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DOSES DE |INOCULANTE E ESTIRPES DE Azospirillum brasilense
ASSOCIADAS A ADUBACAO NITROGENADA NA CULTURA DO MILHO

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar em condi¢cées de campo em diferentes
areas do Sul do Brasil, o efeito associado de fertilizacdo mineral e diferentes
dosagens de inoculante formulado a partir das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 de
Azospirillum brasilense. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao
acaso, com quatro blocos e dez tratamentos. Os tratamentos foram formados pelas
doses de 0, 60 e 120 Kg ha™ de nitrogénio, sem inoculacéo das sementes e a dose
de 60 Kg ha™* de nitrogénio + inoculacéo individual e associada das estirpes Ab-V5,
Ab-V6 e Ab-V7. Foram realizadas avaliacbes biométricas durante o estadio de oito
folhas definitivas (V8), bem como, avaliacdes dos componentes de producdo e da
produtividade no final do ciclo da cultura. Também foram avaliados os teores de N, P
e K das folhas no inicio da floracdo feminina, bem como, os teores desses nutrientes
presentes nos gréos. Os resultados obtidos indicam que, indiferente da area
avaliada, a utilizacdo de inoculante a base de A. brasilense associado a dose de 60
Kg ha® de nitrogénio resulta em incrementos no crescimento, desenvolvimento e

produtividade do milho.

PALAVRAS-CHAVE: Fixacdo biolégica de nitrogénio; Zea mays L.; Promocao do

crescimento vegetal; Fitormonios.



DOSES AND STRAINS OF INOCULANT Azospirillum brasilense ASSOCIATED
WITH NITROGEN IN THE CULTURE OF CORN

ABSTRACT: This study aimed to evaluate under field conditions in different areas of
southern Brazil, the effect associated with mineral fertilizers and different dosages of
inoculant formulated from the strains Ab-V5, V6 and Ab-Ab-V7 of Azospirillum
brasilense. The experimental design was randomized blocks with four blocks and ten
treatments. The treatments were formed by the doses of 0, 60 and ha-1 of nitrogen
without seed inoculation dose to 120 kg and 60 kg ha-1 nitrogen + individual
inoculation and associated strains of Ab-V5, V6 and Ab-Ab -V7. Biometric
evaluations were performed during the stage of eight mature leaves (V8), as well as
assessments of components of production and productivity at the end of the crop
cycle. Levels of N, P and K leaves in early female flowering were also evaluated as
well, the levels of these nutrients in grains. The results indicate that regardless of the
area evaluated, the use of inoculant base of A. brasilense associated with the dose
of 60 kg ha-1 of nitrogen results in increases in growth, development and yield of

corn.

KEY-WORDS: Biological nitrogen fixation; Zea mays L.; Promotion of plant growth,

plant hormones.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho em funcdo de seu alto potencial produtivo e sua vasta
utilizacdo tanto na alimentacdo animal quanto na humana, constitui um dos
principais cereais cultivados no mundo (DOURADO NETO e FANCELLI, 2004).

O Brasil se destaca na producdo de milho ocupando o 3° lugar no ranking
mundial, com uma area plantada de 15,8 milh6es de hectares, para uma producéo
de 67 milhdes de toneladas. Embora o Brasil tenha potencial para assumir a
lideranca mundial na producdo deste cereal, a produtividade nos solos brasileiros
ainda é baixa, cerca de 37,6% inferior a obtida nos Estados Unidos, pais que ocupa
a 1° colocagéao na producdo do milho (USDA, 2012; CONAB, 2012).

A cultura do milho tem entre suas caracteristicas produtivas a alta
dependéncia a fatores edafoclimaticos para expressar seu potencial. Vale ressaltar
qgue, depois da agua, um dos principais fatores limitantes para o alto rendimento da
cultura € o nitrogénio (FERNANDES, 2006). Este nutriente esta diretamente
relacionado ao crescimento/desenvolvimento da  cultura, influenciando
significativamente a produtividade do milho (BULL e CANTARELLA, 1993; UHART e
ANDRADE, 1995; ESCOSTEGUY et al., 1997).

Porém, considerando que a maior parte do nitrogénio aplicado na cultura do
milho é perdido no sistema solo-planta, e, ainda, que o uso excessivo da fertilizacdo
nitrogenada contribui para a contaminacdo do solo e de recursos d’agua (ANGUS;
1995; BUMB, 1995), é crescente a busca por alternativas que venham substituir
parcialmente o uso da fertilizacao nitrogenada em culturas como a do milho.

Assim, a utilizagdo de biofertilizantes a base de microrganismos fixadores de
nitrogénio e promotores do crescimento vegetal, pode se tornar uma alternativa
viavel em funcao de suprirem parcialmente o uso dos fertilizantes tradicionais, bem
como, estimular o crescimento e desenvolvimento vegetal pela acdo de substancias
promotoras do crescimento vegetal (COCKING, 2003). Dentre estes destaca-se,
para gramineas, as bactérias promotoras do crescimento vegetal do género
Azospirillum por disponibilizarem o N, atmosférico para as plantas, produzirem
substancias promotoras de crescimento (auxinas, giberelinas e citocininas), entre
outros efeitos positivos nas caracteristicas de desenvolvimento e produtividade das

plantas.
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Vérias estirpes com potencial de uso agricola de A. brasilense ja foram
isoladas e classificadas. Os resultados obtidos s&o variaveis em funcdo da
inoculacdo de estirpes isoladas ou associacdo de mais de uma estirpe. Trabalhos
com associacdo de mais de duas estirpes como é o caso do presente estudo séo
escassos e merecem atencdo, pois podem trazer beneficios em funcdo das
interacdes planta-bactéria existentes que ainda sdo pouco compreendidas. Neste
contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a inoculacéo, individual ou associada,
das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 de A. brasilense, na cultura do milho, em

diferentes areas agricolas do Sul do Brasil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Culturado Milho

O milho dentro de sua classificacdo botanica € uma monocotiledénea,
pertencente a familia Poaceae, subfamilia Panicidae, género Zea e espécie Zea
mays L. (DOEBLEY, 1990). E uma planta herbacea, monoica, anual, completando
seu ciclo entre quatro e cinco meses ap0s a emergéncia das plantulas (PONS e
BRESOLIN, 1981). O género Zea é composto por um grupo de gramineas nativas
do México e da América Central (DOEBLEY, 1990), sendo conhecido na Europa
apos o retorno de Colombo que trouxe consigo plantas de milho coletadas em Cuba
(FREITAS, 2001).

A espécie (Zea mays) é um dos principais cereais cultivados no mundo, em
funcdo do seu alto potencial produtivo, bem como, por suas caracteristicas quimicas
e nutricionais. A cultura fornece vasta variedade de produtos que sao utilizados tanto
na alimentagdo animal, em especial a suinocultura, avicultura e bovinocultura de
leite, nas formas de farelo, racdes e silagem, para a alimentacdo humana, tanto na
forma “in natura”, como milho verde, ou na forma de subprodutos processados como
massas, farinhas e paes, bem como, a cada ano aumenta a utilizacdo do cereal para
producdo do combustivel etanol (DOURADO NETO e FANCELLI, 2004; SEAB,
2012).

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a
producdo mundial do cereal ultrapassou os 870 milhdes de toneladas métricas na
safra 2011/2012, incrementando em 14,6% a producdo em relacdo a safra
2010/2011, que foi de 829 milhdes de toneladas meétricas. Segundo a mesma
Instituicdo, os maiores produtores mundiais da cultura ainda séo os Estados Unidos,
produzindo 375,68 milhdes de toneladas, seguido pela China (195 milhdes de
toneladas) e, ocupando o terceiro lugar, o Brasil, que na safra 2011/2012 produziu
67 milhdes de toneladas (USDA, 2012).

A area estimada com milho no mundo na safra 2011/2012 é de 175,2 milhdes
de hectares, refletindo um aumento de 4% em relacdo ao ano anterior (USDA,
2012). No Brasil, a area semeada na primeira safra foi de 7,56 milhées de hectares.

Porém, observa-se uma tendéncia de decréscimo na area cultivada no verdo em
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funcdo da opcao, por parte dos agricultores, pelo plantio da soja. Contudo, ocorre a
expansdo no plantio da segunda safra de milho, chegando a ser cultivado na safra
atual (2011/2012) em 7,6 milhdes de hectares. A soma das areas cultivadas com o
milho na primeira e a segunda safra na temporada 2011/2012 obteve taxa de
crescimento de 9,8% quando comparado a éarea cultivada na safra anterior
(2010/2011). Este acréscimo é resultado do aumento na area plantada nos principais
estados produtores, Parana e Mato Grosso (CONAB, 2012).

Para a proxima safra no Brasil (2012/2013) estima-se um recorde do cultivo
deste cereal, tanto em area plantada, quanto em producdo (CONAB, 2012). Mesmo
sendo esperada uma quebra na safra do Sul do Pais, principalmente no Estado do
Rio Grande do Sul, a producdo nacional ser4d maior devido ao aumento da area
semeada, maior uso de tecnologias, bem como, em funcdo das condi¢cfes climaticas
favoraveis, que sdo esperadas para a maioria dos Estados produtores brasileiros
(CONAB, 2012).

Entretanto, um dos fatores que ainda influencia negativamente a producéo da
cultura no Brasil, é a baixa produtividade, tendo alcancado a média de 4.799 Kg ha™,
sendo 37,6% inferior a obtida nos Estados Unidos, mesmo este Pais tendo passado
por uma das maiores secas da historia recente, o que resultou em quebra de 60%
nos indices produtivos para a cultura na safra passada (CONAB, 2012).

2.2 Ecofisiologia da Cultura do Milho

2.2.1 Fenologia

A espécie Zea mays L. € uma planta que possui ciclo vegetativo variavel, isso
em funcéo dos diferentes gendtipos existentes, podendo ser de ciclo precoce, onde
a polinizacdo ocorre normalmente 30 dias ap0s a emergéncia, e também gendtipos
com ciclos que podem alcangar 300 dias de cultivo. Porém, normalmente nas
condicbes brasileiras, o milho apresenta ciclo entre 110 e 180 dias (superprecoce,
precoce e normal), sendo esse periodo compreendido entre a semeadura e a
colheita (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005).
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Os estédios fenologicos sdo subdivisdes ou particularidades durante o ciclo
de uma planta da mesma maneira como sao as fases, entretanto, no caso dos
estadios fenoldgicos, ndo se faz necessario que ocorra uma transformacao na planta
ao nivel que orgdaos venham aparecer ou desaparecer, em funcdo de sua
ocorréncia. Logo os subperiodos sao definidos como o tempo decorrido entre duas
fases consecutivas (vegetativa e reprodutiva), sendo que nesse caso as
necessidades e as estruturas das plantas sdo praticamente constantes. Desse
modo, através da utilizacdo de escalas fenolégicas, pode se ter um maior
detalhamento do ciclo da planta, ja que o tempo decorrido entre duas fases distintas
pode ser variavel, além de demasiadamente longo. Assim, as aplicacdes dos
estadios fenoldgicos sédo importantes para a determinacao dos periodos criticos para
a cultura em relacdo a deficiéncia hidrica, auxiliando nos periodos de maior
exigéncia de 4gua, o que facilita a elaboracédo de planos de zoneamento agricola,
épocas de aplicacdo de fertilizantes e defensivos, bem como, para classificar
cultivares quanto a sua precocidade (BERGAMASCHI, 2006).

Existem diversas escalas fenoldgicas para a cultura, porém as mais utilizadas
sdo as descritas por Hanway (1966) e por Ritchie et al. (1993). Nesse sentido,
Fancelli e Dourado Neto (2005), adaptaram a escala de Hanway (1966),
harmoniosamente com o ciclo de desenvolvimento geral apresentado pela cultura,
subdividindo-a em cinco periodos: (1) germinacdo e emergéncia; (2) crescimento e
desenvolvimento; (3) floracao; (4) frutificacdo e (5) maturacao fisiologica.

Entretanto, a escala mais utilizada no Brasil foi proposta por Ritchie et al.
(1993), mesmo esses autores tendo definido esta escala originalmente em hibridos
adaptados a regido central do Estado de lowa, nos Estados Unidos, a estabilidade
das caracteristicas morfologicas para a definicdo de cada fase fenolégica utilizada
em diversos ambientes e a facil observacao promoveram a aceitacdo e o uso desta
escala em diferentes regides produtoras (SANGOI et al., 2010).

A avaliagéo da ontogenia da planta de milho utilizada na escala de Ritchie et
al. (1993), subdivide o crescimento e desenvolvimento da planta em estadios
vegetativos e reprodutivos (SANGOI et al.,, 2010). Dessa maneira, os estadios
referentes ao periodo vegetativo da cultura sao representados pela letra V e por um
namero que varia de um a 18, que representam o numero de folhas totalmente
expandidas existentes na planta em determinado momento de seu crescimento

vegetativo, sendo consideradas expandidas as folhas que apresentam a regido do
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colar totalmente visivel (RITCHIE et al., 1993). Porém, existem duas excec¢cfes na
fase vegetativa que sdo os estaddios VE e VT, sendo que estas representam a
emergéncia da cultura e o inicio do pendoamento, respectivamente.

Apbs o estadio VT, a escala proposta por Ritchie et al. (1993) utiliza a letra R
associada a um numero (de um a seis), que representa as subdivisbes que
caracterizam o estagio reprodutivo da cultura, desde o espigamento (R1) até o
momento da maturagdo fisioldgica representado pela sigla R6 (SANGOI et al.,
2010). Na Tabela 1, sdo apresentados os estadios fenologicos da cultura do milho
segundo Ritchie et al. (1993).

Tabela 1. Estadios Fenolégicos de uma planta de milho.

Estadios vegetativos Estadios reprodutivos

VE — emergéncia A — antese

V1 — primeira folha R1 — florescimento e fecundagéo
V2 — segunda folha R2 — gréo leitoso

V3 — terceira folha R3 — gréo pastoso

V6 — sexta folha R4 — gréo farinaceo

V9 — nona folha R5 — grao farindceo-duro

V12 — décima segunda folha R6 — maturidade fisiol6gica

V15 — décima quinta folha
V18 — décima oitava folha

VT - pendoamento

Fonte: adaptado de Ritchie et al. (1993).

Assim, a utilizacdo dos estadios fenologicos para a cultura do milho torna-se
importante para o planejamento da melhor época de implantacdo da cultura, bem

como, para os estudos de diferentes materiais genéticos (MATZENAUER, 1997).

2.2.2 Temperatura

De maneira geral, a temperatura influéncia o metabolismo das plantas

através da atividade enziméatica, em funcao de estar diretamente relacionada com a

conformacdo e reacdes promovidas pelas enzimas (BONHOMME, 2000). Sob
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condicdes de baixas temperaturas, as enzimas perdem a capacidade plastica de se
alterarem, o que pode levar a ndo ocorréncia da reagdo enzimatica. Assim como,
guando submetidas a temperaturas extremamente baixas, as enzimas sofrem uma
coagulacédo formando novas estruturas que ndo possuem a capacidade de catalisar
reagcdes na planta. J& com a elevagdo da temperatura dentro de certos limites, a
velocidade das reagBes enziméaticas € aumentada. Entretanto, a partir de
determinada temperatura, a atividade enzimatica é reduzida em funcdo do aumento
da agitacdo das moléculas fazendo com que estas venham a sofrer o processo de
desnaturacao (TAIZ e ZEIGER, 2004).

A cultura do milho é altamente responsiva as condi¢des climaticas desde a
germinacdo até a maturacao fisiolégica (BRUNINI et al., 2006). Sdo inUmeras as
comprovacdes experimentais que apontam a temperatura como fator decisivo para o
desenvolvimento da cultura, ainda que a agua e outros fatores climaticos venham a
influenciar diretamente nos processos de crescimento e desenvolvimento (SANGOI
et al., 2010).

Ha uma faixa Otima de temperatura para que 0s processos fisioldgicos
venham a ocorrer normalmente na cultura do milho. Pascale (1953) verificou que
temperaturas meédias do ar na faixa de 25°C fazem com que as plantas venham a
atingir seus estadios de crescimento e desenvolvimento mais rapidamente.
Entretanto, temperaturas médias diarias abaixo de 19°C podem influenciar
negativamente a cultura ocasionando perdas significativas e podendo tornar o cultivo
inviavel (PASCALE, 1953). Resultados semelhantes foram observados por
Maddonni et al. (2006) ao trabalharem com diferentes hibridos de milho submetidos
a variacdes de temperatura e luminosidade. Os autores verificaram reducao no peso
final dos grdos quando a cultura foi submetida a temperaturas médias diarias
inferiores a 19°C e menor radiacao solar, sendo os resultados justificados em fungao
da menor taxa fotossintética corrente e pela menor particao de fotoassimilados nos
graos.

Temperatura elevada também contribui significativamente para a reducéo do
potencial produtivo da cultura, sendo este, um dos fatores chave e que se associado
a baixa disponibilidade hidrica reduz drasticamente a fotossintese liquida em funcéo
do aumento da respiracdo (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). Esses mesmos
autores também relatam que a cada grau de temperatura média diaria superior a

21,1°C durante os primeiros 60 dias apos a semeadura o periodo de florescimento é
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antecipado de dois a trés dias, fenbmeno que pode reduzir significativamente o
namero de grdos das espigas. Contudo, Shaw (1977), descreve que as maiores
produtividades para a cultura do milho sédo alcancadas durante 0s meses em que as
temperaturas oscilam entre 21 e 27°C, nao existindo um limite maximo, porém, a
produtividade é reduzida quando da existéncia de temperaturas superiores as
descritas anteriormente.

Também, a temperatura média noturna, possui grande influéncia no
crescimento e desenvolvimento da cultura, sendo que temperaturas médias noturnas
inferiores a 13°C causam perdas significativas na cultura (PASCALE, 1953), bem
como, temperaturas acima de 24°C reduzem a taxa fotossintética liquida em funcéo
do aumento da respiracdo celular (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). Na
literatura sdo encontrados trabalhos que demonstram respostas lineares no aumento
da respiracdo com a elevacdo da temperatura noturna, influenciando também a
translocacao de solutos organicos e de nutrientes (LANDSBERG et al., 1977). Nesse
mesmo sentido, Andrade (1995) verificou que a temperatura noturna de 29,4°C,
além de aumentar a senescéncia foliar, reduziu a produtividade em 60% quando
comparado com a temperatura de 18,3°C.

No sul do Brasil, o inicio da semeadura deve ser realizado quando o solo
estiver com temperatura igual ou superior a 16°C, isso porque temperaturas
inferiores a esse valor propiciam uma emergéncia lenta, favorecendo o ataque de
patdogenos de solo, o que reduz o estande, incrementa a desuniformidade de
emergéncia, bem como, aumenta o periodo critico de competicdo com plantas
espontaneas (SANGOI, 1993). Sendo que, semeadura realizada no final do inverno
e inicio da primavera, época em que o solo ainda se encontra com temperaturas
mais baixas, estende o periodo de emergéncia das plantulas para 13 dias quando
comparado com o mesmo material semeado no inicio do verdo que emerge mais
rapidamente, em média seis dias apdés a distribuicdo das sementes no solo
(SANGOI, 1993).

Dessa maneira, a medida que a temperatura do solo aumenta, ocorre um
aumento na divisdo celular do embrido, acelerando o desenvolvimento, elongacao
de raizes seminais, coledptilo e do mesocotilo, resultando na reducdo do sub-
periodo de semeadura e emergéncia (DENMEAD e SHAW, 1962). Assim,
temperaturas médias do solo entre 25 e 30°C, propiciam melhor emergéncia, bem
como, 6timo crescimento vegetativo das plantas (FANCELLI e DOURADO NETO,
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2005). J& temperaturas médias superiores a 32°C, tendem a reduzir
significativamente a germinagdo do grdo de pdlen, influenciando diretamente o
rendimento final da cultura.

A utilizacdo da temperatura média do ar em escala diaria (graus-dia) € um dos
métodos para relacionar a temperatura e o desenvolvimento da cultura do milho.
Essa escala baseia-se no acumulo térmico didrio necessério para que a planta atinja
um determinado estadio fenologico do seu desenvolvimento (NESMITH e RITCHIE,
1992).

A estimativa da soma das unidades diarias de calor (UC), a partir da
emergéncia até que o material utilizado venha a atingir um determinado estadio
fenologico, ocorre pela diferenca da temperatura média diaria e as temperaturas
minima e maxima exigidas pela espécie (FANCELLII e DOURADO NETO, 2005).
Sendo esse acumulo de unidades caléricas ou graus-dia mais preciso na avaliacao
do desenvolvimento da cultura do que o calendéario baseado em dias (PEREIRA et
al.,, 2002). Segundo Fancelli e Dourado Neto (2005) este método € usado
principalmente para diferenciar o ciclo das cultivares até pendoamento/espigamento.
Neste sentido, hibridos hiper-precoces necessitam de menos 780 UC para florescer,
hibridos super-precoces entre 780 — 830 UC, precoce entre 831 — 890 UC e os
normais ou tardios menos de 890 UC.

Assim torna-se importante o conhecimento das exigéncias térmicas para a
cultura do milho, desde a semeadura até a maturidade fisiologica da cultura, em
funcdo da previsdo do inicio e duragcdo de cada estadio fenoldgico da cultura, sendo
esse conhecimento importante para a tomada de decisbes no campo (STEWARTE
et al., 1998).

2.2.3 Fotoperiodo

O fotoperiodo € um importante fator climatico que afeta diretamente a cultura
do milho, de maneira diferente entre cultivares, sendo este representado pela
quantidade de horas de luz solar incidente na planta (ANDRADE et al., 1991).

O milho é considerado uma planta neutra ou de dias curtos, sendo seu
desenvolvimento afetado pela quantidade de radiagdo solar, de maneira que as
maiores produtividades séo alcancadas sob condicbes de radiacdo solar elevada
(REICHARDT, 1987; FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). O fotoperiodo critico
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para a cultura do milho é de aproximadamente de 12h, sendo que, dias com menor
tempo de luz estimulam a transformacdo do meristema apical em primordio floral
(SANGOI et al., 2010). Nesse sentido, cultivares de milho sensiveis ao fotoperiodo
submetidas ha dias longos, podem aumentar a permanéncia do periodo vegetativo,
retardando a floragdo, aumentando a estatura da planta e consequentemente
prolongando o ciclo da cultura (ANDRADE et al., 1991). Também, Warringtone e
Kenamasu (1983) observaram que em condi¢bes de fotoperiodo longo, durante a
fase indutiva da cultura do milho, ocorre maior producdo de primoérdios foliares e
atraso no processo de floragdo, o que aumenta a soma térmica até o periodo da
antese.

Andrade et al. (1996) ressaltam que o cultivo de milho em altas latitudes, em
caso de atraso no processo de semeadura, resulta em exposicdo da cultura a
fotoperiodo mais longo durante a fase indutiva. Isto gera aumento significativo da
soma térmica até a floracdo, fazendo com que o sub-periodo de enchimento de
grados ocorra em uma fase de acentuada reducdo de luminosidade prejudicando
significativamente o rendimento da cultura. Dessa maneira, 0s programas de
melhoramento da cultura vém trabalhando no intuito de reduzir a sensibilidade do
milho as variacBes edafoclimaticas, o que possibilitou a expansao da cultura em
diversas regifes do globo terrestre (SANGOI et al., 2010).

2.2.4 Radiacgao solar

A radiacdo solar é unica fonte de energia para a realizacdo dos processos
fisiolégicos que ocorrem nos vegetais, sendo a fotossintese, o processo bioldgico
que pode converter a energia solar em energia quimica (BLACKENSHIP, 2002).
Ainda vale salientar que o conhecimento da energia livre que entra em um
determinado sistema agricola, bem como, o metabolismo da cultura em questdo sao
necessarios para que possa ser estimado o potencial produtivo da cultura
(STEWART et al., 2003). Assim, a producéo de biomassa pelas plantas depende da
absorcao da densidade do fluxo de fotons fotossintéticos por suas folhas, bem como,
da eficiéncia da planta em converter a radiagdo solar em energia quimica pelo
processo fotossintético (BERGAMASCHI et al., 2010).
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O milho € uma planta que possui metabolismo C4 de fixacdo de carbono.
Esse fato, associado a sua grande area foliar, faz com que a cultura seja altamente
eficiente na conversdo de energia luminosa em quimica (ANDRADE, 1996). Neste
sentido, o milho tem elevado potencial e habilidade fisiolégica na conversdo de
carbono em compostos organicos (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). O
carbono estocado na forma de compostos organicos sédo translocados dos 6rgaos
fotossinteticamente ativos (fontes) para 6rgdos drenos, onde sdo estocados ou
metabolizados. Assim, a produtividade do milho possui uma correlacéo positiva com
a radiacao incidente no dossel da cultura (JONG et al., 1982).

A capacidade maxima de conversdo de CO, em biomassa nas plantas é
dependente de condicbes 6timas, ou seja, ndo devem sofrer qualquer tipo de
estresse. Plantas em condicbes de déficit hidrico, por exemplo, podem ter sua
capacidade de interceptacédo de radiacdo reduzida em funcdo do enrolamento das
folhas (MULLER e BERGAMASCHI, 2005). Nesse sentido, Kunz et al. (2007)
relataram reducdo na eficiéncia fotossintética das plantas de milho, em funcdo do
enrolamento das folhas, quando estas foram submetidas a diferentes intensidades
de déficit hidrico. Estes resultados corroboram com os obtidos por Bergamaschi et
al. (2010) que obtiveram reducdo de até 20% na interceptacdo da radiacao
fotossinteticamente ativa nas plantas de milho submetidas a déficit hidrico.

Outro fator determinante para o sucesso da assimilacdo de CO;, € a fertilidade
do solo, particularmente a quantidade de nitrogénio disponivel devido este nutriente
ser fator limitante para a formacao de fitocromo e clorofila nas folhas (DEWAR, 1996;
SCOTT GREN et al., 2003).

2.2.5 Exigéncia hidrica

A disponibilidade de agua geralmente € o principal fator limitante que afeta o
potencial produtivo da cultura do milho, sendo que a cultura possui uma exigéncia de
precipitacdo entre 400 e 600 mm durante o decorrer de seu ciclo (FANCELLI e
DOURADO NETO, 2005). Para estes autores, o consumo diario da cultura pode
variar entre 3,5 e 4,5 mm durante o estagio vegetativo, e de 5 a 7 mm durante o
florescimento e enchimento dos gréos. Entretanto, em condicdes especiais 0

consumo pode chegar a 10 mm diérios.
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O maior consumo de agua pela cultura do milho ocorre, principalmente, no
periodo de florescimento, em funcéo do indice de area foliar estar em seu maximo
potencial durante esse estadio. Este fato se deve a ser este 0 momento de
determinacdo do rendimento da cultura e pelos processos fisiolégicos ligados a
formacéo do zigoto e o inicio do enchimento dos gréos, bem como, pela elevada
taxa de transpiracdo das plantas (BERGONCI e BERGAMASCHI, 2002). Nesse
estadio de desenvolvimento, a ocorréncia de déficit hidrico resulta em maior
abortamento das estruturas reprodutivas, reduzindo significativamente o niumero de
graos produzidos por espiga e diminuindo drasticamente o rendimento final de graos
(ANDRADE et al., 1996; FANCELLI e DOURADO NETO, 2005).

A exigéncia hidrica da cultura também pode ser mais elevada durante o
periodo de enchimento dos grdos, pois, durante esse periodo, teoricamente, a
radiacéo solar é elevada e as temperaturas médias diérias variam entre 25 e 30°C o
que faz as plantas alcancarem altas taxas fotossintéticas (ANDRADE, 1992). Sendo
que, a ocorréncia de déficit hidrico durante o enchimento de graos afeta diretamente
a massa de mil grdos, que é um dos principais componentes de producéo
relacionados a cultura (ANDRADE et al., 1996; FANCELLI e DOURADO NETO,
2005). Nesse sentido, Mojaddaam et al. (2012) trabalhando com diferentes laminas
de irrigacdo em diferentes gendtipos de milho no Iran, verificaram que reducdes
entre 20 e 40 % no fornecimento de agua resultou em menor niumero de grao por
fileira, menor massa de mil grdos, bem como, menor produtividade.

O milho é considerado uma das espécies agricolas mais sensiveis a
deficiéncia hidrica, principalmente, durante o florescimento. Entretanto, a cultura é
descrita como uma das que possui maior eficiéncia no uso da agua. Essa aparente
aguerencia pode ser explicada em funcao dos diferentes conceitos de tolerancia a
seca e eficiéncia do uso da agua. A tolerancia da seca € a capacidade que uma
espécie possui de apresentar produtividade satisfatoria sob condi¢des de limitacdo
hidrica. Ja a eficiéncia do uso da 4gua é medida pela relacdo entre a quantidade de
agua perdida pela evapotranspiracdo por uma espécie e sua producdo de matéria
seca, ou seja, € a habilidade que essa espécie possui em converter a agua
absorvida em matéria seca (ANDRADE et al., 1996; SANGOI et al., 2010).

Assim, a cultura do milho, quando cultivada sob condi¢cdes otimas de
fornecimento de 4gua, tende a converter eficientemente o recurso hidrico disponivel

em massa de matéria seca e consequentemente em altas produtividades.
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Entretanto, depois da agua, o nitrogénio € um dos principais fatores limitantes na
produtividade da cultura do milho, tendo em vista que este nutriente esta
diretamente relacionado a formacéo de fitocromo e clorofila, interferindo diretamente
nos processos fotossintéticos da planta (DEWAR, 1996; SCOTT GREN et al., 2003).

2.3 Nitrogénio e a cultura do milho

2.3.1 Importancia do nitrogénio na cultura do milho

O nitrogénio é o nutriente mais requerido pela cultura do milho, entretanto, em
muitas situacdes, € suprido insuficientemente (AMADO et al., 2002). Segundo estes
autores, quando em condicdes favoraveis de temperatura, radiacdo solar e 4gua, a
guantidade de nitrogénio requerida para alcancar grandes produtividades de gréos
pode ultrapassar a 150 Kg ha™.

O elemento nitrogénio € o Unico dos nutrientes minerais absorvido pelas
plantas em duas formas diferenciadas, sendo uma delas na forma nitrica (NO’3) e a
outra, na forma amoniacal (NH";). Porém, as plantas de milho absorvem esse
nutriente principalmente na forma de NO73, que sera reduzido posteriormente a NHy,
por meio da acdo sequencial das enzimas nitrato e nitrito redutase (YAMADA, 1996).
Assim, a nitrato redutase é responsavel pela transformacéo do NO3 em nitrito (NO,)
e a nitrito redutase realiza a transformacdo do NO*; para NH*4. O NO'3 também pode
ser acumulado no vacuolo ou ainda exportado para as diferentes partes da planta,
sendo o transporte para as folhas realizado via xilema, embora a redistribuicdo a
partir das folhas até os outros 6rgdos da planta ocorra predominantemente na forma
de aminoacidos via floema (FERNANDES, 2006).

Esse nutriente determina o desenvolvimento do milho, aumentando
significativamente a area foliar, a biomassa de matéria seca e a produtividade da
cultura (UHART e ANDRADE, 1995; ESCOSTEGUY et al., 1997). A influéncia do
nitrogénio no crescimento e desenvolvimento das plantas de milho esta carreada na
funcéo desse nutriente em constituir moléculas organicas de grande importancia nas
plantas, como: aminoacidos, proteinas, enzimas, &acidos nucléicos e citocromos,

além de ser fator chave na formacgéo das moléculas de clorofilas e nos processos de
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divisdo celular, pois é agente estrutural das bases nitrogenadas (BULL e
CANTARELLA, 1993).

A deficiéncia de nitrogénio afeta diferentes mecanismos nas plantas de milho,
entre eles, a area foliar e consequentemente a taxa fotossintética. Influencia também
0 periodo de duracdo das folhas verdes, reduzindo a assimilagdo de CO, pelas
plantas, o que reflete diretamente no potencial produtivo da cultura (MALAVOLTA,
2006). A falta de nitrogénio nas plantas, também afeta diretamente o crescimento do
sistema radicular do milho, bem como, o tamanho das espigas e a massa dos graos
(MELGAR et al., 1991). A deficiéncia desse nutriente ainda esta relacionada a menor
altura, diametro do colmo e ao acamamento e quebramento das plantas (GODOY
JUNIOR e GRANER, 1964). Nesse sentido, Cruz et al. (2005) trabalhando com
diferentes épocas e parcelamentos na adubacdo nitrogenada, verificaram reducéo
significativa nos componentes de producdo e produtividade nas plantas que nao
receberam adubacdo nitrogenada. Também Cruz et al. (2008) trabalhando com
adubacdo nitrogenada na cultura do milho em sistema de plantio direto no Estado de
Alagoas, verificaram que a altura de plantas, o didametro do colmo e a produtividade
da cultura foram reduzidas significativamente em fungdo da aplicagdo de baixas
doses de nitrogénio na cultura.

Em relacdo a época de aplicacdo do nitrogénio para a cultura do milho,
recomenda-se que este elemento seja aplicado de 30 a 40% na semeadura, e 0
restante em cobertura, no momento em que as plantas se encontram entre o estadio
V4 e V8 (POTTKER e WIETHOLTER, 2004). Porém, segundo Coelho et al., (1992) a
grande maioria dos técnicos e agricultores brasileiros relatam que quanto mais
fracionada for a adubacédo nitrogenada, maior serd o aproveitamento desse nutriente
para a cultura em funcdo da reducdo de perdas por lixiviacdo. Dessa maneira é
importante ressaltar que, depois da agua, o nitrogénio é o principal fator limitante
para o crescimento e desenvolvimento da cultura do milho. Porém, deve ser levada
em consideracdo que a quantidade de nitrogénio disponivel no solo é variavel,
sendo influenciada pela cultura antecessora, pelos processos de imobilizacao,
mineralizacdo, bem como, pelas condi¢cdes edafoclimaticas e sistemas de cultivo
(COELHO et al., 1992).
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2.3.2 Dinamica do nitrogénio no solo

Mineralizacéao e imobilizacao

O nitrogénio (N) € o elemento mais abundante na atmosfera, hidrosfera e
biosfera terrestre, entretanto, 99% do N existente ndo se encontra de forma
disponivel para a grande maioria dos seres vivos (GALLOWAY et al., 2003).
Aproximadamente, 78% do total do ar atmosférico é formado por nitrogénio, porém,
este se encontra em uma forma molecular (N2), ndo disponivel para as plantas.

Existe uma divisdo em dois grupos dos componentes de nitrogénio na
natureza, sendo o N nado reativo e o reativo. Assim, a forma ndo reativa é a
diatbmica (N2) e as formas reativas incluem todas as formas de nitrogénio
biologicamente ativas. O N reativo € subdividido em componentes inorganicos
reduzidos nas formas de aménia (NHs), amonio (NH",), formas inorganicas oxidadas
como Oxido de nitrogénio (NOy), acido nitrico (HNO3), éxido nitrico (N2O) e nitrato
(NO'3) e ainda na forma de componentes organicos, uréia, aminas, aminoacidos,
proteinas e acidos nucléicos (BEZERRA, 2009).

No solo, o nitrogénio esta sujeito a simultaneos processos de mineralizacédo e
imobilizacdo (AITA, 1997). A mineralizacdo do N organico presente no solo é
definida como um processo de transformacao do nitrogénio na forma organica para
a inorganica. Esse processo € realizado por diferentes microrganismos
heterotréficos presentes no solo que utilizam os compostos organicos presentes na
matéria como fonte de energia (CANTARELLA, 2007). Durante esse processo,
inUmeras enzimas, principalmente proteases e desidrogenases, sao acionadas para
agirem nos varios processos de quebra das ligacGes existentes nas moléculas de
proteinas, peptideos, aminas, aminoacidos e 4&cidos nucléicos (MOREIRA e
SIQUEIRA 2002; CANTARELLA, 2007).

O processo de mineralizagdo do nitrogénio organico do solo pode elevar o pH
do solo em fungcéo do consumo de prétons que ocorre durante o processo realizado
pela microbiota. Nesse sentido, Moreira e Siqueira (2002), destacam que as
condicdes 6timas para a atividade microbiana no solo sdo: umidade entre 50 e 70 %
da capacidade de retencéo, temperatura entre 40 e 60°C, presenca de oxigénio e pH

entre 6 e 7. Porém, os mesmos autores comentam, que, em funcdo da grande
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guantidade e variedade de microrganismos existente, as reacdes de mineralizagao
do nitrogénio ocorrem sob ampla gama de condicbes de acidez, temperatura e
umidade.

A imobilizacdo do N no solo ocorre simultaneamente com a mineralizagao,
entretanto, no sentido contrario. Dessa maneira, a imobilizacdo € definida como
mudancga do nitrogénio que se encontra na forma inorganica para a forma orgéanica
(CANTARELLA, 2007). Esse processo ocorre pela acdo de microrganismos
especializados que incorporam o N inorganico presente no solo as suas células,
porém, quando estes morrem, o nitrogénio assimilado pode retornar a forma
inorganica, bem com, serem incorporados a células de outros microrganismos.

A incorporacao de residuos organicos no solo tende a aumentar o contetdo
de nitrogénio organico, sendo esse processo influenciado pelos fatores de
frequéncia e quantidade de aplicacdo, qualidade do material organico, formas de
incorporacao, variacdes climéticas, relacdo C/N e presenca de microrganismos no
solo (JANSSON e PERSSON, 1982). Entretanto estes mesmos autores descrevem
gue se o residuo utilizado possuir altos teores de lignina e baixo teor de nitrogénio, a
relacdo C/N sera alta, porém, pode nao resultar na imobilizacdo do N em funcéo da
lignina ser uma fonte com pouca energia para 0s microrganismos. Nesse sentido,
Kennedy et al. (2007) descreve que a decomposicdo de residuos vegetais pelos
microrganismos presentes no solo tem dependéncia direta com o maior teor de N
presente no residuo do que o teor de lignina, podendo afetar negativamente a
disponibilidade do nitrogénio inorgénico presente no solo.

Para que ocorra equilibrio entre os processos de mineralizagdo e imobilizacao
do N, a relacdo C/N presente no residuo deve ser de 20 a 30, sendo que nestas
condi¢cbes, a disponibilidade do nitrogénio inorganico presente no solo ndao sera
afetada (CANTARELLA, 2007). Dessa maneira, a utilizacdo dos residuos vegetais
pelos microrganismos para a obtencdo de energia é dependente do contetdo de
nitrogénio presente no residuo, sendo que a baixa presenca do N no residuo pode
fazer com que o processo pare pela falta do produto (N). Nesse caso, 0s
microrganismos podem vir a buscar o nitrogénio que se encontra disponivel no solo,
imobilizando a biomassa e, dependendo da condi¢cdo, podem criar situacfes de
deficiéncia nas plantas (SILVA et al., 1999).
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Volatilizagéo de amonia

A perda do nitrogénio pela volatilizacdo € um dos principais fatores que irdo
determinar a eficiéncia da adubacé&o nitrogenada em sistemas agricolas. O processo
consiste na perda do nitrogénio na forma gasosa para a atmosfera (MARTA
JUNIOR, 2003). Esse processo ¢ influenciado por diversos fatores como, pH do
solo, temperatura, velocidade do vento, umidade do solo e do ar, teor de matéria
organica, textura do solo, bem como e pela presenca de microrganismos que
sintetizam a enzima uréase (LARA CABEZAS et al.,, 1997; VILAS BOAS, 1999;
CANTARELLA e DUARTE, 2004).

A urease € uma enzima extracelular sintetizada por bactérias actinomicetos e
fungos presentes no solo e em restos vegetais. Essa enzima € responsavel pela
hidrolise da uréia, que rapidamente se converte em carbonato de amonio, que se
desdobra em gas (NHs), CO; e agua (TROEH e THOMPSON, 2007).

Lixiviag&o de nitrato

O anion nitrato tem baixa interacdo quimica com os minerais do solo, fazendo
com gque o NO; esteja sujeito a lixiviagcao para as camadas mais profundas do solo,
podendo atingir aguas superficiais ou lencois freaticos (CANTARELLA, 2007). A
caracterizacdo da lixiviagdo do nitrato esta relacionada a fatores que ocorrem
simultaneamente, que sdo a dinamica da percolacdo das aguas, mineralizacdo da
matéria organica do solo, a demanda do nitrogénio pela planta e a possibilidade de
absorcdo do nitrogénio em relacdo a colonizacdo do solo pelas raizes (PONS;
CAPILLON; CHEVERRY, 2000).

O processo de lixiviacdo do N no solo diminui a quantidade desse nutriente
nas camadas de maior efetividade do sistema radicular das plantas, sendo a forma
mais lixiviada o nitrato, seguido pelo aménio e nitrogénio oriundo da matéria
organica presente no solo (GONCALVES; CERETTA; BASSO, 2000). Os mesmos
autores também descrevem que o nitrato € a forma mais lixiviada em funcéo da
repeléncia natural de cargas negativas que prevalecem na camada mais superficial

do solo.
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A lixiviagdo do nitrato, como ja relatado, ndo é apenas um problema
relacionado a fertilidade dos solos agricolas ou a disponibilidade desse para as
plantas. Sabe-se que, elevadas concentracdes de nitrato na agua utilizada para
consumo podem causar doencas de disturbios fisiolégicos em criancas, conhecidos
como metahemoglobinemia (bebé azul), doenca relacionada ao mau funcionamento
do transporte de oxigénio pelas hemacias, bem como, problemas de hipdxia em
aguas, o que pode resultar em ambientes desfavoraveis para a criagcdo de peixes e
crustadceos como ja relatado no golfo do México (HOEFT, 2003). Problemas
relacionados ao excesso de nitrato no ambiente fizeram com que governos como 0s
dos Estados Unidos e da Unido Europeia regulamentassem, o controle de praticas
agricolas, limitando as dosagens de fertilizantes nitrogenados (CANTARELLA,
2007).

Nesse contexto, é de extrema importancia a busca por tecnologias
alternativas que venham reduzir a utilizacdo da adubacg&o nitrogenada no sistema
agricola atual. Assim, a fixacdo biolégica de nitrogénio € um processo natural e ja
difundido para algumas culturas, que pode vir ser uma solucdo, ao menos parcial,
para a reducao da adubacdo em culturas como a do milho, que necessitam de altas

demandas de fertilizantes nitrogenados para o seu desenvolvimento.

Ciclo do nitrogénio

O nitrogénio (N) € um dos nutrientes que mais limita o
crescimento/desenvolvimento vegetal, ficando atrds apenas do carbono (C), do
hidrogénio (H) e do oxigénio (O). Esse elemento apesar de ser encontrado em
abundancia no planeta, pelo fato de ser constituinte de aproximadamente 78% do ar
atmosférico, encontra-se na forma de dinitrogénio (N.), forma essa pouco reativa
podendo ser utilizado apenas por um grupo seleto de microrganismos procariotos
gue possuem o complexo enzimatico da nitrogenase, estando indisponivel para
absorcao e assimilacao pelas plantas (BHATIA; RUPPEL; NARULA, 2009).

A obtencdo do nitrogénio atmosférico requer a quebra da tripla ligacao
existente entre os dois atomos nitrogénio (N,) para reduzi-lo a amdnia (NH3) ou a
nitrato (NO'3). As reacOes para esse processo sado chamadas de fixacdo de

nitrogénio e podem ser obtidas por processos industriais ou naturais (TAIZ e
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ZEIGER, 2004). A obtencé&o do nitrogénio pelo processo industrial exige uma grande
demanda de energia, em funcdo de ser realizado sob altas temperaturas
(aproximadamente 200°C) e alta pressdo (cerca de 200 atmosferas). Sob essas
condicbes, o N, se combina com atomos de hidrogénio para a formacao de amoénia,
sendo essa forma de fixacdo de nitrogénio, conhecida como Haber-Bosch (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Entretanto, como ja comentado, o N, pode ser fixado por processos
naturais. Dentre estes, encontra-se a fixacéo realizada pela acdo de relampagos,
que irdo converter o vapor de agua atmosférico e oxigénio em radicais hidroxilas
altamente reativas, formando atomos de hidrogénio e de oxigénio livre, que irdo
reagir com o N, formando o &cido nitrico (HNO3) que em funcdo das chuvas
precipita para o solo terrestre (SCHLESINGER, 1997).

Outro processo de reducdo do N, atmosférico é realizado por reacfes
fotoquimicas entre o 6xido nitrico gasoso (NO) e o ozbnio (O3), resultando na
producdo de HNOj Porém, processos realizados por relampagos e reacfes
fotoquimicas contribuem com apenas 10% do nitrogénio fixado naturalmente. A
forma de maior significancia em relacdo a reducdo do N, é a realizada pela fixacédo
biologica de nitrogénio (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Cerca de 90% de todo o nitrogénio fixado naturalmente no planeta € realizada
pela acdo de microrganismos presentes no solo pelo processo de fixacdo bioldgica
de nitrogénio, processo realizado por bactérias e cianobactérias especializadas que
possuem o0 complexo enzimatico nitrogenase, reduzindo o N, atmosférico para a
forma de aménio (NH"4) e, assim, podendo ser absorvido e assimilado pelas plantas.
Apos a fixagdo do N, em nitrato ou aménio, o N entra em seu ciclo biogeoquimico,
no qual pode passar por diferentes formas organicas e inorganicas antes que volte &
sua forma molecular.

Assim, a fixac&o biolégica de nitrogénio desempenha um importante papel no
aporte de nitrogénio para as espécies vegetais nos diferentes ecossistemas naturais
existentes, bem como, para os diferentes sistemas agricolas (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002).

2.4 Fixacdo bioldgica de nitrogénio
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A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) é considerada um dos processos mais
importantes para a manutencédo da vida na terra, bem como, o principal processo
realizado por microrganismos relacionado a producdo agricola, em funcdo da
capacidade que esses possuem em converter 0 nitrogénio atmosférico em amonio
por processos enzimaticos (DOBEREINER, 1997). Dessa maneira, estima-se que no
mundo, a fixacdo biologica de nitrogénio em areas cultivadas contribua com
aproximadamente 32 t ano™ (FILOSO et al., 2006). Assim, a incorporacéo pela FBN
nos diferentes ecossistemas do planeta é bastante elevada, tendo influéncia direta
na economia de energia fossil, que é normalmente empregada na producdo de
fertilizantes nitrogenados (REIS et al., 2004).

Os microrganismos diazotroficos responsaveis pela fixacdo do N, podem ser
de vida livre, associativos ou realizarem simbioses com plantas leguminosas (DIXON
e KHAN, 2004). Esses autores também relatam que o processo de fixacdo biolégica
de nitrogénio é parte fundamental do ciclo biogeoquimico do N, uma vez que realiza
a manutencao dos niveis de nitrogénio no solo.

Todos 0s microrganismos que possuem a capacidade de fixar o N
atmosférico sdo procariotos, sendo essa habilidade atribuida aos super-reinos
Archaea e Eubacteria (REIS et al., 2004). JA em relacdo as caracteristicas
fisiol6égicas, os microrganismos que fixam N,, podem ser aerdbicos (Azobacter),
anaerébios facultativos (Klesiella) ou anaerdbicos (Clostridium). Esses
microrganismos diazotréficos sdo encontrados em uma grande variedade de locais,
incluindo os de vida livre nos solos e na dgua, em associacdo simbiotica no intestino
de insetos, em simbiose com espécies vegetais leguminosas e associados a
gramineas (DIXON e KHAN, 2004).

Os microrganismos pertencentes a esses grupos possuem o0 complexo
enzimatico da nitrogénase, que atua na hidrélise da adenosina trifosfato (ATP) e na
transferéncia de elétrons para o processo de reducdo do N, atmosférico até NHj
(REIS et al., 2004).

2.4.1 Complexo nitrogenase

A nitrogenase é um complexo enzimatico que catalisa a reducao biologica do

N, atmosférico a amonia usando ATP na auséncia de oxigénio (DIXON e KAHN,
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2004). Este complexo € composto por duas unidades proteinas distintas
denominadas de acordo com a sua composi¢cdo de metal. O componente menor, a
dinitrogenase redutase, € uma enzima dimérica, chamada de ferro proteina, que
funciona como um doador de elétrons dependente de ATP para o componente maior
heterotetramero, chamado de proteina ferro-molibdénio (Fe-MO) que possui duas
subunidades (azB2) (HOWARD e REES, 1994; REES e HOWARD, 2000). A
codificacdo das proteinas envolvidas na redugcdo do N, € realizada pelo gene nif
(nitrogen fixation) (REES e HOWARD, 2000). Assim, a ferro proteina € codificada
pelo gene nifH que ira captar a forca redutora e a energia, bem como, contém o sitio
ativo para a reducéo do N, (EINSLE, 2002). Ja a proteina Fe-MO, é codificada pelo
gene nifDK que tem a funcdo de coletar e reduzir o substrato (RAYMOND et al.,
2004). A Fe-Mo é caracterizada por possuir dois tipos de centro metalicos, o centro
P [8Fe-7S] e o cofator Fe-MO [homocitrato MoFe;Sg]. J& a Fe-proteina apresenta um
centro metdlico [4Fe-4S] que atua como um agente de ligacdo entre as subunidades
do dimero (SEEFELDT et al., 2004; DIXON e KAHN, 2004). A hidrélise do ATP para
a doacdo de elétrons realizada pela Fe-proteina é codificada pelo gene nifH. Assim,
a nitrogenase redutase (Fe-proteina, nifH) libera elétrons para a dinitrogenase (Fe-
Mo) (ZEHR et al., 2003; SEEFELDT et al., 2004; DIXON e KAHN, 2004).

Os avancos relacionados ao estudo da fixacdo biol6gica de nitrogénio,
demostraram que o complexo enzimatico da nitrogenase pode atuar com diferentes
formacdes independentemente da presenca do molibdénio (Mo). Nesse contexto,
Bishop et al. (1980) e Robson et al. (1986) verificaram que existem sistemas
diferenciados ou alternativos para a acdo da nitrogenase, onde em condi¢cdes de
auséncia, o Mo pode ser substituido por vanadio (V), gerando um complexo
enzimatico contendo este elemento como cofator. Ainda existe a possibilidade de na
auséncia do Mo e V uma nitrogenase alternativa ser sintetizada apenas na presencga
de Fe. Nesse sentido, alguns organismos como, por exemplo, Azobacter vinelandii e
Rhodobacer capsulatus, possuem a capacidade de induzirem a sintese das
nitrogenases alternativas contendo vanadio-ferro ou ferro-ferro (EADY, 1996;
EINSLE, 2002; SEEFELDT et al., 2004; DIXON e KAHN, 2004).

A estequiometria global da reducdo do N, sob condicbes normais € a
seguinte:

N,+8e + 8H" + 16 ATP —> 2 NH3 +H2 +16 ADP + 16Pi
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Assim, sob condigbes normais, a reducdo do substrato irA envolver trés
formas de transferéncia de elétrons, a reducdo da Fe-proteina por carreadores de
elétrons chamados de ferrodoxina, a transferéncia de um elétron da Fe-proteina
para a proteina Fe-Mo por um processo dependente de ATP, sendo necessario 2
ATPs para cada elétron transferido, e ainda, a transferéncia de elétrons para o
substrato ligado ao sitio ativo da proteina Fe-Mo e essa reduz o N, a 2 NHz e um H,
(Figura 1).

Complexo da enzima nitrogenase

Proteina Fe Proteina MoFe

2 NH,, H,
Substrato

Figura 1. Reacdo catalisada pela nitrogenase.
Fonte: Taiz e Zeiger (2004).

Dentre os processos de FBN na natureza, pode se destacar a simbiose entre
as bactérias do género Bradyrhizobium e as plantas de soja, isso em funcdo da soja
ser uma espécie agricola de grande importancia e altamente dependente do
nitrogénio para o alcance de altas produtividades. Sendo que, em condi¢cdes normais
de cultivo, a FBN é capaz de suprir a demanda total de nitrogénio para essa
leguminosa (HUNGRIA et al., 2006)

Entretanto, devido aos avancos nas pesquisas relacionados a busca por
microrganismos que possam ser utilizados como alternativa para a fixac@o bioldgica
em gramineas, essa vem se tornando uma realidade crescente diante do cenario
agricola, demostrando o6timo potencial da fixacdo bioldgica de nitrogénio para

culturas como a do milho.
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2.5 Fixacdo bioldgica de nitrogénio em gramineas

A FBN em gramineas é considerada ndo-simbiontica ou apenas associativa.
Nesse sistema, ndo ha a formacdo de nddulos e os microrganismos colonizam
desde a superficie do sistema radicular das plantas até o interior dos tecidos, sendo,
neste caso, chamadas de bactérias endofitas ou endofiticas (DOBEREINER, 1992).

Na literatura sdo encontradas diferentes definicdes para o termo endofiticas.
Dessa maneira, Kloepper e Beauchamp (1992), definiram como endofiticos,
microrganismos (bactérias e fungos) que colonizam o interior das raizes e promovem
efeitos beneficios para as plantas. Ddébereiner (1992), descreveu como endofiticas,
as bactérias diazotroficas, levando em consideracdo a habilidade de algumas
bactérias dos géneros Herbaspirillum e Gluconacetobacter em colonizarem o interior
dos tecidos vegetais sem causar danos.

Os microrganismos endofiticos sdo atraidos do solo para as raizes das
plantas em funcdo da liberacdo de exsudatos organicos (quimiotaxia) e assim,
penetram os tecidos do sistema radicular, podendo alcancar os diferentes 6rgaos,
como folhas, caules e flores. Sendo a penetracdo nos tecidos € realizada por meio
de excrecdo de enzimas hidroliticas como as celulases e pectinases ou por
aberturas naturais existentes na planta (QUADT-HALLMANN et al.,, 1997).
Posteriormente, as mesmas disponibilizam N, atmosférico em formas assimilaveis
as plantas, bem como, estimulam crescimento/desenvolvimento vegetal pela sintese
de substéncias promotoras do crescimento (OKON e LABANDERA-GONZALES,
1994).

E crescente o interesse na fixacdo biologica em plantas ndo leguminosas,
principalmente em gramineas (BODDEY et al., 1995; KENNEDY et al., 1997;
JAMES, 2000). Sendo que, o Brasil possui longa tradicdo em trabalhos voltados a
FBN em gramineas devido aos trabalhos pioneiros realizados a partir da década de
1970 pela Doutora Joana Dobereiner e seus colaboradores (DOBEREINER e DAY,
1976; DEBEREINER et al.,, 1976). Nas ultimas décadas, houve um aumento
significativo do namero de trabalhos que evidenciam a contribuicdo da fixacao
biol6gica de nitrogénio em gramineas de interesse econdmico. Entre elas destacam-
se a cana-de-aclcar, o arroz, as gramineas forrageiras e o milho (SHRESTHA e
LADHA, 1996; GARCIA de SALOMONE et al., 1996; MALIK et al., 1997; JAMES,
2000; URQUIAGA et al., 2012). Segundo Roesch et al. (2006), a cultura do milho
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apresenta alto potencial para se explorado em termos de inoculacao, isso devido ao
fato de ser colonizado simultaneamente por vasta diversidade de bactérias
diazotroficas.

Nesse sentido, sdo encontrados na literatura diversos trabalhos com a
inoculacdo de bactérias associativas em diferentes espécies de gramineas,
demonstrando incrementos na massa seca das plantas, no acumulo de nutrientes,
bem como, na produtividade (SALOMONE e DOBEREINER, 1996; OKON e
VANDERLEYDEN, 1997; CAVALLET et al., 1998; CAVALLET et al., 2000;
DOBBELAERE et al., 2002; CAVALCANTI ALVES, 2007; ZILLI et al.,, 2008;
HUNGRIA et al., 2010; HUNGRIA, 2011).

Entretanto, a grande maioria dos pesquisadores atribui os resultados positivos
obtidos com a inoculacdo de bactérias associativas ndo somente a fixacdo biologica
do N, mas principalmente aos efeitos desses microrganismos na promoc¢ao do
crescimento vegetal em funcéo da sintese de fithormonios como giberelinas, auxinas
e citicininas (BERGAMASCHI, 2006; MENDONCA et al., 2006).

2.6 Microrganismos promotores do crescimento vegetal

Um dos fatores mais relevantes se tratando de bactérias diazotroficas
endofiticas esta relacionado a promocdo do crescimento vegetal. Esses
microrganismos podem contribuir tanto para a sanidade vegetal, quanto, para o
crescimento e desenvolvimento das plantas em que se encontram associados
(GLICK, 1995; KINKEL et al., 2000; STURZ et al., 2000; KUKLINSKY-SOBRAL,
2003).

Dessa maneira, Okon e Labandera-Gonzales (1994) verificaram que 60 a 70
% dos experimentos de campo com a associacdo de bactérias diazotréficas
endofiticas, realizados nos ultimos 20 anos, foram bem sucedidos, alcancando
aumentos entre 5 e 30% no rendimento das plantas. Os aumentos nos rendimentos
nao sao explicados somente na fixacdo do N, devido ao fato dessa contribuicdo ser
considerada baixa, mas também, pela acdo de substancias promotoras de
crescimento vegetal sintetizadas por estes microorganismos (BASHAN e HOLGUIN,
1997).
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Na literatura sdo encontrados varios relatos relacionados a existéncia de
mecanismos diretos de promocdo do crescimento vegetal promovidos pelas
bactérias diazotroficas, aléem da fixacdo de nitrogénio. Dentre esses mecanismos,
destacam-se a producdo de horménios vegetais como acido indol 3-acético (AlA),
acido giberélico (GA3), zeatina (Z) e acido abscisico (ABA) (BASHAN et al., 2004).,
bem como, algumas substancias reguladoras como poliaminas (THULER et al.,
2003), particularmente a cadaverina (DAC), a qual pode ser correlacionada com a
promocdo do crescimento das raizes. Sendo que estes mecanismos, atuando
simultaneamente ou em sistema sucessivo, promovem 0 crescimento das plantas
(BASHAN e LEVANONY, 1990; PERRIG et al., 2007). Além disso, esses
microrganismos atuam na regulacdo da 1l-aminoclclopropano-1-carboxilato (ACC)
gue é a enzima precursora da sintese de etileno nas plantas. Assim, a bactéria
controla a sintese de etileno, reduzindo os niveis desse horménio, o que inibe a
elongacéo das raizes, aumentando, dessa forma, a formacéo de pélos radiculares,
causando assim, modificacbes na morfologia do sistema radicular da planta
(ARSHAD e FRANKENBERGER, 1998; KHALID et al., 2004; GLICK, 2005;
PEDROSA et al., 2011).

Nesse contexto, existem diversas espécies de bactérias diazotroficas com
caracteristicas para promover o crescimento vegetal, porém, dentre elas, a espécie
Azospirillum brasilense vem demonstrando 6timos resultados a campo, com alto
potencial para a producdo de inoculantes comerciais, em fucdo da sua capacidade
de auxiliar o crescimento e desenvolvimento das diferetes culturas existentes no
planeta (BASHAN et al., 2004).

2.7 Espécie Azospirillum brasilense

A bactéria A. brasilense € um diazotrofo encontrado em associacdo com
importantes espécies vegetais agricolas, sendo considerada um microrganismo
endofitico facultativo, pois, além de colonizar o hospedeiro, pode sobreviver no solo
na forma de cisto e, ou, utilizar a poli-B-hidroxibutirato como fonte de carbono
(BALDANI et al., 1997). Esta bactéria constitui um dos grupos mais estudados e
com numerosos trabalhos sobre sua ecologia, fisiologia e genética (BALDANI et al.,
1997; BASHAN e HOLGUIN, 1997; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). A.
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brasilense possui a capacidade de reduzir o N, atmosférico em amoénio pelo
complexo enzimético da nitrogenase, formado por duas proteinas, a dinitrogenase
redutase e a dinitrogenase, codificadas pelos genes nifHDK (DIXON e KAHN, 2004).

A espécie, A. brasilense, possui alta motilidade, que, aliada a quimiotaxia
positiva para determinados acidos organicos, acucares e aminoacidos, confere a
mesma, uma vantagem importante sobre os demais microrganismos existentes na
rizosfera das plantas (BARAK et al., 1983; REINHOLD et al., 1985; ZHULIN et al.,
1988).

O metabolismo do carbono e do nitrogénio demonstrado pela espécie é muito
dindmico e variado. As fontes de carbono preferidas séo os acidos organicos como o
malato, piruvato, succinato, frutose e glicose (DOBEREINER, 1992). Em relagédo as
fontes de nitrogénio além do N, atmosférico, essas podem utilizar amonia, nitrito,
nitrato e aminoacidos.

A inoculacdo das plantas com A. brasilense pode resultar em alteracfes
significativas em varios parametros relacionados ao crescimento/desenvolvimento
das plantas. A grande maioria dos estudos sobre a associacao de A. brasilense com
plantas foram realizados em diferentes espécies de gramineas e em menor
guantidade com outras espécies (PATRIQUIN et al., 1983; BASHAN et al., 1989;
DEL GALLO e FABBRI, 1990; FAVILLI et al., 1993).

Resultados de alguns estudos com a inoculacdo de A. brasilense em
diferentes espécies de cereais, demostraram efeito positivo nos mais variados
caracteres das plantas, como, por exemplo, 0 aumento do nimero de grados, maior
massa de matéria seca, maior area foliar, aumento do sistema radicular, aumento no
namero de espigas, maior porcentagem de germinacdo de sementes, bem como,
incrementos produtivos (BALDANI e DOBEREINER, 1980; ALBRECHT et al., 1981;
BHATTARAI e HESS, 1993; DOBBELAERE et al., 2002; ZILLI et al., 2008;
HUNGRIA et al.,, 2010; HUNGRIA, 2011). Assim, esta bactéria foi recentemente
recomendada como inculante para a promoc¢ao do crescimento para as culturas do
milho e trigo no Brasil.

Nesse contexto, tornam-se indispensavel a realizacdo de mais trabalhos
relacionados a fixacéo biologica do nitrogénio e a promoc¢ao do crescimento vegetal
com 0s microrganismos ja descobertos, bem como, a busca por novas alternativas

gue venham a reduzir o uso da fertilizacdo nitrogenada em culturas de alta demanda
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como a do milho, reduzindo assim, custos de implantagéo e a contaminagao do solo

e da 4gua, sendo estes objetivos a serem alcangcados no sistema agricola atual.
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CAPITULO 1 — INOCULACAO ISOLADA E ASSOCIADA DAS ESTIRPES Ab-V5,
Ab-V6 e Ab-V7 DE Azospirillum brasilense NA CULTURA DO MILHO

RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar a inoculagéo, individual ou
associada, das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 de A. brasilense, na cultura do milho,
em duas areas agricolas localizadas no extremo Oeste do Estado do Parana. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com quatro blocos e dez
tratamentos. Os tratamentos foram formados pelas doses de 0, 60 e 120 Kg ha™ de
nitrogénio, sem inoculacédo das sementes e a dose de 60 Kg ha® de nitrogénio +
inoculacdo individual e associada das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7. Foram
realizadas avaliacbes biométricas durante o estadio de oito folhas definitivas (V8),
bem como, avaliagbes dos componentes de producéo e da produtividade no final do
ciclo da cultura. Também foram avaliados os teores de N, P e K das folhas no inicio
da floracdo feminina, bem como, os teores desses nutrientes presentes nos graos.
Os resultados da analise conjunta dos experimentos indicaram que todos os
tratamentos com a inoculagdo das sementes resultaram em ganhos significativos
para a cultura durante o estdgio vegetativo. Os tratamentos com a inoculacdo da
estirpe Ab-V7, e a associagcdo entre as estirpes Ab-V5 + Ab-V6, Ab-V6 + Ab-V7 e
Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 foram favoraveis, resultando em ganhos significativos

guanto aos componentes da producao e produtividade do milho.

PALAVRAS-CHAVE: Fixacdo biologica de nitrogénio; Zea mays L.; Promoc¢éo do

crescimento vegetal; Fitormonios.
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INDIVIDUAL INOCULATION AND STRAIN ASSOCIATED Ab-V5, Ab-Ab-V6 and
V7 Azospirillum brasilense OF THE CORN

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the inoculation, individual or
associated strains Ab-V5, Ab-Ab-V6 and V7 A. brasilense, in corn, in two agricultural
areas located in the extreme west of the state of Parana. The experimental design
was randomized block design with four blocks and ten treatments. The treatments
were formed by the doses of 0, 60 and 120 kg ha™ of the nitrogen without seed
inoculation and the dose of 60 kg ha™ of the nitrogen + individual inoculation and
associated strains Ab-V5, Ab-V6 and Ab-V7. Biometric evaluations were performed
during the final eight leaf stage (V8), as well assessments of components of output
and productivity at the end of the crop cycle. We also evaluated the levels of N, P
and K of the leaves at the beginning of female flowering, as well the levels of these
nutrients in grains. The results of the analysis of the experiments indicated that all
treatments with seed inoculation resulted in significant gains for the crop during the
vegetative stage. The treatments with the inoculation strain Ab-V7, and the
association between strains Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V6 + Ab-V7, Ab-V6 and Ab-V5+
Ab-V6 + Ab-V7 were favorable, resulting in significant gains as the components of
the production and productivity of maize.

KEY-WORDS: Biological nitrogen fixation; Zea mays L.; Promotion of plant growth,

plant hormones.
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2  INTRODUCAO

O milho é um dos principais cereais cultivados, em funcdo de seu alto
potencial produtivo, bem como, por suas Otimas -caracteristicas quimicas e
nutricionais (DOURADO NETO e FANCELLI, 2004). No Brasil, a estimativa da area
cultivada com este cereal somando a primeira e a segunda safra em 2012/2013
totalizard aproximadamente 15,8 milhdes de hectares, sendo que a producéo
esperada venha ultrapassar 78 milhdes de toneladas (CONAB, 2012).

A cultura do milho, pelo grande potencial produtivo € muito exigente quanto
aos fatores edafocliméticos para expressar seu potencial. Vale ressaltar que, depois
da agua, um dos principais fatores limitantes para o alto rendimento da cultura do
milho é o nitrogénio (FERNANDES, 2006). Este nutriente esta diretamente
relacionado ao crescimento/desenvolvimento da  cultura, influenciando
significativamente a area foliar, biomassa e produtividade das plantas, assim como,
€ constituinte de moléculas organicas importantes como, aminodcidos, proteinas,
enzimas, acidos nucléicos e clorofila (BULL e CANTARELLA, 1993; UHART e
ANDRADE, 1995; ESCOSTEGUY et al., 1997). Entretanto, além do fato de 65% do
nitrogénio aplicado ser perdido no sistema solo-planta, 0 uso excessivo da
fertilizagéo nitrogenada pode contribuir para a contaminagéo do solo e de recursos
d’agua com o nitrato (ANGUS; 1995; BUMB, 1995).

No modelo agricola atual, € crescente a busca por alternativas que venham
substituir parcialmente o uso da fertilizacdo nitrogenada em culturas como a do
milho. Nesse sentido, o interesse na fixacdo biol6gica de nitrogénio em plantas nao
leguminosas, principalmente em gramineas, vem sendo objeto de pesquisa ha
alguns anos (BODDEY et al., 1995; KENNEDY et al., 1997; JAMES, 2000).

Os biofertilizantes utilizando microrganismos fixadores de nitrogénio podem
influenciar o crescimento das plantas aumentando a produtividade através da
combinacdo entre a fixacdo bioldgica de nitrogénio e a promoc¢do do crescimento
vegetal através da sintese de substancias hormonais pelos microrganismos. Varios
pesquisadores descrevem os beneficios da utilizacdo de microrganismos promotores
do crescimento em diferentes espécies de gramineas como: cana-de-agucar, arroz,
forrageiras e milho (SHRESTHA e LADHA, 1996; GARCIA de SALOMONE et al.,
1996; MALIK et al., 1997; JAMES, 2000; URQUIAGA et al., 2012).
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Existem diversas espécies de bactérias diazotroficas com caracteristicas para
promover o crescimento vegetal. Dentre elas o Azospirilum brasilense vem
demonstrando resultados promissores a campo (REYNDERS e VLASSAK, 1982;
SALOMONE e DOBEREINER, 1996; CAVALLET et al., 2000; ZEHNDER et al.,
2001; HUNGRIA et al., 2010; GARCIA de SALOMONE et al., 2010), possuindo
grande potencial para a producdo de inoculantes comerciais, em funcdo da sua
capacidade de auxiliar o crescimento e desenvolvimento das diferentes culturas
gramineas (BASHAN et al., 2004).

A bactéria A. brasilense é um diazotrofo encontrado em associacdo com
importantes espécies vegetais, sendo considerado um microrganismo endofitico
facultativo (BALDANI et al., 1997). Constitui um dos grupos mais estudados
atualmente e com numerosos trabalhos sobre sua ecologia, fisiologia e genética
(BALDANI et al., 1997; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). A. brasilense
possui a capacidade de reduzir o N, atmosférico em amoénio pelo complexo
enzimatico da nitrogenase, bem como, em sintetizar horménios como auxinas,
citocininas, giberelinas, causando assim, modificacbes benéficas na morfologia do
sistema radicular das plantas, culminando, em melhores condi¢cdes para o0 seu
desenvolvimento (ARSHAD e FRANKENBERGER, 1998; KHALID et al., 2004,
DIXON e KAHN, 2004; GLICK, 2005; PEDROSA et al., 2011).

Varias estirpes de A. brasilense ja foram isoladas e classificadas. Os
resultados obtidos sdo variaveis em funcdo da inoculacdo de estirpes isoladas ou
associacdo de mais de uma estirpe. Trabalhos com associacdo de mais de duas
estirpes como € o0 caso do presente estudo sdo escassos e merecem atencao, pois
podem trazer beneficios em funcdo das interacfes planta-bactéria existentes que
ainda sdo pouco compreendidas. Neste contexto, o presente trabalho objetivou
avaliar a inoculacao, individual ou associada, das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 de
A. brasilense, na cultura do milho, em duas areas agricolas localizadas no extremo

Oeste do Estado do Parana.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao e caracterizacao das areas experimentais

Os experimentos foram conduzidos em duas estagbes experimentais
pertencentes a Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE,
localizadas nos municipios de Marechal Candido Rondon e Pato Bragado no Estado
do Parand. As coordenadas geogréficas das duas estagBes experimentais sao:
longitude de 54°22° W, latitude 24°46° S com altitude média de 420 metros e
longitude de 54°13° W, latitude 24°37° S e altitude média de 288 metros,
respectivamente.

O solo da estacdo experimental localizada no municipio de Marechal Candido
Rondon é classificado com Latossolo Vermelho Distroférrico de textura argilosa. Ja o
solo da estacao experimental localizada no municipio de Pato Bragado é classificado
como Latossolo Vermelho distrofico de textura argilosa (EMBRAPA, 2006). Ambas
as areas de conducdo dos trabalhos sdo manejadas ha pelo menos mais de dez
anos sob sistema plantio direto e em sucessao milho-soja.

Antes da instalagdo dos experimentos foram coletadas amostras de solo na
profundidade 0-20 cm para caracterizacdo quimica, que foi realizada pelo
Laboratério de Quimica da UNIOESTE, campus de Marechal Candido Rondon, PR.
Os resultados de ambas as analises sao apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica da camada de 0-20 cm do solo da éarea
experimental. UNIOESTE, Marechal Candido Rondon, PR, 2011/2012.

Ca Mg K APY H+Al SB CTC MO \Y; P pH
CaCl,
------ S o PN [ — gdm® % mg dm™

292 152 0,20 0,27 7,19 464 11,84 34,18 48,5 18,34 5,30

Tabela 2. Caracterizacdo quimica da camada de 0-20 cm do solo da éarea
experimental. UNIOESTE, Pato Bragado, PR, 2011/2012.

Ca Mg K AP H+Al SB CTC MO V P  pH
CaCl,
------ 10 o PN [ — gdm® % mg dm™

432 107 060 055 538 599 1137 164 5268 7,56 4,76
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A precipitagdo pluviométrica e as temperaturas médias mensais incidentes

durante a conducédo dos experimentos sao apresentadas nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Precipitacdo pluviométrica acumulada e temperatura maxima, média e
minima mensal no periodo de outubro de 2011 a marco de 2012. Estacdo
experimental “Prof. Dr. Antdnio Carlos Pessoa”. UNIOESTE, Marechal Candido

Rondon, PR.
[ 1Prec. —#—Max. =— % —Med. ---H--- Min.

250
—. 200 N . . -
E .__/
- At Am———— A
o 150 A
: FroToRT ..H
£ A I N B I S et
g T Y PR TR
S [ S O [ ITSTRTRRTY et
w
g
* s0

0 L1 | | |
Outubro  Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Margo
Meses

40
35
30
25
20
15
10

Temperatura (°C)

Figura 2. Precipitagdo pluviométrica acumulada e temperatura maxima, média e
minima mensal no periodo de outubro de 2011 a margo de 2012. Estacdo
experimental da UNIOESTE, Pato Bragado, PR.



58

3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com quatro
blocos e dez tratamentos, totalizando 40 parcelas experimentais em cada local. A

descricédo dos tratamentos encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Descrigao dos tratamentos utilizados nos experimentos

Tratamentos Descricao dos tratamentos

ON Controle sem aplicacao de nitrogénio e sem inoculacéo
60 N Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio sem inoculacao

120 N Dose de 120 Kg ha™ de nitrogénio sem inoculacéo

Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes

Ab-V5 com Azospirillum brasilense, estirpe Ab-V5
Ab-V6 Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes
com A. brasilense, estirpe Ab-V6
Ab-\/7 Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes
com A. brasilense, estirpe Ab-V7
Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes
Ab-V5+Ab-V6 com A. brasilense, estirpes Ab-V5 + Ab-V6
Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes
Ab-V5+AD-V7 com A. brasilense, estirpes Ab-V5 + Ab-V7
_l . A . . ~
Ab-V6+AD-\V7 Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes

com A. brasilense, estirpes Ab-V6 + Ab-V7

Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes

Ab-V5+AD-VE+AD-VT oA, brasilense, estirpes Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7

3.3 Instalacdo e conducao dos experimentos

3.3.1Correcéo da fertilidade do solo

A preparagédo de ambas as areas experimentais foi iniciada 60 dias antes da
semeadura, sendo realizada a calagem para elevar a saturacdo por bases a 70%.
Necessidade esta, baseada no resultado da analise quimica do solo, sendo aplicado
2,5 e 2,04 t ha™ de calcario (100%) nas areas experimentais de Marechal Candido

Rondon, PR e Pato Bragado, PR, respectivamente, conforme Pavan et al. (1992).
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Conforme os resultados da analise quimica do solo e necessidades da cultura
foram realizados a adubacdo de correcdo fosfatada e potassica com o auxilio de
semeadora adubadora. No momento do sulcamento da area experimental aplicou-se
a adubacdo de base com 50 kg ha™ de P,Os e 40 kg ha™ de K,O, em ambos os
locais de realizac&o dos experimentos, conforme Pavan et al. (1992).

A adubacdo nitrogenada foi dividida em trés aplicagdes conforme a
necessidade dos tratamentos utilizados, sendo aplicados 40% na semeadura e o
restante aplicado em cobertura, em partes iguais, nos estadios V4 e V6, sendo

utilizado como fonte a uréia.

3.3.2Inoculacdo das sementes

Os inoculantes foram desenvolvidos pela equipe do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia de Fixacao Biologica de Nitrogénio em Gramineas, com sede
no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Parana, Curitiba, PR. Os inoculantes contendo as estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7
foram preparados separadamente, a partir de uma solucéo pura na concentracao de
1x10° unidades formadoras de colénia (UFC) mL™. A inoculacdo com as diferentes
estirpes de A. brasilense, tanto individualmente, quanto, em associacéo foi realizada
duas horas antes da semeadura. Para a inoculacdo individual das estirpes, foram
utilizados 6 mL de inoculante para 1000 sementes de milho. Na inoculacdo
combinada entre duas estirpes foi utilizada a metade desta proporgéo (3 mL da
solucéo de cada estirpe) e, quando da inoculacdo com as trés estirpes, utilizou-se 2

mL de cada solucao.

3.3.3Semeadura

A semeadura (plantio direto) foi realizada nos dias 10 e 14 de outubro de
2012, nos campos experimentais de Marechal Candido Rondon, PR e Pato Bragado,
PR, respectivamente. A mesma foi realizada com o auxilio de semeadora manual,
distribuindo-se cinco sementes por metro no sulco de semeadura. Cada parcela

experimental foi constituida de seis linhas de 0,70 m de espacamento com 5 m de
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comprimento e 3,5 m de largura, totalizando 17,5 m?.

O material vegetal utilizado foram sementes do milho 30F53 (Pionner®), cujas
principais caracteristicas sao: hibrido simples, ciclo precoce, elevada resposta ao
aumento da adubacéo, reducdo do espacamento e aumento da populacdo de
plantas. Na regido sul € recomendado para o periodo normal de plantio.

Antes da semeadura e da inoculacdo, as sementes foram tratadas com
fungicida (trichloromethylthio; cyclohex-4enedicarboximide) na dose de 0,2 kg por
100 kg de sementes, bem como, com inseticida (Imidacloprido; Tiodicarbe) na dose

de 0,2 L por 100 kg de sementes.
3.3.4Controle de pragas, doencas e plantas daninhas

Para o controle de pragas, foram realizadas duas aplicacdes de inseticidas. A
primeira aplicacdo foi realizada com pulverizador costal, quando as plantas se
encontravam no estadio V1, utilizando-se dois inseticidas, lufenuron, na dose de 2
mL L™ e lambdacyhalothrin, na dose de 2 mL L™. No momento em que as plantas se
encontravam no estadio V3, foi realizada a segunda aplicagdo com 0s mesmo
inseticidas, na mesma dosagem sendo estas realizadas com pulverizador
tratorizado. Nao foi necessério controle de doencas.

Antes da instalacdo do experimento a area passou por dessecacdo e apos a
semeadura as plantas daninhas foram controladas por meio de controle mecéanico

através de capina manual.

3.4 Variaveis avaliadas
3.4.1 Variaveis biométricas

No momento em que as plantas se encontravam no estadio vegetativo com
oito folhas totalmente expandidas (V8), foram realizadas as avaliacbes biométricas,
sendo retiradas trés plantas de forma aleatdria dentro da area Gtil de cada parcela. A

partir destas plantas foram realizadas as seguintes avaliagoes:
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3.4.1.1 Diametro basal do colmo

Antes da coleta foi realizado em cada planta a medida do diametro basal do

colmo a 5 cm da superficie do solo, com auxilio de um paquimetro digital.

3.4.1.2 Area foliar

A area foliar foi determinada utilizando-se o método proposto por Benincasa
(2003), com a retirada de amostras foliares de 15 cm? em dez folhas escolhidas
aleatoriamente, sendo estas consideradas como area foliar da amostra (AF
amostra). Posteriormente o material vegetal (amostras de folhas e folhas restantes)
foi seco em estufa de circulagéo forcada de ar a 65°C £ 2 °C, obtendo-se assim a
massa seca da amostra (MS amostra) e a massa seca das folhas (MSF). Dessa
forma, obteve-se a area foliar total das trés plantas através da seguinte formula: [(AF

amostra x MSF)/MS amostra]. Os resultados foram expressos em dm? por planta.

3.4.1.3 Massa seca da parte aérea

As plantas foram acondicionadas em sacos de papel kraft, devidamente
identificados e posteriormente levadas para a secagem em estufa de circulagéao
forcada de ar a 65°C % 2 °C por 120 h, em seguida essas foram retiradas dos sacos,

pesadas em balanca de preciséo e os resultados foram expressos em g por planta.

3.4.2 Andlise 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 do florescimento feminino (estadio R1), caracterizado pelo aparecimento dos
estilos-estigmas na parte externa da espiga. Foi coletada a folha localizada abaixo e
oposta a insercdo da espiga principal de cada planta, num total de 10 folhas por

unidade experimental, seguindo a metodologia proposta por Malavolta et al. (1997).
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Posteriormente, as folhas foram lavadas em agua destilada, acondicionadas
em sacos de papel Kraft devidamente identificados e secas em estufa de circulacéo
forcada de ar a 65°C + 2 °C por 72h. ApoOs este procedimento as folhas foram
moidas, retirando-se uma amostra 0,2 g de cada repeticdo, que posteriormente
foram submetidas & digestdo sulfurica. Em seguida determinou-se o teor de
nitrogénio do tecido foliar pelo método de destilacdo por arraste de vapores de
acordo com a metodologia proposta por Tedesco et al. (1995).

Para a determinacdo dos teores de fosforo e potassio, retirou-se outra
amostra de 0,2 g do tecido foliar moido e seco, sendo estas submetidas a digestdo
em acido nitrico seguindo a metodologia proposta por Miyazawa et al. (2009).
Utilizou-se 4 mL de HNO3 e 4 mL de H,O, sendo o teor de P determinado por
espectrofotometria UV-VIS de acordo com Braga e Defelipo (1974); O teor de K foi
determinado por fotometria de chama.

3.4.3 Componentes da producéo e produtividade

A colheita dos experimentos foi realizada nos dias 10 e 14 de fevereiro de
2012, nos campos experimentais de Pato Bragado, PR e Marechal Candido Rondon,
PR, respectivamente. Para este procedimento foram coletadas as espigas existentes
em trés metros nas trés linhas centrais de cada parcela experimental.

Para a determinacdo dos componentes da producdo foram amostradas 10
espigas de cada parcela experimental de forma aleatéria, determinando-se o0s
seguintes componentes: comprimento da espiga (cm), diametro da espiga (mm),
namero de fileiras de grdos por espiga, numero de graos por fileira e massa de mil
graos, sendo essa Ultima determinada segundo Brasil (2009).

A produtividade foi determinada a partir da trilhagem dos gréos de todas as
espigas coletadas na area util de cada parcela experimental, sendo os resultados
expressos em Kg ha' ap6s a correcdo da umidade dos grdos para 13% (base

umida).

3.4.4 Analise dos teores de N, P e K dos gréos
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ApoGs a determinacé@o da produtividade, foram retiradas amostras dos gréaos,
que foram moidas em moinho de facas (TE 450) com peneira de 2 mm para a

determinacao dos teores de N, P e K, conforme metodologia descrita anteriormente.

3.5 Andlise estatistica

Apoés tabulados, os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo
programa SISVAR (FERREIRA, 2008). Seguindo determinacdo de Pimentel Gomes
(2000) em funcédo do teste de variancias dos residuos realizou-se a andlise conjunta
dos experimentos. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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4 RESULTADOS

Por meio da anélise de variancia conjunta foi detectado efeito significativo
para todas as fontes de variacdo utilizadas. Entretanto, em relacdo ao efeito dos
tratamentos (T) utilizados, observou-se diferenca significativa para as variaveis
biométricas e para os componentes da producdo, bem como, para a produtividade
obtida em ambos os locais (Anexo 1), ndo havendo diferenca significativa entre os

tratamentos em relacéo aos teores de P e K das folhas e dos gréos de milho (Anexo

11).

4.1 Efeito dainoculagdo no crescimento e desenvolvimento vegetativo do

milho

Os resultados obtidos com a utilizagdo dos tratamentos no presente trabalho
sobre as plantas de milho no estadio vegetativo de oito folhas (V8) encontram-se na
Tabela 4. Observou-se que a inoculacdo, isolada da estirpe Ab-V7 ou associacéo
entre Ab-V5 + Ab-V7 e Ab-V6 + Ab-V7, proporcionou incremento significativo no
didmetro do colmo em relagdo aos demais tratamentos utilizados no experimento
realizado em Marechal Candido Rondon (L1). Nesse mesmo local também foram
verificados incrementos significativos para a massa seca da parte aérea das plantas
de milho em funcédo da inoculacdo das sementes, porém, nesse caso todos o0s
tratamentos com A. brasilense, exceto a estirpe Ab-V5 inoculada individualmente,
foram superiores as doses de 0 e 60 Kg ha™ de nitrogénio, bem como, igualaram-se
a maior dose utilizada (120 Kg ha™) (Tabela 4).

No experimento realizado em Pato Bragado, os resultados demonstraram a
mesma tendéncia para as variaveis de didmetro do colmo e massa seca da parte
aérea, onde as estirpes Ab-V5 e Ab-V7 inoculadas individualmente ou em
associacdo, bem como, a associacdo entre as estirpes Ab-V6 + Ab-V7 ou a
inoculagao tripla de Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 resultaram em valores superiores aos
demais tratamentos utilizados, exceto apenas quando comparados a dose de 120 Kg
ha™ para a variavel de diametro do colmo das plantas de milho (Tabela 4).

Na avaliacdo da eficiéncia apenas entre as estirpes utilizadas, podem ser

destacados os resultados referentes a inoculagéo isolada da estirpe Ab-V7, bem
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como, a associagdo entre Ab-V5 + Ab-V7 para a variavel de didmetro do colmo em
ambos locais de realizacdo do estudo (Tabela 4). Para a variavel de massa seca da
parte aérea, destacaram-se 0s resultados dos tratamentos que utilizaram a estirpe
Ab-V7 isoladamente, bem como, a associacao entre Ab-V5 + Ab-V7, Ab-V6 + Ab-V7
e a inoculacdo com as trés estirpes associadas Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7. Ainda
analisando-se a Tabela 4, quando se observam os resultados relativos a area foliar
das plantas, nao foi verificada interacdo significativa entre os fatores. Assim, sao
apresentadas apenas as médias gerais dos tratamentos e dos locais de conducéo
dos experimentos. Nesse caso, as médias de todos os tratamentos com A.
brasilense foram superiores aos demais tratamentos, exceto quando comparados a
dose de 120 Kg ha™ de nitrogénio. Além disso, a média geral da &rea foliar das
plantas de milho do experimento realizado em Pato Bragado foi superior a obtida em
Marechal Céandido Rondon (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias do diametro basal do colmo, massa seca da parte aérea, area foliar das plantas de milho do hibrido 30F53, em
funcdo da inoculacdo das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotréfica Azospirillum brasilense e adubacéo
nitrogenada, nos municipios de Marechal Candido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), UNIOESTE, 2011/2012.

Diametro basal do colmo (cm) Massa seca da p. aérea (g por planta) Area foliar (dm?)

Tratamentos Local Local Local

- > Média - > Média - > Média
0 Kg ha’de N 2419 cA 2540bA 24,79  33,00cB 51,50 bA 42,25 45,50 69,75  57,62C
60 Kg ha™'de N 24,68 cA 2629bA 2548  40,00cB 56,00 bA 48,00 57,00 75,75  66,37b
120 Kg hade N 26,83bA 28,72aA 27,78 5500aA 59,25 bA 57,12 68,75 77,25  73,00a
Ab-V5* 26,13bB  28/47aA 27,30 4625bB 66,50 aA 56,37 66,00 81,00  73,50a
Ab-V6 26,50 bA 26,34 bA 26,42  49,00aA 54,00 bA 51,50 64,75 72,25  68,50a
Ab-V7 29,10 aA 2950 aA 29,30 57,25aB 70,50 aA 63,87 71,75 86,00 78,87a
Ab-V5+Ab-V6 2021 aA 27,15bB 28,18 59,00aA 60,75 bA 59,87 74,50 79,25  76,87a
Ab-V5+Ab-V7 27,66 aA 2923aA 2845 5125aB 68,50 aA 59,87 64,50 83,75  74,12a
Ab-V6+Ab-V7 2707bB  29,41aA 2824 4850aB 66,00 aA 57,25 61,00 78,25  69,62a
Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 26,72bB 29,25aA 27,98 46,550aB 66,50 aA 56,50 59,25 82,50  70,87a
Média 26,81 27,98 48,57 61,95 63,30B  78,57A
CV(%) 4,84 13,18 11,04

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maildscula na linha nédo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

*Todos os tratamentos com inoculacdo receberam 60 kg ha™ de N.
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4.2 Efeito dainoculagdo nos teores de N, P e K das folhas de milho

Os teores de N, P e K das folhas de milho foram semelhantes, n&o diferindo
entre os tratamentos com inoculacdo ou doses de nitrogénio utilizadas no trabalho
em questdo. Porém, em relagdo ao local de conducao dos experimentos verificou-se
a superioridade para os teores de N, P e K das folhas de milho coletadas no
experimento realizado em Pato Bragado, tendo esses alcancados valores de 23,77,

1,81 e 19,41 para N, P e K, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias do teor de nitrogénio da folha, teor de fésforo da folha, teor de potassio da folha, das plantas de milho do hibrido
30F53, em funcao da inoculacédo das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotréfica Azospirillum brasilense e adubacéo
nitrogenada, nos municipios de Marechal Candido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), UNIOESTE, 2011/2012.

Teor de N da folha (g Kg™) Teor de P da folha (g Kg™) Teor de K da folha (g Kg™?)

Tratamentos Local ) Local ) Local )
Média Média Média

L1 L2 L1 L2 L1 L2
0 Kg halde N 22,82 19,08 20,95 1,27 1,90 1,56 17,11 17,72 17,42
60 Kg halde N 21,48 21,25 21,37 1,40 1,85 1,62 12,64 18,26 15,45
120 Kg halde N 21,97 25,04 23,50 1,32 1,78 1,55 12,84 18,29 15,56
Ab-V5* 21,16 24,75 22,95 1,25 1,85 1,55 14,79 19,59 17,19
Ab-V6 21,20 23,49 22,35 1,09 1,90 1,49 15,07 17,71 16,39
Ab-V7 20,47 25,12 22,79 1,12 1,90 151 13,57 17,69 15,63
Ab-V5+Ab-V6 20,32 23,95 22,13 1,17 1,82 1,50 12,96 23,77 18,36
Ab-V5+Ab-V7 20,53 25,85 23,19 1,11 1,76 1,43 13,30 18,77 16,04
Ab-V6+Ab-V7 21,95 25,54 23,74 1,29 1,77 1,53 12,89 23,79 18,34
Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 21,97 23,59 22,78 1,22 1,61 1,41 15,10 18,50 16,80
Média 21,39B 23,77TA 1,22B 1,81A 14,03B 19,41A
CV(%) 12,76 12,15 27,19

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maildscula na linha nédo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
*Todos os tratamentos com inoculacdo receberam 60 kg ha™ de N.
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4.3 Efeito dainoculacdo nos componentes de producéo e produtividade da

cultura do milho

Na Tabela 6, encontram-se as médias do comprimento de espiga, diametro de
espiga e numero de fileiras por espiga de milho, em funcédo dos tratamentos com e
sem inoculacdo de A. brasilense. Na avaliacdo do experimento realizado em
Marechal Candido Rondon, observou-se efeito significativo para o comprimento de
espiga em relacdo aos demais tratamentos quando realizada a inoculacdo das
sementes com a estirpe Ab-V7, bem como, para a associa¢do entre Ab-V6 + Ab-V7 e
Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7, tendo estas alcancado, respectivamente, percentuais de
15,19; 16,46 e 17,72% em relacdo ao tratamento com a dose de 60 Kg ha™ de
nitrogénio sem inoculacdo. Em relacdo ao experimento realizado em Pato Bragado,
observou-se que a inoculagcdo com a estirpe Ab-V7 e a associacao entre Ab-V5 + Ab-
V6, resultou no maior comprimento de espiga na comparacdo com o restante dos
tratamentos utilizados no trabalho (Tabela 6).

Os resultados da avaliacdo do diametro das espigas de milho revelaram que
nao houve interacdo significativa entre os tratamentos utilizados no trabalho. Assim,
foram apresentadas apenas a média acumulada de cada tratamento e de ambos os
locais de condugdo. Dessa maneira, podem ser destacadas as médias obtidas com
a inoculacéo individual da estirpe Ab-V7, bem como, a associacao entre Ab-V5 + Ab-
V6, Ab-V6 + Ab-V7, Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 e a dose de 120 Kg ha™ de nitrogénio,
sendo estas superiores as obtidas nos demais tratamentos. Além disso, a média
acumulada do diametro das espigas colhidas no experimento conduzido em
Marechal Candido Rondon foi superior a obtida no experimento realizado em Pato
Bragado (Tabela 6).

O numero de fileiras por espiga, também foi influenciado significativamente
pelos tratamentos utilizados, podendo ser destacada a inoculagédo com a associacao
das estirpes Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7, tendo esta superado os demais tratamentos no
experimento realizado em Marechal Candido Rondon, bem como, a inoculagdo com
Ab-V6, Ab-V5 + Ab-V6, Ab-V6 + Ab-V7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 para o experimento
de Pato Bragado (Tabela 6).
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Tabela 6. Médias do comprimento de espiga, diametro de espiga, numero de fileiras por espiga, das plantas de milho do hibrido
30F53, em funcao da inoculacédo das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotréfica Azospirillum brasilense e adubacéo
nitrogenada, nos municipios de Marechal Candido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), UNIOESTE, 2011/2012.

Comprimento da espiga (cm) Diametro da espiga (mm) Numero de fileiras por espiga

Tratamentos Local o Local o Local o
1 T Média 1 T Média 1 T Média

0 Kg ha'de N 20,25cA 16,50bB 18,37 57,00 46,75 51,87b 21,00cA 16,50 bB 18,75
60 Kg ha*de N 19,75cA 16,75bB 18,25 57,25 47,00 52,25b  21,25cA 16,50 bB 18,87
120 Kg ha™'de N 21,75bA 16,50bB 19,12 60,00 47,25 53,62a 22,75bA  16,25bB 19,50
Ab-V5* 21,00cA 16,00bB 18,50 56,50 46,50 5150b 22,50bA 16,50 bB 19,50
Ab-V6 20,00 cA 16,25bB 18,12 56,50 48,00 52,256b  22,25bA  17,25aB 19,75
Ab-V7 22,75aA 18,25aB 20,50 61,25 49,00 55,12a 22,00 bA  16,75bB 19,37
Ab-V5+Ab-V6 21,00cA 17,50aB 19,25 58,00 48,25 53,25a 21,50cA 17,50 aB 19,50
Ab-V5+Ab-V7 20,25cA 17,00bB 18,62 57,25 47,00 52,12b  22,25bA 16,75 bB 19,50
Ab-V6+Ab-V7 23,00 aA 16,50bB 19,75 59,50 48,00 53,75a 22,25bA 17,50 aB 19,87
Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 23,25aA 16,75bB 20,00 58,00 48,50 53,25a 23,75aA 17,75aB 20,75
Média 21,30 16,80 58,15 A 47,62 B 22,15 16,92
CV(%) 3,93 3,17 3,37

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maildscula na linha nédo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
*Todos os tratamentos com inoculacdo receberam 60 kg ha™ de N.
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Encontram-se na Tabela 7 os resultados obtidos para o niumero graos por
fileira, massa de mil gréos e produtividade do milho em fung¢ao da inoculagéo ou néo
das sementes com A. brasilense. Todos os tratamentos em que foram utilizados a
inoculacao das sementes com A. brasilense foram significativamente superiores em
relacdo ao numero de gréos por fileira quando comparados aos tratamentos com as
doses de 0 e 60 Kg ha™ de nitrogénio, exceto, as estirpes Ab-V6 e Ab-V5, quando
testadas em ambos os locais. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre a
inoculacdo com A. brasilense e a maxima dose de adubac¢do nitrogenada (120 Kg
ha).

A massa de mil graos foi influenciada pelos tratamentos em ambos os locais
de conducao do trabalho. Pode se observar que para Marechal Candido Rondon as
meédias dos tratamentos Ab-V7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 foram superiores a todos
os demais, alcancando percentuais superiores em relagdo aos tratamentos com O,
60 e 120 Kg ha™ de nitrogénio. J& para Pato Bragado o comportamento dos
tratamentos para massa de mil grdos demonstrou que a dose de 120 Kg ha™ de
nitrogénio foi significativamente superior aos demais. Também pode ser observado
em Pato Bragado que a inoculacdo associada entre as trés estipes (Ab-V5 + Ab-V6
+ Ab-V7) foi superior aos demais tratamentos, bem como, as demais estirpes
inoculadas individualmente ou em associacdo superaram as doses de 0 e 60 Kg ha™
de nitrogénio (Tabela 7).

Os resultados para a produtividade de grdos demostraram que ndo houve
interacdo entre os fatores tratamentos e locais de conducédo dos experimentos.
Assim, foram apresentadas apenas médias gerais de cada tratamento, bem como,
de cada local de conducdo. A comparacdo das mesmas demonstrou que a
inoculacao individual com a estirpe Ab-V7, bem como, a associacdo entre Ab-V6 +
Ab-V7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 resultaram em médias superiores de produtividade
em relacdo aos demais tratamentos utilizados no trabalhos (Tabela 7). Também pode
ser destacadas as médias dos tratamentos com a inoculacéo isolada da estirpe Ab-
V6 e a associagdo entre Ab-V5 + Ab-V6 e Ab-V5 + Ab-V7 que obtiveram médias
iguais a dose maxima de nitrogénio (120 Kg ha™) e superioridade quando
comparadas as doses de 0 e 60 Kg ha™* de nitrogénio (Tabela 7).

Além disso, a média geral de produtividade do experimento conduzido em
Marechal Candido Rondon foi superior a obtido no experimento conduzido em Pato
Bragado (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias do numero de gréos por fileira (NGF), massa de mil grdos (MMG), produtividade (PROD), das plantas de milho

do hibrido 30F53, em funcéo da inoculacdo das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotréfica Azospirillum brasilense e

adubacdao nitrogenada, nos municipios de Marechal Candido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), UNIOESTE, 2011/2012

Numero de gréos por fileira

Massa de mil graos (g)

Produtividade (kg ha™)

Tratamentos

Local

Local

Local

- > Média - > Média - > Média

0 Kg ha'de N 31,25bA 27,50bA 29,50 290,75dA 22650 eB 258,62 6253,00 2638,75 444587 c
60 Kg ha™'de N 31,25bA 27,75bA 29,37 287,75dA 24387dB 26581 647675  3183,25  4830,00 c
120 Kg ha™'de N 3575aA 3425aA 3500 29525cA 270,87aB 283,06 7042,00 3969,50 5505,75c
Ab-V5* 3500aA 30,25bB 32,62 288,62dA 258,12cB 273,37 5640,25  3380,50 4510,37
Ab-V6 33,00bA 3300aA 33,00 300,25cA 25225cB 27625 727450 333125 5302,87c
Ab-V7 3750 aA 37,50aA 37,50 324,00aA 25562cB 289,81 746500 439425 5929,62a
Ab-V5+Ab-V6 3450aA 3350aA 34,00 308,37bA 25250cB 280,43 7209,25 342425 5316,75b
Ab-V5+Ab-V7 3450aA 3375aA 34,12 311,12bA 25575cB 28343 662850  3692,25 5760,37b
Ab-V6+Ab-V7 3575aA 3225aA 34,00 311,50bA 251,37cB 28143 7991,75  4093,25 6042,50 a
Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 38,25aA 34,75aA 36,50 329,87aA 263,37bB 296,62 8850,75 449475 6672,75a
Média 34,67 33,47 304,75 253,02 7083,17A  3660,20B

CV(%) 7,32 2,42 14,78

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maildscula na linha nédo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

*Todos os tratamentos com inoculacdo receberam 60 kg ha™ de N.



73

4.4 Efeito dainoculagdo nos teores de N, P e K dos grédos de milho

Na Tabela 8, encontram-se os resultados obtidos para os teores de N, P e K
dos grdos de milho colhidos nos dois locais de realizacdo dos experimentos.
Evidenciou-se que para nenhum dos nutrientes avaliados foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos utilizados no trabalho. Entretanto, na
comparacdo das médias gerais obtidas em cada local de conducdo dos
experimentos nota-se que os teores de N e P obtidos dos grdos colhidos em
Marechal Candido Rondon, PR (L1) foram superiores aos obtidos em Pato Bragado,
PR (L2). J& em relacdo ao teor de K ndo foram observadas diferencas entre as

meédias gerais dos locais de realizacao dos experimentos (Tabela 8).
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Tabela 8. Médias do teor de nitrogénio dos grdos (Ng), teor de fosforo dos gréos (Pg) e teor de potassio dos graos (Kg), das
plantas de milho do hibrido 30F53, em fung¢do da inoculagdo das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotrofica
Azospirillum brasilense e adubac¢do nitrogenada, nos municipios de Marechal Candido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2),
UNIOESTE, 2011/2012.

Teor de N dos grdos (g Kg™?) Teor de P dos gréos (g Kg?)  Teor de K dos gréos (g Kg™)
Tratamentos Local o Local o Local o

1 T Média 1 T Média 1 T Média
0 Kg ha'de N 17,69 16,57 17,13 2,13 1,37 1,75 39,06 40,01 39,54
60 Kg ha'de N 17,91 16,76 17,34 2,43 1,30 1,87 36,95 40,69 38,82
120 Kg ha'de N 18,29 17,38 17,83 2,46 1,22 1,84 42,59 40,37 41,48
Ab-V5* 18,00 18,28 18,14 2,41 1,39 1,90 44,31 42,70 43,50
Ab-V6 17,74 17,51 17,62 2,57 1,64 2,10 46,66 40,53 43,59
Ab-V7 19,57 18,75 19,16 2,49 1,43 1,96 46,34 44,41 45,37
Ab-V5+Ab-V6 18,76 18,14 18,45 2,54 1,40 1,97 43,91 47,11 45,51
Ab-V5+Ab-V7 18,45 15,86 17,16 2,37 1,54 1,95 47,31 37,76 42,54
Ab-V6+Ab-V7 17,48 17,94 17,71 2,45 1,30 1,87 43,54 46,33 44,93
Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 19,45 17,27 18,37 2,36 1,29 1,82 40,58 42,20 41,39
Média 18,34 A 17,45 B 2,42 A 1,39B 43,12 42,21
CV(%) 7,57 15,3 14,03

Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
*Todos 0s tratamentos com inoculagéo receberam 60 kg ha™ de N.
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5 DISCUSSAO

A busca por tecnologias que venham substituir total ou parcialmente o uso de
fertilizantes nitrogenados em culturas como o milho tornou-se foco de varios estudos
nos ultimos anos. O custo energético, a reducdo das reservas de energia nao
renovaveis e a contaminagdo ambiental resultante do uso indiscriminado de
fertilizantes nitrogenados sao pontos fundamentais para o aumento do interesse das
instituicbes de pesquisa e pesquisadores, pela busca de fertilizantes biolégicos com
potencial para o cenario agricola atual.

No presente trabalho realizado a campo, foi observado que a inoculagdo com
A. brasilense proporcionou incremento significativo no crescimento das plantas de
milho durante o periodo vegetativo da cultura (Tabela 4). Os resultados obtidos estao
de acordo com varios outros encontrados na literatura com a cultura do milho como:
Fulchieri e Frioni (1994); Dobbelaere et al. (2001); Dobelaere et al. (2002);
Dobbelaere; Vanderleyden e Okon (2003); Diaz-Zorita et al. (2005); Mehnaz et al.
(2006); Karawal (2012). Em geral, para estes autores, a inoculacdo com bactérias
diazotroficas resultou em incrementos em crescimento durante o periodo vegetativo
da cultura.

Estes resultados séo justificados ndo apenas pelo fato das bactérias
diazotréficas fixarem o N, atmosférico, mas também pelas mesmas sintetizarem
substancias que estao relacionadas com a promocao do crescimento vegetal, como
as auxinas (DEY et al.,, 2004), giberelinas (NARULA et al., 2006), citocininas
(CASTRO et al., 2008), solubilizantes de sais minerais como fosforo e ferro (HAYAT
et al., 2010) e enzimas, bem como, pela inducdo de mecanismos de resisténcia das
plantas (PATHMA et al., 2011). Além disso, algumas espécies de bactérias
diazotroficas possuem a capacidade de manter baixos niveis de etileno nas plantas
(GLICK et al., 1999).

O etileno é um horménio gasoso e seu modo de acdo tem papel chave em
multiplas alteragdes fisiologicas nas plantas (VOGEL et al., 1998). Entretanto, sob
condicOes de estresse, 0s niveis desse hormdnio podem ser elevados. Isso pode ser
prejudicial, em funcdo da antecipacdo dos processos de senescéncia e demais
processos moleculares que podem prejudicar o crescimento das plantas. O
mecanismo primario para a reducdo dos niveis de etileno é através da sintese da

enzima ACC-desaminase (ACCd) que é responsavel pela inibicdo da sintese da
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ACC. Dessa maneira, varios autores descrevem o género Azospirillum como um
diazotrofo que possuem a atividade da desaminase do ACC (GOVINDASAMY et al.,
2008; DUAN et al., 2009). Além disso, como ja mencionado, as bactérias do género
Azospirillum possuem diferentes vias para a sintese de acido indol-acético (AlA)
produzindo niveis significativos desse horménio. Esse tem papel chave nos
processos de expansdo celular, e consequentemente no aumento do ndmero de
raizes laterais, aumentando a superficie de contato do sistema radicular, culminando
em maior absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas (ARSHAD e
FRANKENBERGER, 1988; BARAZANI e FRIENDMAN, 1999; BISWAS et al., 2000;
KHALID, et al.,, 2004; SALA et al., 2005; PEDROSA et al., 2011). Dessa maneira, a
atuacdo simultanea desses mecanismos pode levar ao maior crescimento e
desenvolvimento do vegetal (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010), fato este observado
no presente trabalho.

Quando realizada a andlise do teor de nitrogénio das folhas e dos gréos, néo
foram observadas diferencas significativas entre as plantas inoculadas e né&o
inoculadas (Tabelas 5 e 8). Estes resultados discordam dos obtidos por Ribaudo et
al. (2001) que reportaram maior acumulo de nitrogénio nas folhas de plantas de
milho inoculadas com Azospirillum sp.. Hungria et al. (2010) trabalhando com a
inoculacdo de diferentes estirpes de A. brasilense nas culturas do milho e trigo,
verificaram maior aporte de nitrogénio nas folhas das plantas inoculadas, porém,
esse nado foi observado para os graos em ambos os casos. O aumento do teor de
nitrogénio nas plantas de milho inoculadas com A. brasilense comumente relatado
pode ser resultado da fixacdo de N, bem como, pela acdo dos mecanismos de
promocdo do crescimento, que podem incrementar a capacidade das plantas em
absorver nitrogénio (DOBBELAERE et al., 2001).

Além disso, observou-se no presente trabalho diferencas entre as médias de
cada local de conducéo dos experimentos para os teores de N, P e K das folhas e
graos de milho (Tabelas 5 e 8). Na avaliacdo dos teores de N, P e K das folhas
coletadas no inicio do periodo reprodutivo observou-se maior teor desses nutrientes
para o experimento realizado em Pato Bragado (Tabela 5), que também apresentou
maior massa seca da parte aérea e area foliar das plantas (Tabela 4). Contudo, esta
superioridade nao refletiu em maior produtividade para este local (Tabela 7).

Verifica-se que a partir do més de novembro ocorreu a reducdo da

precipitacdo na area experimental localizada em Pato Bragado (Figura 2). No més
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de dezembro, quando as plantas se encontravam no inicio do florescimento
feminino, o volume de chuvas ficou préximo de zero. Na é&rea experimental
localizada em Marechal Céandido Rondon a reducdo da precipitacdo também
ocorreu, poréem, em menor intensidade (Figura 1). Fato este que poderiam explicar o
menor teor de nutrientes nos graos provenientes das plantas do experimento de
Pato Bragado, bem como a menor produtividade (Tabelas 7 e 8).

Santos e Carlesso (1998) relatam que a deficiéncia hidrica pode provocar
alteracdes no comportamento da planta de maneira que a recuperacao vai depender
do gendtipo, duracdo, severidade e estadio de desenvolvimento vegetal. O estresse
gerado pela falta d’agua pode ocasionar reducdo da &rea foliar, menor taxa
fotossintética, bem como, influenciar negativamente a taxa de translocacdo de
solutos (TAIZ e ZEIGER, 2004). Estes mesmos autores descrevem que a rapida
expansdo foliar pode ser desfavoravel para a planta caso essa venha ser submetida
a deficiéncia hidrica. Além disso, em situacBes de déficit hidrico também deve ser
levada em consideracdo a capacidade de armazenamento de agua no solo, pois a
textura e caracteristicas fisicas do solo sdo fator chave para a retencdo de agua
(KIEHL ,1979).

Os componentes da producdo, bem como, a produtividade obtida em ambos
os locais de conducdo dos experimentos com a cultura do milho, também foram
influenciados positivamente pela inoculacdo com A. brasilense (Tabelas 6 e 7).
Resultados semelhantes foram obtidos por Diaz-Zorita et al. (2005) ao trabalharem
com a inoculacdo de A. brasilense nas culturas do milho e trigo em 221 localidades
na Argentina. Estes autores verificaram que 75 a 95% dos experimentos realizados
resultaram em respostas positivas para produtividade em ambas as culturas. Nesse
sentido, Hungria et al. (2010) verificaram, nas parcelas inoculadas com A.
brasilense, incrementos produtivos de 27 e 31% para as culturas do milho e trigo,
respectivamente. Também, Canellas et al. (2011) verificaram incrementos na
produtividade da cultura do milho de 20 e 65% em relacdo ao tratamento controle
para as plantas inoculadas com Herbaspirilum seropedicae, associado a aplicacao
de substancias humicas.

Os incrementos em relacdo a produtividade da cultura do milho com a
inoculacdo de bactérias diazotroficas estdo relacionados em parte com a fixacao
biolégica do N,, bem como, com promoc¢do do crescimento vegetal pela acdo de
substancias regulatorias (DEY et al., 2004; NARULA et al., 2006; CASTRO et al.,
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2008; HAYAT et al., 2010; PATHMA et al., 2011).

A produtividade da cultura do milho foi inferior em ambos os locais de
conducado dos experimentos quando comparado com a média regional, bem como,
ao potencial produtivo do hibrido utilizado. A reducdo foi mais acentuada na area
experimental de Pato Bragado, PR que obteve média produtiva de 3660 Kg ha™,
sendo essa inferior em aproximadamente 3400 Kg ha™ quando comparada a média
obtida na area experimental de Marechal Candido Rondon, PR (7083 Kg ha™). A
menor produtividade da cultura foi consequéncia da reducdo dos componentes da
producdo, como por exemplo, o nimero de fileiras por espiga, nimero de graos por
espiga e massa de mil graos, sendo estes consideravelmente afetados por alguns
dos tratamentos utilizados em ambos 0s experimentos. A explicacdo para este fato
pode estar relacionada as condicdes de temperatura e precipitacdo antes e durante
o periodo de florescimento da cultura nos dois locais em que foram conduzidos 0s
experimentos. Observa-se nas figuras 1 e 2, que o acimulo mensal de precipitacao
para os meses de novembro e dezembro na area experimental de Marechal Candido
Rondon, PR foi de 155,2 e 33,8 mm, respectivamente. Em Pato Bragado, PR o
acumulo para o mesmo periodo foi de 28,4 e 4,2 (novembro e dezembro,
respectivamente). Outro fator climatico que merece ser destacado sdo as médias de
temperatura durante o periodo de floracdo da cultura (dezembro). Observa-se nas
figuras 1 e 2, que as temperaturas médias foram de 23,65 e 25,05°C e as maximas
de 30,01 e 32,42°C nas areas de Marechal Candido Rondon, PR e Pato Bragado,
PR, respectivamente.

Apesar dos efeitos da deficiéncia hidrica e altas temperaturas, que resultaram
em reducdo da produtividade, principalmente em Pato Bragado, os resultados
obtidos demonstraram que a inoculagdo com A. brasilense, principalmente com a
estirpe Ab-V7 e a associacao entre Ab-V6 + ABV7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7
superaram os demais tratamentos, apresentado incrementos significativos para a
produtividade da cultura do milho nestas condicdes (Tabela 7).

A produtividade do milho é dependente do nimero de gréos por unidade de
area e da quantidade de fotoassimilados disponiveis para esses graos (FANCELLI e
DOURADO NETO, 2005). O periodo de aproximadamente trés semanas, que
envolve o pendoamento-espigamento é o de maior sensibilidade da cultura do milho
a deficiéncia hidrica. Em condic¢des de falta de umidade e alta temperatura do ar, ha

aumento na defasagem entre o florescimento masculino e feminino. A elongacéao do
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estilo-estigma € muito sensivel a falta de umidade, pois 95% do peso fresco desta
estrutura é constituido pela agua (SANGOI, et al.,, 2010). Assim, o aumento da
defasagem entre a antese e o espigamento faz com que os graos de polen sejam
liberados e ndo encontrem o estilo-estigma receptivo. Além disso, os graos de pélen
gue venham a alcancar o estilo-estigma muitas vezes ndao germinam em funcao do
ressecamento dessas estruturas, que ocorrem principalmente sob condi¢cdes de
baixa umidade relativa do ar e temperatura elevada (SANGOI et al., 2010).

A capacidade das bactérias do género Azospirillum em reduzirem os efeitos
deletérios causados pelo déficit hidrico vem sendo objeto de trabalho de varios
pesquisadores. Nesse sentido, Sarig et al. (1992) verificaram que plantas de sorgo
inoculadas com Azospirillim sp. tiveram sua condutividade hidrdulica aumentada
entre 25 e 40% em relacdo as plantas ndo inoculadas. Também Manoharam et al.
(2012) trabalhando com plantas de milho inoculadas com A. brasilense sob
diferentes regimes de irrigagdo, verificaram que a inoculagdo resultou em
incrementos de 19, 16 e 31% para as variaveis de altura de planta, massa seca da
planta e produtividade de gréos, respectivamente. Reier Bakken (1997) descreve
gue a inoculacdo com Azospirillum sp. propicia a planta um ambiente mais favoravel
reduzindo os estresses causados pela falta d’agua, em fungdo dos mecanismos
promotores de crescimento relacionados a sintese hormonal, resultando em plantas
com sistema radicular de melhor qualidade e consequentemente mais aclimatadas a
estreses ambientais.

Vale destacar ainda que a grande maioria dos estudos relacionados a sintese
de horménios vegetais pelo género Azospirillum estdo envolvidos na producdo de
acido indol-acético (AlA) por este ser um dos principais reguladores de varias
funcbes nas plantas (ANTOUN e PREVOST, 2005; DODD et al., 2010). Esses
microrganismos também sintetizam &cido abscisico, sendo um horménio relacionado
a respostas da planta em condicbes de deficiéncia hidrica (BRAY, 2002; TAIZ e
ZEIGER, 2004; PERRIG et al., 2007). Nesse sentido, Zawoznik et al. (2011)
trabalhando com a inoculacdo de A. brasilense em plantas de cevada submetidas a
diferentes niveis de salinidade, verificaram que as plantas inoculadas suportaram em
melhores condicbes o estresse induzido. Os mesmos autores ainda verificaram
aumento nos niveis de aquaporina nas plantas inoculadas com A. brasilense em
comparacdo com as plantas ndo inoculadas. As aquaporinas sdo proteinas que

estdo presentes no sistema radicular das plantas formando canais de agua nas
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membranas das células, sendo que sua sintese, sob condi¢cdes de estresse, pode
estar diretamente relacionada a ao aumento da sintese de acido abscisico nos
vegetais (KALDENHOFF et al., 1996; SHINOZAKI et al., 1998).

Neste contexto, os resultados do presente trabalho demonstram que as
rizobactérias promotoras de crescimento, tais como A. brasilense, sdo eficazes no
estabelecimento das plantas melhorando sua capacidade de suportar situacdes de
estresse, como a seca e limitacao de nutrientes.

As estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 utilizadas no presente trabalho foram
selecionadas a partir de varios ensaios realizados em ambiente controlado e a
campo pela equipe do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fixag&o
Biologica de Nitrogénio em Gramineas. Estas estirpes tém demostrado respostas
positivas tanto na fixacdo do N,, quanto, na promocéo do crescimento vegetal, por
possuirem, entre outros mecanismos, a caracteristica de sintetizarem hormdénios
relacionados ao crescimento das plantas. No Brasil, jA existem empresas que
produzem inoculantes para gramineas a partir das estirpes Ab-V5 e Ab-V6.
Entretanto, essa tecnologia ainda ndo é totalmente aceita por técnicos e agricultores.
Dessa forma, € importante que se realizem novos ensaios em diferentes regides do
Brasil que confirmem a eficiéncia dos materiais ja existentes, bem como, a busca por
novas possibilidades que venham a aumentar a gama de opc¢des para a substituicao

dos produtos convencionais.
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6 CONCLUSOES

A inoculagdo das sementes com A. brasilense resultou em ganhos
significativos para a cultura do milho durante o periodo vegetativo.

Os tratamentos com a inoculagéo da estirpe Ab-V7, e a associagado entre as
estirpes Ab-V5 + Ab-V6, Ab-V6 + Ab-V7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 demonstraram o0s
maiores incrementos nos componentes da producdo e na produtividade da cultura

em ambos locais avaliados.
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8 ANEXOS

Anexo |. Resumo da analise de variancia para as variaveis de diametro basal do colmo (DC), massa seca da parte aérea (MSPA),
area foliar (AF), teor de nitrogénio da folha (Nf), teor de fosforo da folha (Pf), teor de potassio da folha (Kf), comprimento de espiga
(CPE), didmetro de espiga (DE), numero de fileiras por espiga (NFE), nimero de graos por fileira (NGF), massa de mil gréos
(MMG), e produtividade (PROD) do hibrido de milho 30F53, em fung&o da inoculacdo das sementes com bactérias diazotroficas da
espécie A. brasilense e adubacao nitrogenada, UNIOESTE,2011/2012.

Quadrado médio

V. G.L. DC MSPA AF N f P f K f
B (L) 6 1,70™ 46,19 103,07™ 2,02 0,17* 37,07™
T 9 15,95** 322,79** 288,84** 6,38" 0,03 9,54
L 1 27,16% 3577,81*  4666,51* 113,16 6,85** 578,88**
TxL 9 4,06* 98,86** 87,59" 14,14" 0,03" 21,38
Residuo 54 1,75 53,06 61,36 8,30 0,03 20,67
C.V. (%) 4,94 13,18 11,04 12,76 12,15 27,19
Média geral 27,39 55,26 70,93 12,76 1,52 16,72

Quadrado médio
FV. G.L CPE DE NFE NGF MM PROD
B (L) 6 2,537 2,99"° 0,29 12,4 72,92ns 4158144,07**
T 9 531" 9,62" 2,417 43,48** 1955,34** 3728556,22**
L 1 405,0” 2215,51" 546,01 5,51 10719,01** 234335157,01**
TxL 9 3,27" 1,19 1,207 21,31** 901,12** 950556,04ns
Residuo 66 0,059 0,395 0,019 6,07 45,37 630119,87
C.V. (%) 3,93 3,17 3,37 7,31 2,42 14,78
Média geral 19,05 52,88 19,53 33,73 278,88 5371,68

*, **: Significativo a 5 e 1% pelo teste F.
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Anexo Il. Resumo da analise de variancia para as variaveis teor de nitrogénio dos
graos (Ng), teor de fésforo dos gréos (Pg) e teor de potassio dos graos (Kg) do hibrido de
milho 30F53, em fungdo da inoculacdo das sementes com bactérias diazotroficas da espécie
A. brasilense e adubacéo nitrogenada, UNIOESTE,2011/2012.

F.V. G.L Quadrado médio
N g Pg Kg

B (L) 6 1,66ns 0,42** 70,89ns
T 9 3,33ns 0,07ns 44,20ns
L 1 15,86* 21,29** 16,74ns
TxL 9 1,87ns 0,04ns 37,14ns
Residuo 54 1,83 0,08 35,81
C.V. (%) 7,57 15,03 14,03
Média geral 17,89 1,90 42,67

*, **: Significativo a 5 e 1% pelo teste F.
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CAPITULO 2 - EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE INOCULANTE,
FORMULADO A PARTIR DAS ESTIRPES Ab-V5 E Ab-V6 DE Azospirillum
brasilense, NA CULTURA DO MILHO.

RESUMO: O presente trabalho teve por objetivo avaliar em condigbes de campo, 0
efeito de diferentes dosagens de um inoculante para a cultura do milho, formulado a
partir das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense. Foram conduzidos quatro
experimentos em quatro areas agricolas, sendo duas localizadas no estado do
Parana e duas no Rio Grande do Sul. O delineamento experimental utilizado foi de
blocos ao acaso, com quatro blocos e seis tratamentos. Os tratamentos foram
formados pelas doses de 0, 60 e 120 Kg ha’ de nitrogénio sem inoculagéo das
sementes e a dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio associada & inoculacdo com 100, 150
e 200 mL do inoculante para 50 Kg de sementes. Durante o estigio vegetativo da
cultura avaliou-se o diametro do colmo e a massa seca da parte aérea das plantas.
Também foram avaliados o numero de gréos por espiga, a massa de mil grdos e a
produtividade da cultura. Além disso, foram quantificados os teores de nitrogénio das
folhas e dos grdos de milho. Os resultados obtidos indicaram que o inoculante
formulado a base das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense associado a dose de
60 Kg ha* de nitrogénio, resultou em incrementos no desenvolvimento vegetativo da
cultura nos quatro experimentos realizados. Quando se considera as doses de
inoculante testadas, a mais eficiente foi a de 200 mL para 50 Kg de sementes, que
resultou nos maiores incrementos no numero de graos por espiga, massa de mil
grdaos e na produtividade dos experimentos realizados em Marechal Candido
Rondon, PR e Pato Bragado, PR. Assim, o inoculante utilizado demostrou ser
eficiente influenciando positivamente o crescimento, desenvolvimento e

produtividade da cultura do milho.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias diazotroficas; Fixacdo bioldégica de nitrogénio;
Adubacéo nitrogenada; Promoc¢éao do crescimento vegetal.



92

EFFECT OF DIFFERENT INOCULANT DOSES, FORMULATED FROM STRAIN
Ab-V5 AND Ab-V6 FOR Azospirillum brasilense, IN MAIZE.

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate under field conditions, the effect of
different doses of the inoculant for corn, made from strains Ab-V5 and Ab-V6 A.
brasilense. Four experiments were conducted in four agricultural areas, two located
in the state of Parana and two in Rio Grande do Sul The experimental design was a
randomized block design with four blocks and six treatments. The treatments were
formed by the doses of 0, 60 and 120 kg ha™ of the nitrogen without seed inoculation
and the dose of 60 kg ha™ of nitrogen associated with inoculation with 100, 150 and
200 mL of inoculun to 50 kg of seeds. During the vegetative stage were evaluated
stem diameter and dry mass of the shoots. We also evaluated the number of grains
per spike, the thousand grain weight and yield. In addition, we quantified the levels of
nitrogen in the leaves and corn kernels. The results indicated that the inoculant
formulated the basis of strains Ab-V5 and Ab-V6 A. brasilense associated with the
dose of 60 kg ha™ nitrogen, resulted in increases in vegetative growing in four
experiments. When considering the doses of inoculum tested, the most efficient was
to 200 mL for 50 kg of seeds, which resulted in greater increases in the number of
grains per spike, thousand grain weight and yield of the experiments conducted in
Marechal Candido Rondon, PR and Pato Bragado, PR. Thus, the inoculant used
demonstrated to be effective positively influencing the growth, development and yield

of maize.

KEY-WORDS: Diazotrophs; biological nitrogen fixation, nitrogen fertilization;
promotion of plant growth.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho fornece vasta variedade de produtos que sao utilizados na
alimentacdo animal, em especial a suinocultura, avicultura e bovinocultura de leite,
nas formas de farelo, racBes e silagem. Na alimentagdo humana, este cereal é
utilizado tanto na forma “in natura”, como milho verde, quanto na forma de produtos
processados como massas, farinhas e paes (DOURADO NETO e FANCELLI, 2004).

O nutriente mais requerido para a cultura do milho é o nitrogénio, que, em
muitas situacoes, € € suprido insuficientemente (AMADO et al., 2002). Segundo
estes autores, quando em condi¢cdes favoraveis de temperatura, radiacdo solar e
agua, a quantidade de nitrogénio requerida para alcancar grandes produtividades de
gréos pode ultrapassar 150 Kg ha™.

O uso crescente de fertilizantes nitrogenados visando a obtencéo de altas
produtividades na cultura do milho, além de gerar impacto ambiental provocado pela
lixiviagdo deste produto, eleva os custos de producdo (PEDRINHO et al.,, 2010).
Dessa maneira, é crescente a preocupacdo em relacdo a contaminagdo ambiental
pelo uso excessivo de fertilizantes, se fazendo necesséario encontrar alternativas que
possam substituir ao menos parcialmente o uso de fertilizantes nitrogenados. A
utilizacdo de biofertilizantes a base de microrganismos fixadores de nitrogénio e
promotores do crescimento vegetal, pode se tornar uma alternativa viavel em fungéo
de suprirem parcialmente o uso dos fertilizantes tradicionais, bem como, estimular o
crescimento e desenvolvimento vegetal pela acdo de substancias promotoras do
crescimento vegetal (COCKING, 2003).

Dentre as bactérias promotoras do crescimento vegetal em gramineas podem
ser destacadas as do género Azospirillum, em fungéo de colonizarem rapidamente
as plantas e serem considerados organismos dominantes da rizosfera (ROESCH et
al., 2006).

Os efeitos positivos da bactéria Azospirillum sp. para a cultura do milho, bem
como para outras gramineas, tem sido motivo de pesquisas no Brasil e em outros
paises nas ultimas décadas. Segundo Okon e Vanderleyden (1997), essas bactérias
além de disponibilizarem o N, atmosférico, possuem também a caracteristica de
produzirem substancias promotoras de crescimento (auxinas, giberelinas e
citocininas). Estes mesmos autores, ao avaliarem resultados de 22 anos de

pesquisa com a inoculacdo a campo de Azospirilum spp. concluiram que a
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utilizacao dessa tecnologia resulta em ganhos na estrutura das plantas, aumentando
a area do sistema radicular resultando em maior absor¢cao de 4gua e nutrientes. Tal
constatacao é justificada pelo fato de a inoculacdo modificar a morfologia do sistema
radicular, aumentando ndo apenas o0 numero de radicelas, mas, também, o diametro
das raizes laterais e adventicias.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar em condi¢des de
campo, o efeito de diferentes doses de um inoculante para a cultura do milho,
formulado a partir das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense em quatro areas

agricolas localizadas nos Estados do Parana e Rio Grande do Sul.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao e caracterizacdo das areas experimentais

Foram utilizados, neste trabalho, os dados resultantes de quatro experimentos
com a cultura do milho, realizados em quatro municipios da regido Sul do Brasil,
durante as safras de 2010/2011 e 2011/2012. Em seguida sdo apresentadas as
carateristicas de cada local de conducé&o dos trabalhos:

Marechal Candido Rondon, PR: conduzido durante a safra 2010/2011, na
Estacdo Experimental Antdnio Carlos dos Santos Pessoa, pertencente a
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE. A referida area encontra-
se sob Latitude de 24°33’S, Longitude 54°04'W, e altitude de 420 metros, sendo o
solo classificado como Latossolo Vermelho Eutroférrico (EMBRAPA, 2006). O clima
da regido segundo classificacio de Koppen denomina-se Subtropical Umido
Mesotérmico com verfes quentes (temperatura média superior a 22°C) com
tendéncia a concentracdo de chuvas e invernos com geadas pouco frequentes
(temperatura média inferior a 18°C), e precipitacdo média anual de 1500 mm.

Crua Alta, RS: conduzido durante a safra 2011/2012 na Estagao Experimental
do Curso de Agronomia da Universidade de Cruz Alta (UNICRUZ). O municipio esta
localizado a uma longitude de 53° 37°27” W, latitude 28° 34°04” S e altitude média de
460 metros. O clima da regido € subtropical, conforme classificacdo de Kdeppen.
Apresentando precipitagdo média anual de 1300mm e temperatura meédia de 20°C.
O solo da area experimental é classificado como Latossolo Vermelho Distréfico tipico
textura argilosa (EMBRAPA, 2006).

Ibiraiaras, RS: Conduzido em uma propriedade particular. O municipio
encontra-se sob Latitude de 28°22712’S e longitude de 51°38’09'W, e altitude de 247
metros. O clima da regido segundo classificacdo de Koppen denomina-se
Subtropical com temperatura média superior de 20,6°C, e temperatura média inferior
de 15,9°C e precipitagdo média anual de 1953 mm. O solo da area experimental é
classificado como Neossolo.

Pato Bragado, PR: conduzido durante a safra 2011/2012 na estacao
experimental de Pato Bragado, PR, pertencente ao Nucleo de Estacbes
Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE. A
referida area encontra-se sob a latitude de 24°39743’S e longitude de 54°15’53'W, e
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altitude de 247 metros. O clima da regido segundo classificagdo de Koppen
denomina-se Subtropical Umido Mesotérmico com verdes quentes (temperatura
meédia superior a 22°C) com tendéncia a concentracdo de chuvas e invernos com
geadas pouco frequentes (temperatura média inferior a 18°C), e precipitacdo média
anual de 1500 mm.

Antes da instalacdo dos experimentos foram coletas amostras de solo na
profundidade 0-20 cm para realizacdo da analise quimica, que foi realizada pelo
Laboratorio de Quimica da UNIOESTE, campus de Marechal Candido Rondon, PR.

Os resultados de ambas as analises se encontram nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica da camada de 0-20 cm do solo da é&rea
experimental. Marechal Candido Rondon, PR, 2010/2011.

Ca Mg K AP H+Al SB CTC MO V P  pH
CaCl,
------ 10 P [ e ——— gdm® % mg dm™

304 123 018 0,20 8,33 4,50 12,83 2392 35,07 14,07 4,77

Tabela 2. Caracterizacdo quimica da camada de 0-20 cm do solo da é&rea
experimental. Cruz Alta, RS, 2011/2012.

Ca Mg K AP H+Al SB CTC MO V P  pH
CaCl,
------ S0 TR [ —— gdm® % mg dm™

260 09 020 025 7,70 4,10 11,80 23,60 34,40 32,10 5,00

Tabela 3. Caracterizacdo quimica da camada de 0-20 cm do solo da é&rea
experimental. Ibiraiaras, RS, 2011/2012.

Ca Mg K AP H+Al SB CTC MO V P pH
CaCl,
------ 1110 I || | r—————— gdm® % mg dm™

4,0 15 022 030 6,69 6,01 12,70 410 47,35 20,6 5,2
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Tabela 4. Caracterizacdo quimica da camada de 0-20 cm do solo da é&rea
experimental. Pato Bragado, PR, 2011/2012.

Ca Mg K AP H+Al SB CTC MO V P pH
CaCl,
------ o311 o] e [y I Nm— gdm® % mg dm™

432 107 060 055 538 599 1137 164 5268 7,56 4,76

2.2 Delineamento experimental

Os experimentos foram implantados em delineamento de blocos
casualizados, com quatro repeticbes e seis tratamentos, totalizando 24 parcelas

experimentais. A descrigdo dos tratamentos encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5. Descrigao dos tratamentos utilizados no experimento.

Tratamentos Descricao dos tratamentos

ON Controle sem aplicacao de nitrogénio e sem inoculagéao
60 N Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e sem inoculag&o
120N Dose de 120 Kg ha de nitrogénio e sem inoculacao

Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes
Az 100 com Azospirillum brasilense, estirpe Ab-V5 + Ab-V6, na dose de
100 mL 50 kg™ de sementes

Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes
Az 150 com A. brasilense, estirpe Ab-V5 + Ab-V6, na dose de 150 mL
50 kg™ de sementes

Dose de 60 Kg ha™ de nitrogénio e inoculacdo das sementes
Az 200 com A. brasilense, estirpe Ab-V5 + Ab-V6, na dose de 200 mL
50 kg™ de sementes

2.3 Instalacéo e conducao dos experimentos

2.3.1 Correcéao da fertilidade do solo

Conforme os resultados da analise quimica do solo e necessidades da cultura

foram realizados a adubacdo de correcdo fosfatada e potassica com o auxilio de



98

semeadora adubadora, sendo aplicados 50 kg ha™ de P,Os e 40 kg ha™* de K,O nos
experimentos realizados em Marechal Candido Rondon, PR e Pato Bragado, PR.
Para a correcdo do solo das areas experimentais dos municipios de Cruz Alta e
Ibiraiaras, RS, foram aplicados 300 kg ha™ na formulacdo 00-20-20 (0% de N, 20%
de P,Os e 20% de K,0) e 50 kg ha™ de P,Os e 40 kg ha™ de K0, respectivamente.
A adubacao nitrogenada, conforme a definicdo dos tratamentos, foi dividida
em trés aplicacdes, sendo 40% na semeadura e o restante aplicado em cobertura

nos estadios V4 e V6. Estes fornecidos na forma de uréia.

2.3.2 Inoculacéo das sementes

O inoculante utilizado foi fornecido pela Empresa Simbiose Industria e
Comércio de Fertilizantes e Insumos Microbiolégicos LTDA. Este encontra-se em
fase de registro no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, e possui em
sua formulacgéo as estipes Ab-V5 e Ab-V6 da bactéria A. brasilense.

A inoculagao foi realizada duas horas antes da semeadura, utilizando-se as
doses de 100, 150 e 200 mL de inoculante para 50 kg de sementes, conforme a
necessidade dos tratamentos ja descritos.

O controle de qualidade dos inoculantes utilizados nos experimentos foi
realizado pela estimativa do numero mais provavel (NMP) usando a Tabela de
MacCrady em meio semi-sélido NFB (Azospirillum spp.) de acordo com metodologia

descrita por DAbereiner et al. (1995). Os resultados sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Contagem de bactérias diazotréficas (UFC mL™) nos inoculantes utilizados

em cada local de conducéo dos experimentos.

Presenca de bactérias diazotréficas

Local 1
UFC mL
Marechal Candido Rondon, PR 2,61 x 108
Cruz Alta, RS 1,36 x 108
Ibiraiaras, RS 2,25 x 108

Pato Bragado, PR 6,62 x 10°
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2.3.3 Semeadura

A semeadura foi realizada com o auxilio de semeadora manual (matracas),
distribuindo-se 5 sementes por metro no sulco de semeadura. Cada parcela
experimental foi constituida de 6 linhas de 70 cm de espacamento com 5 metros de
comprimento e 3,5 de largura, totalizando 17,5 m®. As sementes de milho utilizadas
nos experimentos foram tratadas com fungicida Captan 750 TS (trichloromethylthio;
cyclohex-4enedicarboximide) na dose de 0,2 kg por 100 kg de sementes, bem como,
com o inseticida CropStar (Imidacloprido; Tiodicarbe) na dose de 0,2 L por 100 kg de
sementes.

A data de realizacdo da semeadura e os hibridos de milho utilizados em cada

local de conducéo dos experimentos encontra-se na Tabela 7.

Tabela 7. Data de realizacdo da semeadura, hibridos de milho utilizados e
tratamento de semente utilizado em cada local de conducéao dos experimentos.

Local Data Hibrido de milho
Marechal Céandido Rondon, PR 05/10/2010 DKB 390

Cruz Alta, RS 21/10/2012 30F53H
Ibiraiaras, RS 22/10/2012 DKB 240 PRO
Pato Bragado, PR 14/10/2012 30F53

2.4 Variaveis avaliadas

2.4.1 Variaveis biométricas

No momento em que as plantas se encontravam no estadio vegetativo com
oito folhas totalmente expandidas (V8), foram realizadas as avaliacbes biométricas,
sendo retiradas trés plantas de forma aleatéria dentro da area util de cada parcela

experimental. Foram mensuradas as seguintes variaveis:
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2.4.1.1 Diametro basal do colmo

Antes da coleta foi realizado em cada planta a medida do diametro basal do

colmo a 5 cm da superficie do solo (com auxilio de um paquimetro digital).

2.4.1.2 Massa seca da parte aérea

As plantas foram acondicionadas em sacos de papel kraft, devidamente
identificados e posteriormente levadas para a secagem em estufa de circulagéao
forcada de ar a 65°C = 2 °C por 120 h, em seguida as mesmas foram retiradas dos
sacos, pesadas em balanca de precisdo e os resultados foram expressos em g

planta™.

2.4.2 Analise dos teores de nitrogénio das folhas

A coleta de tecido foliar para a andlise dos teores de N, foi realizada no
periodo do florescimento caracterizado pelo aparecimento dos estilos-estigmas na
parte externa da espiga, sendo coletada a folha localizada abaixo da insercdo da
espiga principal de cada planta, num total de 10 folhas por unidade experimental,
seguindo a metodologia proposta por Malavolta et al. (1997).

Posteriormente, as folhas foram lavadas em agua destilada, armazenadas em
sacos de papel Kraft identificados e, as plantas secas em estufa de circulacéo
forcada de ar a 65°C + 2 °C por 72h. ApOs este procedimento, as folhas foram
moidas, sendo retirada uma amostra de cada de 0,2 g que foram submetidas a
digestéo sulftrica. A partir dessa foi determinado o teor de nitrogénio do tecido foliar
por destilacdo por arraste de vapores de acordo com a metodologia proposta por
Tedesco et al. (1995).

2.4.3 Componentes da producéo e produtividade

Para a determinacdo dos componentes de producdo foram amostradas 10
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espigas de cada parcela experimental de forma aleatéria, determinando-se o0s
componentes de producdo, didmetro de espiga (mm), numero de graos por fileira e
massa de mil grados, sendo essa ultima determinada segundo Brasil (2009).

A produtividade foi determinada a partir da trilhagem dos grdos de todas as
espigas coletadas na area util de cada parcela experimental, sendo os resultados
expressos em Kg ha™t apés a correcdo da umidade dos grdos para 13% (base

amida).
2.4.4  Analise dos teores de nitrogénio dos graos

Apos a determinacdo da produtividade, foram retiradas amostras dos gréos
para posterior moagem em moinho de facas e passadas em peneira de 2 mm para a
determinacao dos teores de N, conforme metodologia descrita anteriormente.
2.5 Anélise estatistica

ApoGs tabulados os dados foram submetidos a analise de variancia pelo

programa SISVAR (FERREIRA, 2008) e as médias comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.



102

3 RESULTADOS

Na figura 1, sdo apresentadas as médias mensais de precipitacdo
pluviométrica observadas durante os meses de conducdo dos experimentos.
Observa-se que durante a safra 2010/2011, em Marechal Candido Rondon, PR
(Figura 1A) e 2011/2012, em lIbiraiaras, RS (Figura 1D) a precipitacédo foi adequada
para o desenvolvimento da cultura (Tabelas 8 e 11).

Na avaliacdo da precipitacdo ocorrida durante a safra 2011/2012 nos
municipios de Pato Bragado, PR e Cruz Alta, RS pode-se observar que as médias
mensais de precipitacdo ocorridas durante os meses de novembro e dezembro
foram inferiores ao esperado (Figura 1 B e 1C), o que comprometeu a produtividade

da cultura em ambos os locais (Tabelas 9 e 10).
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Figura 1. Acumulo mensal de precipitacdo, médias de temperatura maxima, média e
minima dos quatro locais durante a conducao dos experimentos. Marechal Candido
Rondon, PR (A), Pato Bragado, PR (B), Cruz Alta, RS (C) e Ibiraiaras, RS (D).

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados obtidos no experimento
realizado no municipio de Marechal Candido Rondon, PR. Pode-se observar que
houve diferenca significativa para a maioria das variaveis analisadas, exceto em
relacdo aos teores de nitrogénio dos grdos e das folhas de milho. Em relacdo ao

diametro do colmo das plantas de milho, observa-se que o tratamento que utilizou 60
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kg ha® de nitrogénio associado & inoculacdo das sementes com A. brasilense
(estirpes Ab-V5 + Ab-V6) na dosagem de 200 mL para 50 kg de sementes resultou
em plantas com colmos mais espessos quando comparado aos demais tratamentos.
Também, podem ser destacados os resultados de diametro do colmo obtidos pelos
tratamentos com as doses intermediarias de inoculante (100 e 150 mL para 50 Kg
de sementes), que foram semelhantes estatisticamente as plantas fertilizadas com
120 kg ha® de nitrogénio, sendo superiores estatisticamente ao controle sem
nitrogénio e ao tratamento fertilizado com 60 kg ha™ de nitrogénio, ambos sem
inoculacao de A. brasilense.

Quanto a massa seca total, verifica-se que a inoculacdo das sementes com
200 mL de inoculante associado a 60 kg ha™ de nitrogénio resultou em plantas com
maior massa se comparada aos tratamentos ndo inouclados, exceto em relacédo a

dose de 120 kg ha™* de nitrogénio que se manteve em igualdade (Tabela 8).

Tabela 8. Médias para diametro do colmo (DC), massa seca total (MST), massa de
1000 graos (M1000), numero de graos por fileira (NGF), teor de nitrogénio dos graos
(NGRA), teor de nitrogénio das folhas (NF) e produtividade (PROD) do hibrido DKB
390, em funcao da inoculacdo das sementes com diferentes doses do inoculante a
base da bactéria Azospirillum brasilense e adubacéao nitrogenada, Marechal Candido
Rondon, PR, 2010/2011.

Tratamentos D.C MST M1000 NGF NGRA NF PROD
11101 R o [— . g Kgt----- Kg ha*
ON 2419c 96,72d 340,68¢c 33,20b 32,23 47,01 5383c
60 N 24,68c 117,96 cd 373,63b 35,07ab 34,18 51,35 6094 bc
120N 26,83b 163,49ab 386,96a 35/15ab 34,32 51,64 6191 bc
Az 100 26,19b 137,11 bc 375,56 b 35,05ab 33,96 51,47 6476 bc
Az 150 26,50 b 140,60 abc 390,07a 36,35a 35,64 49,36 6623b
Az 200 29,10 a 169,68 a 392,10a 37,52a 34,17 49,71 8024 a
C.V. (%) 4,79 16,04 6,63 5,47 7,97 9,88 10,37

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste Tukey a 0,05%
de probabilidade.

Considerando-se ainda os resultados apresentados na Tabela 8 verifica-se
gue a inoculacédo das sementes do Hibrido DKB 390 com A. brasilense nas doses de
150 e 200 mL por 50 Kg de sementes, resultou em espigas com maior niamero de
graos por fileira quando comparado com o tratamento controle (0 N). Em relacdo aos
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demais tratamentos ndo foram observadas diferencas significativas. Para & massa
de mil graos do hibrido DKB 390, pode-se observar que os tratamentos com a dose
de 120 kg ha' de nitrogénio e A. brasilense nas doses de 150 e 200 mL de
inoculante por 50 Kg de sementes, resultaram em grdos com maior massa em
relacdo aos demais tratamentos utilizados.

A produtividade do hibrido DKB 390 (Dekalb®) foi influenciada positivamente
guando realizou se a inoculacdo das sementes com a dose de 200 mL do inoculante
formulado a base das estipes Ab-V5 e Ab-V6 da bactéria A. brasilense para 50 Kg
de sementes, tendo alcancado médias de produtividade significativamente
superiores em relacdo aos demais tratamentos utilizados (Tabela 8).

Os resultados obtidos no experimento realizado no municipio de Pato
Bragado, PR com o hibrido de milho 30F53 (Pioneer®) sdo apresentados na Tabela
9. Observa se que houve efeito significativo dos tratamentos com a inoculagéo das
sementes apenas para as variaveis de numero de gréaos por fileira e produtividade.
Pode-se verificar que a utilizacdo do tratamento com A. brasilense na dose de 200
mL para 50 Kg de sementes resultou em espigas com maior nimero de graos por
fileira quando comparado aos demais tratamentos, exceto em relagdo A. brasilense
na dose de 150 mL para 50 Kg de sementes, tendo este superado os tratamentos
que nao utilizaram a inoculagao.

Em relacdo a produtividade alcancada no municipio de Pato Bragado,
observa se que esta foi baixa se comparada aos patamares produtivos da regido
Oeste do Estado do Parana (Tabela 9). Isso pode ser explicado em fun¢éo do baixo
acumulo de precipitacdo ocorrido na regido durante a safra 2011/2012 neste
municipio (Figura 1B). Entretanto, fica evidente a influéncia positiva da inoculagéo
das sementes com A. brasilense indiferente da dose de inoculante aplicado. A
tecnologia em questdo resultou em valores superiores de produtividade em relacéo
aos tratamentos controle (0 N) e a dose de 60 kg ha™ de nitrogénio. Também pode
ser observado, que o tratamento com a maior dose de nitrogénio (120 kg ha™) se

manteve em igualdade a todos os tratamentos utilizados no presente trabalho.



105

Tabela 9. Médias para diametro do colmo (DC), massa seca total (MST), massa de
1000 graos (M1000), numero de gréos por fileira (NGF), teor de nitrogénio dos graos
(NGRA), teor de nitrogénio das folhas (NF) e produtividade (PROD) do hibrido
30F53, em funcéo da inoculacdo das sementes com diferentes doses do inoculante
a base da bactéria Azospirillum brasilense e adubac¢&o nitrogenada, Pato Bragado,
PR, 2011/2012.

Tratamentos D.C MST M1000 NGF NGRA NF PROD
mm g - g Kg* Kg ha™
ON 23,79 166,28 301,75 2152c 16,12 11,59 2439b
60 N 25,54 216,84 304,75 22,19c 17,28 12,47 2438Db
120 N 25,02 195,07 307,25 21,20c 16,40 17,72 2874 ab
Az 100 25,08 184,19 297,75 23,62 bc 17,06 19,47 3405 a
Az 150 25,30 205,58 297,75 25,80 ab 17,28 20,56 3460 a
Az 200 23,94 200,05 312,25 27,85a 17,81 19,03 3564 a
C.V. (%) 4,79 15,24 6,63 3,04 7,97 9,88 17,96

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste Tukey a 0,05%
de probabilidade.

Observa-se que o diametro do colmo foi influenciado positivamente pela
inoculacdo das sementes com A. brasilense. Quando se utilizou 60 Kg de nitrogénio
+ A. brasilense nas doses de 150 e 200 mL por 50 kg de sementes estes
tratamentos foram superiores estatisticamente para esta variavel. O numero de
graos por fileira respondeu a aplicacdo de nitrogénio e inoculacdo de A. brasilense,
sendo estes tratamentos superiores a testemunha sem inoculacdo e sem aplicacéo
de nitrogénio. Verifica-se também na Tabela 10, que houve diferenca significativa
entre os tratamentos em relacdo ao teor de nitrogénio das folhas, porém, observa se
que o tratamento controle (sem aplicacdo de nitrogénio e sem inoculacdo) foi
superior quando comparado & dose de 60 kg ha™ + A. brasilense na dose de 100 mL
para 50 kg de sementes.

Em relacédo a produtividade obtida no experimento realizado no municipio de
Cruz Alta, PR com o hibrido 30F53H, observa se que estas foram inferiores a média
de produtividade da regido, tendo esse fato ocorrido em funcdo da baixa de
precipitacdo durante os meses de conducéo do experimento (Figura 1C). Para tanto,
nao foram observadas diferencas significativas em relacdo a produtividade entre os

tratamentos utilizados no trabalho (Tabela 10).
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Tabela 10. Médias para diametro do colmo (DC), massa seca total (MST), numero
de gréos por fileira (NGF), massa de 1000 graos (M1000), teor de nitrogénio dos
graos (NGRA), teor de nitrogénio das folhas (NF) e produtividade (PROD) do hibrido
30F53H, em funcao da inoculacdo das sementes com diferentes doses do inoculante
a base da bactéria Azospirillum brasilense e adubacédo nitrogenada, Cruz Alta, RS,
2011/2012.

Tratamentos D.C MST M1000 NGF NGRA NF PROD
mm g - g Kg™ Kg ha™
ON 23,53 b* 188,98 290,78 24,47b 1291 14,58 a 3466
60 N 2352b 232,41 289,02 26,23ab 14,65 12,69ab 3466
120 N 23,16 b 191,11 295,78 30,41 a 15,16 11,81 ab 3827
Az 100 24,08b 197,80 293,95 30,04a 15,09 11,59b 2684
Az 150 26,86 a 189,53 28595 29,23a 14,87 12,25ab 3462
Az 200 27,32a 228,14 300,26 29,95 a 14,44 12,03 ab 4095
C.V. (%) 4,05 14,77 5,86 7,97 8,52 9,80 18,32

"Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste Tukey a 0,05%
de probabilidade.

Na Tabela 11 sdo apresentados os valores médios referentes ao desempenho
agrondmico do hibrido DKB 240 PRO (Dekalb®) no municipio de Ibiraiaras, RS, em
funcdo dos tratamentos. A andlise dos dados demonstrou que das caracteristicas
avaliadas, o diametro do colmo, a massa seca total e o teor de nitrogénio das folhas
foram influenciados pelos tratamentos utilizados.

Para os resultados de didametro do colmo das plantas de milho que as médias
obtidas em func&o da inoculagcédo das sementes com as doses de 100 e 150 mL do
inoculante, foram superiores quando comparadas aos tratamentos com a dose de 60
Kg ha™ sem a inoculacdo das sementes e ao tratamento controle (sem aplicacéo de
nitrogénio e sem inoculacédo). Porém, quando comparado aos demais tratamentos
nao foram observadas diferengas significativas (Tabela 11).

Em relacdo a massa seca das plantas de milho, pode se observar que a
inoculacdo com a dose de 150 mL do inoculante associados & dose de 60 Kg ha™ de
nitrogénio resultou em valores superiores quando comparado & dose de 60 Kg ha™
de nitrogénio sem a inoculacdo das sementes, sendo que para 0s demais
tratamentos ndo foram observadas diferengas significativas (Tabela 11).

O teor de nitrogénio nas folhas de milho foi influenciado pelos tratamentos, o
tratamento controle (sem nitrogénio e sem inoculacdo) resultou em valores
significativamente inferiores aos obtidos nos demais tratamentos utilizados no

presente trabalho (Tabela 11).
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Tabela 11. Médias para diametro do colmo (DC), massa seca total (MST), numero
de gréos por fileira (NGF), massa de 1000 graos (M1000), teor de nitrogénio dos
graos (NGRA), teor de nitrogénio das folhas (NF) e produtividade (PROD) do hibrido
DKB 240 PRO, em fungao da inoculagdo das sementes com diferentes doses do
inoculante a base da bactéria Azospirillum brasilense e adubacdo nitrogenada,
Ibiraiaras, RS, 2011/2012.

Tratamentos D.C MST M1000 NGF NGRA NF PROD

mm g - g Kg* Kg ha
ON 31,34 b 167,10ab 438,90 40,0 13,41 13,40b 6517
60 N 30,57 b 155,49 b 439,57 40,3 15,09 16,41a 5896
120 N 33,94ab 176,35ab 443,76 39,8 14,87 1597a 6572
Az 100 36,18 a 179,17 ab 44455 40,6 13,56 16,41a 7114
Az 150 37,52 a 216,13 a 447,25 40,5 14,22 16,92a 6438
Az 200 33,96 ab 180,40ab 452,41 395 14,00 15,75a 5811
C.V. (%) 5,29 13,19 7,18 421 12,50 6,05 12,35

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem significativamente pelo teste Tukey a 0,05%
de probabilidade.

Em uma analise geral das médias de produtividade dos quatro experimentos
realizados (Figura 2), pode se observar que a utilizagdo do inoculante a base das
estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense, indiferente da dose (100, 150 e 200 mL) e
hibrido de milho utilizado, resultou em incrementos de 446, 522 e 900 Kg ha™,
respectivamente, quando comparados com o tratamento com a dose de 60 Kg ha™
de nitrogénio sem inoculacdo das sementes. Quando realizada a mesma
comparacdo, porém, com a média do tratamento com a dose de 120 Kg ha™ dos
quatro experimentos, os ganhos foram de 53, 109 e 507 Kg ha™®, em relacéo aos
tratamentos, Az 100, Az 150 e Az 200, respectivamente (Figura 2). Considerando-se
o desempenho de cada tratamento utilizado nos experimentos, observa-se que a
aplicacdo 60 Kg ha™ + A. brasilense na dose de 200 mL para 50 Kg de sementes,

resultou em maior incremento médio na produtividade (5373,5 Kg ha™).
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Figura 2. Médias de produtividade de quatro experimentos com a cultura do milho,
inoculadas e nédo inoculadas com A. brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 associada a
aplicacdo de 60 Kg ha™ de nitrogénio.
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4  DISCUSSAO

De maneira geral a utilizacdo de A. brasilense, teve efeito significativo,
possibilitando incrementos nos estagios vegetativo e reprodutivo das plantas de
milho.

Um ponto que deve ser destacado sdo as caracteristicas do inoculante
utilizado nos experimentos, sendo que este continha como principio ativo as estirpes
Ab-V5 e Ab-V6 da bactéria A. brasilense. Ambas as estirpes possuem
recomendacdo do Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Também, deve ser considerado o fato de que a contagem do numero de células
vidveis por mL de inoculante encontrava-se no minimo em 1,36 x 10%, contagem
essa acima do minimo recomendado pelo MAPA para a formulacdo de inoculantes
de gramineas, demonstrando que o material fornecido pela empresa produtora esta
dentro dos padrbes de qualidade exigidos.

Em relacdo aos resultados obtidos em cada local de realizagcdo dos
experimentos, observou-se que a influéncia das condicbes climaticas foi fator
limitante para os indices de produtividade em ao menos dois locais de realizacao
dos trabalhos. O baixo acumulo de precipitacdo mensal (Figuras 1 B e C) ocorrida
durante a safra 2011/2012 nos municipios de Pato Bragado, PR e Cruz Alta, RS,
resultou na reducédo de mais de 50% na producdo se comparado a média produtiva
de ambas a regifes. Entretanto, nos experimentos realizados nos municipios de
Marechal Candido Rondon, PR e lbiraiaras, RS a precipitacdo se manteve dentro
das expectativas, ndo tendo esse fator influenciado nos indices de produtividade em
ambos os locais.

A avalicdo isolada de cada local de realizacdo dos experimentos, bem como,
do hibrido utilizado, demonstrou que no experimento realizado em Marechal Candido
Rondon, PR, a inoculacdo com A. brasilense foi positiva, tendo influenciado
significativamente as variaveis de diametro do colmo, massa seca total, massa de
mil grédo e produtividade (Tabela 8). Da mesma forma, os resultados obtidos em Pato
Bragado, PR, também apresentaram efeito positivo da inocula¢cdo com A. brasilense,
tendo o uso dessa tecnologia incrementado significativamente o niamero de graos
por fileira e a produtividade final do hibrido 30F53 (Tabela 9).

Quanto aos resultados do experimento realizado em Cruz Alta, RS, as

respostas para a produtividade de grdos nao foram significativas para a inoculagéao
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com A. brasilense. Entretanto, foram observados ganhos de 18 e 7% na
produtividade quando comparado ao tratamento que utilizou 200 mL de inoculante,
com os de 60 e 120 kg ha' de nitrogénio, respectivamente. Durante o periodo
vegetativo da cultura a inoculacdo proporcionou ganhos significativos na espessura
do colmo e massa da parte aérea das plantas (Tabela 10).

Okon e Labandera-Gonzales, (1994) ao avaliarem vinte anos de estudos com
a inoculacdo de Azopsirillum sp. verificaram efeito positivo em 60 a 70% dos
experimentos. Nesse sentido, os efeitos benéficos da inoculagcdo com A. brasilense
vém sendo difundidos em diversos trabalhos na literatura (DOBEREINER e
BALDANI, 1982; REYNDERS e VLASSAK, 1982; BODDEEY et al., 1986;
DOBEREINER e SALOMONE, 1995; SALOMONE e DOBEREINER, 1996;
CAVALLET et al., 2000; ZEHNDER et al., 2001; HUNGRIA et al., 2010; GARCIA de
SALOMONE et al., 2010), que atribuem o maior desenvolvimento das plantas, bem
como, o0s incrementos obtidos em produtividade, as caracteristicas que essas
bactérias possuem em sintetizar fitormdnios relacionados ao crescimento vegetal
como as auxinas, giberilinas e citocininas e ainda pela disponibilizacdo do N,
presente no solo em formas absorviveis para as plantas. Além disso, as bactérias
fixadoras de nitrogénio podem controlar os niveis de etileno nas plantas, reduzindo
efeitos que o excesso desse horménio pode causar (GROSH et al.,, 2003;
GOVINDASAMY et al., 2008; DUAN et al., 2009).

As rizobatérias promotoras do crescimento vegetal, incluindo as da espécie A.
brasilense séo eficazes em influenciar a capacidade das plantas para que estas
venham a se restabelecer mais rapidamente sob condi¢cdes estressantes. Neste
sentido, a efetividade dos efeitos benéficos de A. brasilense no crescimento e
desenvolvimento das plantas pode ser, além de outros efeitos, atribuida a baixa
disponibilidade de 4gua no solo. Segundo Cavallet et al. (2000), a inocula¢cdo com A.
brasilense modifica a morfologia do sistema radicular das plantas, incrementando o
didametro das raizes laterais e adventicias, bem como, aumentando o numero de
pelos radiculares. Dessa maneira, o incremento do sistema radicular das plantas em
funcdo da inoculacdo com A. brasilense proporciona maior longevidade dos tecidos
durante os periodos de seca, aumentando também a atividade fotossintética, o
acumulo de fotoassimilados para os gréos ou ainda a absor¢do de nutrientes pelas
plantas (DIDONET et al., 2000). Além disso, sabe-se que a contribuicdo da fixacao

bioldgica de nitrogénio por essa espécie de bactéria para culturas como milho e trigo
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é entre 5 e 18 %, se fazendo necessario considerar a acdo dos mecanismos de
promoc¢do do crescimento e ndo apenas a contribuicdo pela fixacdo bioldgica de
nitrogénio (BASHAN et al., 1989), o que explica as muitas respostas negativas em
relacdo ao acumulo de nitrogénio nos tecidos das plantas inoculadas.

A deficiéncia hidrica associada a altas temperaturas pode alterar a fisiologia
das plantas de milho, reduzindo acentuadamente a taxa de crescimento das gemas
axilares, pois essa cultura tende a priorizar o crescimento apical. Essa caracteristica
faz com que ocorra uma defasagem temporal entre o desenvolvimento do pendao e
da espiga (SANGOI, 1996). Devido ao periodo de liberacdo de pdlen ocorrer
rapidamente, uma pequena defasagem entre a o florescimento masculino e feminino
pode comprometer a fertilizacdo, reduzindo o nimero de gréos por espiga e o
rendimento da cultura (BOLANOS e EDMEADES, 1996). Além disso, os grdos de
pélen que alcancam o estilo estigma podem ndo germinar em funcdo de seu
ressecamento, que pode ocorrer sob condicbes de baixa umidade relativa e altas
temperaturas (SANGOI et al.,, 2010). Assim, pode se fazer uma relagdo entre os
resultados obtidos no experimento realizado no municipio de Pato Bragado, PR, pois
se verificou uma grande reducdo no nimero de graos por espiga nesse local, o que
refletiu na produtividade da cultura. Porém nesse caso, a inoculacdo com A.
brasilense pode ter influenciado positivamente, reduzindo os efeitos deletérios
resultantes da baixa umidade e altas temperaturas (Tabela 9).

No experimento realizado em Ibiraiaras, foi observada baixa influéncia para a
inoculacdo com A. brasilense, sendo verificado o efeito apenas para a variavel de
didametro do colmo das plantas de milho do hibrido DKB 240 PRO (Tabela 11). A ndo
diferenca de produtividade entre os tratamentos com e sem inoculacdo, bem como,
entre as doses de nitrogénio utilizadas no experimento realizado no municipio de
Ibiraiaras pode ser explicada em funcdo da &rea utilizada para a realizacdo do
experimento possuir um histérico da alta tecnologia relacionada a fertilizagéo,
excelentes condi¢cdes climaticas para o desenvolvimento da cultura, utilizacdo de
plantio direto a mais de 20 anos, sendo realizada a manutencdo anual do residuo
organico com a semeadura de plantas de cobertura durante o inverno. A associagao
dessas técnicas de manejo aliada a alta fertilidade do solo verificada na analise
quimica (Tabela 3) influenciou o crescimento e desenvolvimento da cultura de tal

maneira, que ndo houve resposta de nenhum dos tratamentos utilizados.
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A utilizagdo do sistema de plantio direto ap0s varios anos pode incrementar
consideravelmente a quantidade de nitrogénio presente no solo (WIETHOLTER,
1997). Nesse sentido, Cerretta (1995), verificou que ap0s nove anos em solo sob
plantio direto o0s incrementos na quantidade de nitrogénio foram de
aproximadamente 92% na forma de &acidos humicos, sendo essa considerada uma
das fragBes mais estaveis de matéria organica presente no solo.

Os resultados demostraram que a utilizacdo do inoculante para a cultura do
milho, tendo como principio ativo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 da bactéria A.
brasilense, quando associado a aplicacdo de doses intermediarias de nitrogénio
resultou em médias equivalentes ou até superiores em relacdo a utilizacdo da dose

de fertilizante nitrogenado recomendada para a cultura.



113

5 CONCLUSOES

O inoculante formulado a base das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense
resultou em incrementos no desenvolvimento vegetativo da cultura nos quatro
experimentos realizados.

Entre as dosagens do inoculante utilizadas, a mais eficiente foi a de 200 mL
do inoculante para 50 Kg de sementes que resultou nos maiores incrementos no
estagio reprodutivo e na produtividade dos experimentos realizados em Marechal
Céandido Rondon, PR e Pato Bragado, PR.
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