa associagao.

4.3 Teores de NPK foliar e nos gréos

Na Tabela 5 séo apresentados os teores de NPK foliar e nos grédos de milho em fungéo
da inoculacdo das sementes com estirpes de A. brasilense e H. seropedicae, de forma isolada
e combinada, no momento da semeadura. Observa-se que o fator inoculacdo apresentou efeito

significativo apenas sobre os teores de P foliar e de N nos gréos.

Tabela 5: Teores de nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K), em folhas e grdos, de plantas
de milho, hibrido 30R50, em funcdo da inoculacdo das sementes, de forma isolada e
combinada, das estirpes de A. brasilense (Ab-V5) e H. seropedicae (SmR1). Unioeste,
Marechal Candido Rondon, PR, 2010/2011

BACTERIA FolhaTeor decla\lréo FoIhaTeor degréo Folha-lr eorde éréo
____________________ g kg'l--------------------

Testemunha 30,4 13,3 ab 3.2b 2,0 53,6 15,0
Ab-V5 32,3 11,23 b 3,3ab 1,8 53,4 14,7
SmR1 30,0 12,3 ab 3,6a 2,0 51,8 15,2
Ab-V5+SmR1 32,6 155a 3,5ab 2,0 50,8 15,2
Média 31,3 13,1 3,4 2,0 52,4 15,0
C.V. (%)** 12,0 33,6 12,08 23,01 8,94 6,85

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
**Coeficiente de variagdo (%).

N&o houve influéncia da inoculacdo sobre o teor de N foliar, obtendo-se valor médio
de 31,3 g kg™ de N, valor que esta dentro da faixa de suficiéncia considerada por Malavolta et
al. (1997) como adequada para o desenvolvimento da cultura do milho (27,5 a 32,5 g kg™ de
N). Dotto et al. (2010) também ndo constataram influéncia da inoculagdo com H. seropedicae
sobre o teor de N nas folhas de milho, embora tenham obtido valor médio de 26,8 g kg™ de N
nas folhas do milho, pouco abaixo da faixa de suficiéncia. J& o teor de N nos gréos foi
influenciado pela inoculagdo observando-se média superior para a inoculagdo combinada das

estirpes em relacdo a inoculacdo isolada de Ab-V5 e semelhante a testemunha e a inoculagdo
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de SmR1. De forma contréaria, Dotto et al. (2010) constataram que ndo houve influéncia da
inoculacdo com H. seropedicae sobre o teor de N nos gréos.

Quanto ao teor de P foliar houve efeito significativo do fator inoculagdo para esta
variavel, sendo observada média superior do tratamento inoculado com a estirpe SmR1 em
relacdo a testemunha, sem diferir dos tratamentos inoculacdo com Ab-v5 e inoculacdo
combinada das estirpes. Os valores observados encontram-se bem préximos do maior valor
considerado como adequado por Malavolta et al. (1997) dentro da faixa de suficiéncia que é
de 2,5 a 3,5 g kg™ de P. Para o teor de P nos grdos ndo foi verificado efeito da inoculacéo,
com valor médio para esta variavel de 2,0 g kg™ de P.

Ja para os teores de K, tanto nas folhas como nos grdos, ndo houve efeito da
inoculagdo sendo observados valores médios de 52,4 g kg™ e 15 g kg™ de K para folhas e
gréos, respectivamente, em funcdo da inoculacdo. O teor de K foliar encontra-se acima da
faixa considerada adequada para o milho, entre 17,5 e 22,5 g kg™, segundo Malavolta et al,
(1997). Teor elevado de K na planta pode ser associado com o aumento da produc¢éo de graos,
diretamente relacionado com o maior transporte e armazenamento de fotoassimilados nos
grdos, ja que o K participa do transporte de sacarose e fotoassimilados no sentido da fonte
para o dreno (MARSCHNER, 1995).

Quanto a influéncia da adubacdo nitrogenada sobre os teores de NPK em tecidos
foliares e gréos de milho, foi verificado efeito significativo apenas para o teor de P foliar.

O fator adubacéo nitrogenada né&o influenciou o teor de N foliar obtendo-se valor
médio de 31,3 g kg™ de N em funcdo das doses de N, também dentro da faixa de suficiéncia
citada por Malavolta et al. (1997). Dotto et al. (2010) ndo observaram efeito da aplicacdo de N
em cobertura sobre o conteudo foliar de N. J& Casagrande e Fornasieri Filho (2002) relatam
que os teores de N foliar foram influenciados pelas doses de N, variando de 36 g kg™ a 39 g
kg™, para as doses 0 e 90 kg ha™ de N, respectivamente.

A auséncia de resposta do teor de N foliar em relacdo a adubacdo nitrogenada
observada neste estudo pode ser atribuida a um fator de diluicdo causado pelo crescimento
continuo da planta, que acarreta uma reducdo no percentual de N na parte aérea da planta de
milho com o decorrer do ciclo. Na verdade, a quantidade de N na planta continua crescendo,
sendo esta absorcao de N relativamente mais adiantada que o acimulo de massa seca durante
a maior parte da vida da planta (TROEH e THOMPSON, 2007).

O teor de N nos gréos nédo foi influenciado pela adubacéo nitrogenada em cobertura,
diferindo dos resultados obtidos por Dotto et al. (2010) que verificaram incremento no

conteddo de N nos grdos com o aumento das doses de N adicionadas ao solo. Deparis et al.
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(2007) constataram que a adubacédo nitrogenada em cobertura ndo influiu nos teores de NPK
nos graos.

Houve efeito da adubacgdo nitrogenada sobre o teor de P foliar, obtendo-se através da
anélise de regressdo um ajuste linear dos dados em funcdo da adubagdo nitrogenada, com
incremento de 0,003 g kg™ de P para cada quilo de N adicionado ao solo (Figura 7). A
principal funcdo do P na planta esta relacionada com os fendmenos de armazenamento e
transferéncia de energia na planta, sob a forma de ATP, essencial a fotossintese, sintese de
proteinas, amino&cidos e lipidios, sendo que a planta de milho apresenta elevada exigéncia
deste nutriente por ocasido da formacdo e desenvolvimento dos grdos, quando, além da
absorcédo do solo, héa intensa translocacdo do elemento para os grdos (FORNASIERI FILHO,
1992).

Embora o milho requeira uma grande quantidade de K para sua grande producéo de
carboidratos e apresente a maior parte do K em suas folhas e ramos (TROEH e THOMPSON,
2007), ndo foi verificado efeito das doses de N para o teor de K foliar, observando-se valor
médio de 52,4 g kg™ em funcéo da adubacdo nitrogenada, valor acima dos considerados como
ideais para a cultura do milho segundo Malavolta et al. (1997). Casagrande e Fornasieri Filho
(2002) e Deparis et al. (2007) também ndo verificaram efeito das doses de N sobre os
conteudos foliares de K.

As doses de N nédo afetaram os teores de K e P nos gréos, obtendo-se teores médios de
15,0 e 2,0 g kg™, para K e P respectivamente, diferindo dos resultados obtidos por Ferreira et
al. (2001) que verificaram aumento significativo nos teores de todos os nutrientes analisados
nos graos, inclusive P e K, com o incremento da adubacdo nitrogenada. Segundo Fornasieri
Filho (1992) os grdos de milho removem quantidades reduzidas de K e seu conteldo,

praticamente, ndo varia com o teor de K do solo.
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Figura 7: Teor de P foliar de plantas de milho, hibrido 30R50, em funcdo da adubacédo
nitrogenada. Unioeste, Marechal Candido Rondon, PR, 2010/2011. **: Significativo pelo
teste T de Student (p<0,01).
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5 CONCLUSOES

e Apesar de ndo haver interacdo entre a inoculacdo de bactérias diazotroficas e a
adubacdo nitrogenada para as variaveis avaliadas, a inoculacdo proporciona efeito
positivo quanto ao desenvolvimento e producéo da cultura do milho, com destaque para
a inoculacdo combinada das estirpes de A. brasilense (Ab-V5) e H. seropedicae
(SmR1), que proporciona incremento de 12% na massa seca de parte aérea e de 7% ou
922 kg ha™ na produtividade de gréos da cultura em relagdo a testemunha sem
inoculagéo;

e A aplicacdo de doses crescentes de N em cobertura proporciona incremento no
crescimento e produtividade de grios do milho até a dose de 160 kg ha™ de N;

e A prética da inoculacéo de bactérias diazotroficas na cultura do milho é uma alternativa
viavel que além de proporcionar beneficios ao desenvolvimento da planta contribui para

uma atividade agricola mais sustentavel, um dos principais focos do cenario atual.
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Anexo I: Resumo da andlise de variancia para as variaveis: diametro basal do colmo, altura da planta, massa seca da parte aérea e area foliar, nas

fases vegetativa e reprodutiva, e altura de insercdo da espiga, comprimento da espiga, didmetro da espiga, numero de fileiras por espiga, nUmero

de gréos por fileira, massa da espiga e produtividade de plantas de milho, hibrido 30R50, em funcdo da inoculacdo das sementes com bactérias

diazotroficas e adubacéo nitrogenada. Unioeste, Marechal Candido Rondon — PR, 2010/2011

Quadrados médios

F.V. G.L. Diametro Diametro Altura Altura Massa seca Massa seca Area Area
colmo V colmo R planta VV planta R parte aérea V parte aérea R foliar V foliar R
Bloco 3 11,781 12,612** 122,589 847,686**  3889698,305  174837099,319* 35,618 4,546
Bactéria 3 78,550** 12,916** 76,300 4,270 8185035,304  175413242,380* 99,371 53,914
Doses N 4 30,406 9,877* 753,034**  192,167* 15476174,598** 141644259,404* 84,137 872,919**
BXN 12 21,075 1,953 71,240 81,465 3911366,158 31472858,324 52,280 258,895
Residuo 57 15,915 2,838 181,137 60,763 3454578,776 47396083,414 64,047 192,952
Total 79
C.V. 12,33 6,33 9,5 3,16 14,42 14,37 25,09
Quadrados médios
F.V. G.L. Altura de Comprimento  Diametro NUmero NUmero de Massa de Produtivi
Insercdo da espiga  da espiga da espiga de fileiras grdos fileira espiga rodutividade
Bloco 3 591,587** 1,322* 2,629* 0,080 5,805 1215,409 1226825,389
Bactéria 3 143,277** 4,285** 6,928** 0,076 6,633 2894,044** 4103749,086
Doses N 4 128,024** 1,500* 6,626** 1,079 4,293 2204,792* 9443145,922**
BXN 12 37,465 0,216 1,556 1,977 2,868 466,026 1313973,816
Residuo 57 33,817 0,466 0,810 1,181 3,468 647,122 1805781,424
Total 79
C.V. (%) 4,29 3,62 1,72 6,88 4,75 9,56 13,84

*, **: Significativos a 5 e 1% pelo teste F, respectivamente; V: fase vegetativa; R: fase reprodutiva.



60

Anexo Il: Resumo da andlise de variancia para as variaveis teor de N, P e K foliar e teor de N,

P e K nos grdos, de plantas de milho, hibrido 30R50, em fung¢éo da inoculagdo das sementes

com bactérias diazotréficas e adubagdo nitrogenada. Unioeste, Marechal Candido Rondon —

PR, 2010/2011

Quadrados médios

FV. GL. NFoliar PFoliar KFoliar ~ NGro PGrao KGréo
Bloco 3 25,308 0,233 909,339** 1,796 0,496 0,974
Bactéria-B 3 34,010 0,598* 36,582 64,785* 0,178 1,161
Doses N-N 4 17,526 0,683** 14,874 22,780 0,246 1,919
BXN 12 13,365 0,183 9,318 14,940 0,140 0,506
Residuo 57 14,132 0,169 21,950 19,380 0,204 1,060
Total 79

C.V. (%) 12,0 12,08 8,94 33,6 23,01 6,85

*, **: Significativos a 5 e 1% pelo teste F.



